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RESUMEN

En este trabajo se evaluó el efecto del cadmio y de la tempera-
tura sobre la fragilidad osmótica y el número de células san-
guíneas, en el pez Colossoma macropomum. Los organismos
fueron expuestos a 0,5 mg/L de cloruro de cadmio durante 24
días y a dos temperaturas (25 y 30ºC). A los 0; 10 y 24 días de
exposición, se les tomó muestras de sangre para determinar la
curva de fragilidad osmótica, el conteo diferencial de células
blancas y el conteo de reticulocitos. Los eritrocitos presentaron
principios de hemólisis a 90 mmol/L de NaCl y hemólisis total a
10 mmol/L. El porcentaje de linfocitos fue >62%, incrementán-
dose en los peces expuestos a cadmio, no obstante, el porcen-
taje absoluto (controles y expuestos) de linfocitos, disminuyó a
los 24 días de experimentación, siendo más significativo a la
temperatura de 30°C. Después de los neutrófilos, los trombocitos
fueron el tercer tipo celular encontrado, sobre los cuales, ni el
cadmio ni la temperatura, tuvieron efecto significativo. Sin em-
bargo, el número absoluto de estas células aumentó en los or-
ganismos mantenidos a 25°C/24 días; contrario a lo observado
en los peces a 30°C/24 días, quienes registraron un descenso de
4% en su abundancia. Los peces expuestos a Cd/30°C revelaron
un significativo aumento de trombocitos en comparación con los
expuestos Cd/25ºC. Los reticulocitos disminuyeron por la exposi-
ción al metal. El cadmio y la temperatura ejercen un efecto si-
nérgico sobre el número de trombocitos y afectan individual-
mente la producción de reticulocitos en el pez.

Palabras clave: Cadmio, Colossoma, linfocitos, trombocitos,
reticulocitos.

ABSTRACT

In this work, the cadmium (CD) and temperature effect on the
red cell osmotic fragility and blood cells count in the tropical
fish Colossoma macropomum were evaluated. The fishes were
exposed to 0.5 mg/L of cadmium chloride during 24 days and
two temperatures (25 and 30°C). At 0; 10 and 24 days of Cd
exposure, blood samples were taken from fishes to determine
the osmotic fragility curve, the differential white cell and reticu-
locyte count. The erythrocytes osmotic fragility began at 90
mmol/L of NaCl and total hemolysis was observed at 10
mmol/L of NaCl. Lymphocytes were the more abundant cells
(>62%). These cells increased in Cd-exposed fish; moreover,
the lymphocytes absolute percentage (control and exposed)
decrease at 24 days of experimentation, being more significant
at 30°C. After the granulocytes acidophils, trombocytes were
the third cellular type, they were not affect by Cd neither tem-
perature. However, trombocyte absolute number increased
than fishes at 25°C/24 d as fishes at 30°C/24. On the other
hand, the Cd/30°C exposed fishes showed a significant in-
crease of thrombocytes. Both, cadmium and temperature affect
thrombocyte number. The reticulocytes decrease due to cad-
mium exposed fishes. A synergic effect is produced by Cd and
temperature on trombocytes; however, these factors exert an
individual effect in fish reticulocytes.

Key words: Cadmium, Colossoma, lymphocytes, thrombo-
cytes, reticulocytes.
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INTRODUCCIÓN

El sistema hematopoyético de los peces es altamente
sensible a estresores ambientales; por lo que los estudios he-
matológicos en estos organismos aportan significativa informa-
ción en el diagnóstico e interpretación de sus enfermedades.
Dichos estudios se han incrementado con el desarrollo de la
piscicultura y con el empleo de los peces para evaluaciones
ecotoxicológicas. Por tanto, el entendimiento de la fisiología de
estos organismos y en consecuencia de sus relaciones con las
variables ambientales es un importante factor a considerar en
el uso de esta herramienta de investigación [33].

El efecto que tóxicos ambientales ejercen sobre los
parámetros hematológicos de peces varía dependiendo del
tipo del tóxico, dosis, tiempo de exposición y condiciones fisi-
coquímicas del agua, entre otros factores [25, 32]. En el caso
de los metales pesados, éstos afectan los índices sanguíneos
de los peces de diversas formas; por ejemplo, en ríos y cuen-
cas del país impactados por la actividad antropogénica, se han
reportado concentraciones de metales pesados por encima de
las normas establecidas por el Ministerio del Ambiente en el
Decreto No 883 para el control de la calidad de los cuerpos de
agua y de los vertidos líquidos [31]. Uno de los metales pesa-
dos detectado en altas concentraciones es el cadmio, este
metal aún a bajas concentraciones, puede afectar los índices
sanguíneos de los peces, producir daños irreversibles en estos
organismos porque tiende acumularse en órganos como el
hígado y el riñón; además de competir con los metales esen-
ciales por los sitios de unión en las proteínas, produce anemia,
inmunosupresión y cáncer [32].

En Venezuela, la acuicultura es una actividad emergente
con un importante incremento de la pesca comercial y ac-
tividades posteriores. La cachama, Colossoma macropomum

(Characidae) es uno de las especies piscícolas que está
siendo empleada para esta actividad, dado que en el país se
distribuye en los grandes ríos, principalmente en los ríos Gua-
nare, Portuguesa, Apure y los afluentes del Orinoco, y además
posee una demanda media en los mercados locales de algu-
nas ciudades de importancia. Es un pez de comportamiento
migratorio, puede soportar un amplio rango de pH y baja con-
centración de oxígeno, por lo que puede vivir en diferentes
ambientes incluyendo, contaminados [28].

Al respecto, se ha observado un descenso en el número
de glóbulos rojos en C. macropomum (cachama) expuesto a
dosis subletales de cadmio, indicativo de la presencia de ane-
mia, igualmente se observó disminución en el número total de
leucocitos sugiriendo un efecto sobre el sistema inmunológico
[22]. Sin embargo, factores no relacionados con el sistema in-
munológico pueden modificar el número de leucocitos en los
peces [1]. En este trabajo se evaluó el efecto del cadmio, de la
temperatura y del tiempo de exposición sobre la fragilidad
globular osmótica y el número de células sanguíneas del pez
C. macropomum como una contribución al entendimiento del

mecanismo fisiopatológico implicado en la anemia inducida por
el cadmio en este organismo.

MATERIALES Y MÉTODOS

Muestra poblacional

Se utilizaron para este estudio 60 peces juveniles de Co-

lossoma macropomum, cuya medida y peso osciló entre
13,57 ± 1,67 cm y 44,70 ± 12,60 g, los cuales fueron aclimata-
dos durante 20 días, con recambio del 60-80% del agua diaria-
mente y ésta se mantuvo con sistema de aireación compuesto
por aireadores y piedras difusoras de oxígeno. Toda la acli-
matación se realizó con fotoperíodo de 12/12 horas; la tem-
peratura para 3 de los acuarios se controló a 25 y a 30°C para
los otros 3 acuarios. La alimentación de los peces se realizó
ad libitum, todas las mañanas antes de realizar el recambio de
agua, con alimento comercial granulado (cachamarina).

Exposición a 0,5 mg/L de Cloruro de cadmio

Partiendo de la CL�� obtenida por Blanco y col. [3] se se-
leccionó la concentración subletal de 0,5 mg/L de cloruro de
cadmio. Fueron colocados 10 peces de tallas similares a la
concentración de 0,5 mg/L de CdCl�, a la temperatura de 25°C
con su respectiva réplica y en otros 2 acuarios preparados
como anteriormente se describió, se colocaron 10 peces a la
misma concentración de cadmio y a la temperatura de 30°C.
Se prepararon, además, dos acuarios cada uno con diez pe-
ces; uno a la temperatura de 25°C (controles 25°C) y el otro a
la temperatura de 30°C (controles 30°C). A todos los grupos
se les suministró alimento ad libitum, cada 24 horas en forma
alterna a los cambios de agua y luego se le agregaba la dosis
correspondiente del metal.

Toma de muestras sanguíneas

A los especimenes se les tomó una muestra de sangre
mediante punción de la vena caudal a nivel del arco hemal,
utilizando para ello, jeringas desechables de 3 mL, con agujas
de 21 G (0,80 mm) x 38 mm (11/2”) previamente lavadas con
heparina sódica, cada una de las muestras se colocó en tubos
eppendorf individualmente rotulados y se mantuvieron en un
envase con hielo mientras se procedía a realizar las determi-
naciones abajo descritas.

Determinación de la fragilidad globular osmótica

La fragilidad globular osmótica fue determinada
siguiendo el procedimiento descrito por Parpart y col. [19], el
cual se describe brevemente: se prepararon diluciones de
NaCl desde 100 mmol/L hasta 10 mmol/L a partir de una solu-
ción madre de NaCl 1,71 mol/L pH 7,4 y se colocaron en tubos
agregándoles luego 20 µL de la muestra problema, mezclán-
dose de inmediato por inversión suave, sin agitar. Se dejó en
reposo a temperatura ambiente por 30 minutos, Se mezcló
suavemente y se centrifugó a 4000 rpm durante 10 minutos en
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una centrífuga marca HERMLE Labnet modelo Z393K, (Lab-
net, Alemania). Se leyó la absorbancia en un espectrofotóme-
tro JENWAY modelo 6300, (Jenway Ltd, Felsted, Reino Unido)
a una densidad óptica de 540 nm, utilizando como blanco el
sobrenadante de la solución 100 mmol/L y mediante la fór-
mula: % Hemólisis= Abs(Muestra problema) x 100/ Abs
blanco. Los resultados son expresados como porcentajes de
hemólisis.

Determinación de la fórmula leucocitaria

Se utilizó el método del extendido según Lynch y col.
[13], estos frotis fueron coloreados, unos con el método de
Giemsa y otros con el método de Coloración de Peroxidasa de
Sato y Selkiya [4]. Este último método fue utilizado como alter-
nativa confirmatoria de reconocimiento de los distintos tipos de
células blancas observadas con el método de coloración de
Giemsa y de esta manera poder diferenciar representantes de
la serie mielocítica de la linfocítica y diferenciar ambos grupos
de la línea eritrocítica. Los frotis se observaron en un
microscopio óptico Olympus, modelo CX41RF, (Olympus, To-
kio, Japón) con objetivo de inmersión (100X). Los resultados
se expresaron en porcentajes de tipos celulares.

Conteo de reticulocitos

Los reticulocitos fueron determinados en extensiones
sanguíneas teñidas con Giemsa, determinándose la policro-
matofilia relativa sobre la base aproximada de 100 eritrocitos
contados por individuo y observados en cuatro sectores del
extendido sanguíneo [19].

Análisis estadístico

Un análisis de varianza (ANOVA) de tres vías con inter-
acción, fue efectuado sobre los diversos parámetros hema-
tológicos (granulocitos, linfocitos, trombocitos y reticulocitos)
evaluados, tanto en controles como en expuestos a cadmio
durante 10 y 24 días, a dos temperaturas: 25 y 30°C. El
ANOVA fue seguido de una prueba a posteriori Student-
Newman-Keuls (SNK) [24].

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

El cadmio no afectó la fragilidad globular osmótica de los
eritrocitos, quienes presentaron hemólisis inicial a la concen-
tración de 90 mmol/L de NaCl y la hemólisis final la alcanzaron
a 10 mmol/L de NaCl; los resultados indican que puede ser de-
finida una curva de referencia única para esta especie, coin-
cidiendo con Seibert y col. [23] que definieron una curva de
fragilidad para la especie con una hemólisis inicial a la concen-
tración de 85,5mmol/L de NaCl y hemólisis total a 17mmol/L
de NaCl independientemente de las temperaturas a que esta-
ban sometidos los organismos (FIGS. 1A y B).

El cadmio no induce daño significativo sobre la mem-
brana de los eritrocitos en C. macropomum, ya que, a pesar

de haberse presentado hemólisis inicial temprana en los peces
expuestos, al final ambos grupos (controles y expuestos a cad-
mio) alcanzaron valores semejantes de hemólisis final. Las
curvas de fragilidades muestran un modelo sigmoide, lo que
concuerda con la de otros vertebrados, incluyendo humanos;
aunque con diferentes porcentajes de comienzo y finales de
hemólisis [2, 10, 14, 18]. Los eritrocitos de C. macropomum

son más resistentes a la hemólisis que los de otros peces,
tales como Neoceratodus fosteri y Scleropages schneichardti

[8]. Nikinmaa [17] demostró que los eritrocitos nucleados ma-
duros se caracterizan por tener filamentos de proteínas que
forman una banda marginal de microtúbulos que le confiere
una mayor resistencia a la deformación. En ese sentido se
puede decir que son las características estructurales de la
membrana eritrocitaria de C. macropomum la que les confiere
la capacidad de resistencia a las soluciones hipotónicas.

La distribución de los distintos tipos de células blancas
encontradas en C. macropomum, indica que los linfocitos
fueron las células más abundantes en todas las condiciones
experimentales seguido por los neutrófilos, tal y como ha sido
reportado anteriormente en este pez y en otras especies de te-
leósteos [3, 15, 20, 29, 30]. El tiempo de exposición, la tem-
peratura y el tratamiento con cadmio afectan el número de lin-
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FIGURA 1. CURVA DE FRAGILIDAD OSMÓTICA PARA
ERITROCITOS DE C. MACROPOMUM. A. 25°C, B. 30°C
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focitos y neutrófilos. Por su parte, el número de eosinófilos y
de reticulocitos fue afectado sólo por la temperatura y el trata-
miento con cadmio. Los trombocitos fueron afectados significa-
tivamente por el factor tiempo. Además, se encontró interac-
ción estadísticamente significativa entre el tiempo de ensayo y
la temperatura empleada, para los linfocitos, neutrófilos y trom-
bocitos indicando que estos dos factores combinados afectan
a estos tipos celulares; por otra parte, los trombocitos fueron
afectados por la temperatura y el tratamiento con cadmio con-
juntamente (TABLA I).

Se observaron siempre los valores más altos de linfoci-
tos y más bajos de neutrófilos en los peces expuestos al metal,
durante los 10 días de exposición, similar a lo observado por
Blanco y col. [3] en C. macropomum expuesto a cadmio. La
temperatura de 30°C incrementa el porcentaje de linfocitos a
los 10 días de ensayo, contrariando los resultados encontrados

por Moura y col. [16], en donde se presentó una disminución
de linfocitos circulantes en C. macropomum expuesto a 30°C
(TABLAS II A y B).

Los eosinófilos fueron las células blancas menos obteni-
das en el conteo diferencial con resultados inferiores al 3% en
todos los casos (TABLAS II A y B). Los eosinófilos son afecta-
dos por la temperatura (P< 0,05, 30°C) y la exposición al metal
(P<0,001), observándose disminución de este parámetro.
Similar a estos resultados, Blanco y col. [3] encontraron dismi-
nución de eosinófilos a los 7; 15 y 21 días de exposición al
cadmio en este pez.

Al interaccionar la temperatura (25 y 30°C) con el tiempo
de experimentación (10 y 24 días), se encontró que el conteo
absoluto (controles y expuestos) de neutrófilos, a los 24 días,
estaba aumentado en relación al porcentaje obtenido a los 10
días; este incremento, fue más representativo a la temperatura
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TABLA I

RESUMEN DE LA SIGNIFICACIÓN ESTADÍSTICA DE LOS ANÁLISIS DE VARIANZA (ANOVA) APLICADOS A LOS TIPOS
DE CÉLULAS SANGUÍNEAS/ ������� �
 ����	��	�� �	��	
	����� �
 ����� �� ���� ���.

Parámetro (A) Tiempo (B) Temperatura ( C) Tratamiento Interacción

Neutrófilos *** ** *** AB ***

Linfocitos *** *** *** AB **

Eosinófilos NS * *** NS

Trombocitos * NS NS AB*** BC*

Reticulocitos NS ** * NS

��� ��������� ������������� �P<	�		��� �� � ! ������������� �P<0�	��� � ������������� �P<0�	"�� #$� �� ������������

�%� ����&����'� ���&� ������ ! �����&�� &�� %(� ����&����'� ���&� �����&�� &� ! �&���������

TABLA II

DISTRIBUCIÓN (%) DE CÉLULAS BLANCAS DEL PEZ COLOSSOMA MACROPOMUM EXPUESTO A CADMIO, 10 DÍAS(A) Y
24 DÍAS (B)/ �	���	���	�� ��� �
 ��	�� ��� �
 Colosoma Macropomum ����	�� � ������ !� ���� ��� ��� �" ���� ���.

(A) Analito Control (25°C)
X ± DS

Expuesto(25°C)
X ± DS

Control (30°C)
X ± DS

Expuesto(30ºC)
X ± DS

Neutrófilos 27 ± 4,24 19,6 ± 4,25 15,7 ±1,25 11,1 ± 3,21

Linfocitos 64 ± 3,74 74,3 ± 4,84 73,3 ± 2,62 79,4 ± 2,42

Eosinófilos 2,7 ± 0,47 1,0 ± 0,7 1,7 ± 0,94 0,9 ± 0,54

Trombocitos 6,3 ± 0,94 5,1 ± 2,7 9,3 ± 0,94 8,6 ± 1,02

x: media. DS: desviación estándar

(B) Analito Control (25°C)
X ± DS

Expuesto(25°C)
X ± DS

Control (30°C)
X ± DS

Expuesto(30°C)
X ± DS

Neutrófilos 27,3 ± 4,5 22,6 ± 3,83 31,0 ± 2,16 24 ± 3,24

Linfocitos 62,0 ± 5,1 68,6 ± 2,63 64,0 ± 1,41 68 ± 3,43

Eosinófilos 3,0 ± 0 1,44 ± 0,96 1,7 ± 0,47 1,12 ± 0,78

Trombocitos 7,7 ± 0,94 6,89 ± 1,45 3,3 ± 0,47 6,62 ± 0,86

x: media. DS: desviación estándar



de 30°C, (14%, FIG. 2A). Contrario a esto, el valor absoluto de
linfocitos disminuyó a los 24 días de experimentación, con
respecto al número de linfocitos contabilizado a los 10 días,
sin embargo, cabe destacar, que tal descenso fue más notable
a la temperatura de 30°C, a la cual se produjo una disminución
del 10% en los valores de este tipo celular, mientras que a
25°C el descenso en el contaje de linfocitos, fue aproximada-
mente de un 5% (FIG. 2B).

Este hecho, tal vez sea producto de un mecanismo de
defensa activado por los órganos hematopoyéticos del pez en
un intento por equilibrar la cantidad de leucocitos circulantes,
que se ha visto seriamente afectado por la acción de la tem-
peratura y el cautiverio coincidiendo con Tavares-Dias [26].
Moura y col. [16] reportan en C. macropomum expuesto a las
temperaturas de 20; 25; 30 y 40°C, índices muy bajos, casi
ausentes, de neutrófilos, exceptuando en aquellos peces ex-
puestos a 40°C. Los resultados obtenidos en este trabajo indi-
can que estos tipos celulares responden a perturbaciones, tanto
químicas como físicas, en las condiciones ambientales del pez
y pueden ser indicadores inespecíficos de estos cambios, sobre
todo en tiempos cortos de la influencia del estresor.

Cuando se analizan los valores absolutos de trombocitos
frente a la acción conjunta del tiempo de experimentación (10 y
24 días) y la temperatura (25 y 30°C), se encuentran que hubo
un aumento aproximado de un 1% en la abundancia de estas
células sanguíneas a los 24d/25°, en relación al porcentaje ob-
tenido a los 10 días en este mismo grupo de peces, mientras
que se registró un descenso en los valores de trombocitos de
aproximadamente un 4% a los 24 d/30°C, en comparación con
los valores encontrados a los 10 d/30°C (FIG. 3B).

Los trombocitos de peces teleósteos son células multi-
funcionales que están involucradas en la liberación de eicosa-
noides [12], en el proceso de coagulación sanguínea [9] y en
la defensa orgánica, por lo que son también considerados del
linaje leucocitario, con actividad fagocítica [26, 27]. En el pre-
sente estudio no se registraron variaciones intraespecíficas en
C. macropomum para el contaje de trombocitos, ya que siem-
pre se mantuvo la uniformidad de los resultados.

El contaje de reticulocitos estuvo disminuido en los
organismos expuestos al cadmio, en relación con los organis-
mos controles (P<0,05), pero además, se observó una disminu-
ción de este parámetro en los organismos mantenidos a 30°C
en comparación con aquellos mantenidos a 25°C [FIGS. 4A y
B]; aunado a esto, los organismos expuestos a cadmio, presen-
taron además, valores disminuidos de hemoglobina y hemato-
crito (TABLA III). Estos resultados permiten inferir un estado de
anemia no regenerativa desarrollado en los peces estudiados
como consecuencia de la exposición al metal. Existen tres posi-
bles mecanismos por medio de los cuales el cadmio pudiese
estar induciendo esta anemia con conteo de reticulocitos dismi-
nuido. El primero de estos es que, el cadmio esté compitiendo

con el hierro por el sitio de unión de este oligoelemento en las
macromoléculas y en consecuencia induciendo una ferropenia;
se ha demostrado en ratas la inducción de anemia por compe-
tencia del cadmio con el hierro aunque a diferencia de los resul-
tados obtenidos, la anemia cursa con reticulocitosis [7, 11]; se-
gundo, la acumulación demostrada de cadmio en riñón excretor
de este pez pudiese generar una insuficiencia renal crónica que
produciría una disminución en la producción de eritropoyetina
por las células de los túbulos renales y como consecuencia de
esto, la inducción de anemia [5, 6] y por último, pudiese ser que
el metal esté afectando la capacidad de producción de eritroci-
tos, por parte de los órganos hematopoyéticos; en peces, el ri-
ñón cefálico es el principal órgano hematopoyético, es posible
que el cadmio se acumule en este tejido afectando la produc-
ción de células. Una disminución de eritrocitos y leucocitos en
sangre fue observada en este pez expuesto a 0,2 mg/L de clo-
ruro de cadmio durante 21 días sin recuperación de estas célu-
las una vez desintoxicado [21].
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FIGURA 2. VALORES (%) PROMEDIO DE NEUTRÓFILOS
(A) Y DE LINFOCITOS (B) EN C. MACROPOMUM EXPUES-
TO A 25 Y 30°C, 10 Y 24 DÍAS DE EXPERIMENTACIÓN/
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TABLA III

VALORES DE HEMOGLOBINA (HB) Y HEMATOCRITO (HTO) PARA EL PEZ C. Macropomum EXPUESTO A CADMIO
DURANTE 24 DÍA/ �������	� ���� ��� ��������	� ���� �
 
	�� �� Macropomum ����	�� � ����� ���	�� �" ����.

Analito Control (25°C)
X ± DS

Expuesto(25°C)
X ± DS

Control (30°C)
X ± DS

Expuesto(30°C)
X ± DS

Hemoglobina (g/dl) 5,378±0,68 3,40±0,77 5,7±1,06 3,39 ±1,21

Hematocrito (%) 12,4±1,82 13,11±3,66 17±5,57 13,25±5,31

X: media. DS: desviación estándar.

Valores de referencia

Hb Hto Tamaño y peso del pez Referencias bibliográficas

5,6±0,3 25,4±1,2 13,2 – 21,1 cm
33 – 160 g

[20]

11,3±0,9 41,6± 6,9 27 ±3 cm
585 ± 100 g

[26]

5,7±0,78 16,09±3 12,4 ± 1,2 cm
31,4 ± 12,2 g

[22]
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FIGURA 3. VALORES (%) PROMEDIO DE TROMBOCITOS
EN C. Macropomum EXPUESTO A 25°C Y 30°C A LOS 10 Y
24 DÍAS DE EXPERIMENTACIÓN (B)/ 
������	
�� ���� �

C. Macropomum ������� 
� ���� 	 ���� ��� �� 	 �� ��	��

A

B

FIGURA 4. FRECUENCIA RELATIVA DE RETICULOCITOS
EN C. Macropomum A LOS 10 (A) Y 24 DÍAS (B) DE
EXPERIMENTACIÓN. RECTÁNGULOS BLANCOS
(CONTROLES), RECTÁNGULOS NEGROS (EXPUESTOS A
CD), *** (P<0,01)/ ��
�����	
�� ����
 � ��������	 � C�
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CONCLUSIONES

El cadmio y la temperatura incrementa los valores de lin-
focitos y disminuye los eosinófilos en C. macropomum.

El cadmio disminuye el contaje de reticulocitos en el pez
e induce anemia no regenerativa.
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