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GLOSARIO.

Absorcién (bioldgica). Proceso de entrada o transporte, activo o pasivo, de una

sustancia al interior de un organismo; puede tener lugar a través de diferentes vias

Acumulacion. Sucesivas retenciones de una sustancia por un organismo diana, un
organo o una parte del medio ambiente, que conducen a un aumento de la cantidad o

la concentracidon de la sustancia en los mismos.

Adaptacion. Cambios en un organismo como respuesta a variaciones de las
condiciones del ambiente que se producen sin ninguna alteracion irreversible del

sistema bioldgico y sin exceder la capacidad normal de respuesta (homeostasis).

Aguas residuales. Son las aguas de composicion variada provenientes de las
descargas municipales, industriales, comerciales, agricolas pecuarias, domeésticas y

en general de cualquier otra.

Agudo. Exposiciones o efectos a corto plazo. En toxicologia experimental, estudios
de corta duracién, normalmente de 24 h, o de dos semanas 0 menos, iniciados por la

administracion de una dosis Unica.

Antagonismo. La respuesta a una combinacion de dos 0 mas productos quimicos
es menor que la suma de las respuestas individuales esperadas. (a) Funcional: se
produce cuando dos productos quimicos se contrarrestan entre si produciendo efectos
opuestos sobre la misma funcién fisiolégica. (b) Quimico: reacciéon entre dos

compuestos que generan un producto menos toxico.

Bioacumulacion. Aumento progresivo de la cantidad de una sustancia en un
organismo o parte de él, como consecuencia de que el ritmo de absorcién supera la
capacidad del organismo para eliminar la sustancia. Las sustancias bioacumulables

alcanzan concentraciones crecientes a medida que se avanza en el nivel tréfico.

Biodegradacion. Destruccion in vivo o in vitro de una sustancia, por accién

enzimatica. Puede caracterizarse como: 1. Primaria. La alteracion de la estructura

VI



quimica de la sustancia que supone la pérdida de una propiedad especifica. 2.
Aceptable desde el punto de vista ambiental. Se eliminan propiedades indeseables del
compuesto. 3. Total. La sustancia se transforma completamente en moléculas o iones

simples (como didxido de carbono, metano, nitrato, amonio, agua, etc.).

Biodisponibilidad. Proporcién de la dosis que una sustancia absorbida por

cualquier via alcanza en la circulacion sistémica.

Bioensayo. Procedimiento para evaluar la actividad biologica, la presencia o la
cantidad de una sustancia (toxico, toxina, hormona, antibittico, etc.) mediante la
medida de sus efectos sobre un organismo o cultivo celular en comparacién con una

preparacion estandar apropiada.

Biomagnificaciéon. Secuencia de procesos que conducen a aumentar la
concentracion de una sustancia en un organismo con respecto a la del medio que se
lo ha aportado. Acumulandose de forma creciente a lo largo de la cadena tréfica. Se

suele aplicar a los ecosistemas mas que a los individuos.

Biotransformacioén. Reacciones que convierten los toxicos en especies quimicas

distintas que pueden ser menos o mas toxicas que el compuesto original.

Cadena alimentaria (cadena tréfica). 1. Secuencia de transferencia de materia y
energia en forma de alimento de organismo en organismo en niveles tréficos
ascendentes o descendentes. 2. Serie de organismos que se alimentan unos de otros,

en cuya sucesion se transmiten y concentran, entre otras, sustancias toxicas.

Concentracién. Cantidad de una sustancia, expresada en peso o en moles (S), por

unidad de peso o volumen del medio en que se encuentra (C=S/Kg; C=S/L).

Concentracion efectiva (CE). Proporcion de una sustancia en un medio que causa
un determinado efecto en un sistema dado; la CEso es la concentracion que causa el

50% del efecto maximo.

Concentracion letal (LC). Proporcion de una sustancia téxica en un medio, que

causa la muerte después de un cierto periodo de exposicion.
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Concentracion letal media (CLso). Concentracion calculada estadisticamente, de
una sustancia en el medio, que se espera que mate al 50% de los organismos de una

poblacién bajo un conjunto de condiciones definidas.

Concentracidon-respuesta, curva (curva dosis-respuesta). Grafico que relaciona
la concentracion de la exposicion y la proporcion de individuos de la poblacion que

manifiesta un efecto determinado.

Concentracion sin efecto observado (NOEC). Maxima concentracion en términos
del porcentaje, a la cual los organismos de ensayo son expuestos y no causa un efecto

adverso determinado bajo condiciones idénticas a las de exposicion.

Contaminante. 1. Agente microbiano indebidamente presente en un medio. 2.
Impureza menor presente en una sustancia. 3. Material extrafio inadvertidamente
afiadido a una muestra antes o durante el analisis quimico o bioldgico. 4. Componentes

indeseables del medio ambiente.

Curva dosis-respuesta. Expresion grafica de la relacién entre la dosis y la
proporcion (%) de los individuos de una poblacién que experimentan o no un efecto

determinado.

Dosis. Cantidad de sustancia administrada o absorbida por un individuo en

proporcion a su peso o volumen corporal, ordinariamente en 24 h.

Ecosistema acuatico. Es la unidad funcional basica de interaccion de los
organismos Vivos entre si y de estos con el ambiente acuatico en un espacio y tiempo

determinado.

Efecto. Cambio bioldgico, tanto en organismos individuales como a niveles

superiores de organizacion; se relaciona con la exposicién a un xenobidtico.

Efluente. Liquido, sdélido o gas emitido o descargado desde una fuente al medio

ambiente.



Ensayos. 1. En Toxicologia analitica: andlisis cualitativo o cuantitativo por
aplicacién de métodos establecidos y la comparacion de los resultados con estandares
previstos. 2. En Toxicologia experimental: evaluacion de los efectos tdxicos
potenciales de las sustancias mediante su aplicacion, a diferentes dosis, a organismos

apropiados o sistemas bioldgicos por vias adecuadas de exposicidon o administracion.

Ensayo de toxicidad. Estudio experimental de los efectos adversos de una
sustancia sobre un organismo vivo, durante un tiempo determinado y condiciones

definidas.

Ensayo de toxicidad aguda. Estudio experimental para determinar los efectos
adversos que pueden aparecer en un corto tiempo después de una dosis unica de una

sustancia, o de varias dosis administradas en 24 h.

indices de toxicidad. Expresan los resultados de diferentes ensayos de toxicidad

como un unico valor numérico que clasifica a la muestra.

Peligro. Posibilidad de que un agente produzca efectos dafinos, a causa de sus

propiedades especificas y a las circunstancias y grado de la exposicion.

Riesgo. Probabilidad de que se produzcan efectos adversos o dafos por exposicion
a un agente toxico, a causa de las propiedades inherentes del mismo y a las

circunstancias o grados de la exposicion.

Sensibilidad especie-especifica. Caracteristicas cualitativas y cuantitativas de
respuesta a sustancias potencialmente toxicas que son distintivas de especies

particulares de organismos.

Sinergismo. Efecto que se produce cuando los efectos de la combinacion de dos
productos quimicos son mucho mayor que la suma matematica de sus efectos en

forma individual



Toxicidad. Capacidad para producir dafio a un organismo vivo, en relacién con la
cantidad o dosis de sustancia administrada o absorbida, la via de administracién y su
distribucion en el tiempo (dosis Unica o repetidas), tipo y severidad del dafio, tiempo
necesario para producir éste, la naturaleza del organismo afectado y otras condiciones

intervinientes.

Toxicidad aguda. Capacidad de una sustancia para producir efectos adversos
dentro de un corto plazo de tiempo (usualmente hasta 14 d) después de la

administracién de una dosis Unica o tras dosis 0 exposiciones multiples en 24 h.

Toéxico. Cualquier agente quimico o fisico capaz de producir un efecto adverso para
la salud. Todos los agentes fisicos y quimicos son téxicos potenciales, ya que su

acciéon depende de la dosis y de las circunstancias individuales y ambientales.

Xenobiético. Cualquier sustancia sintetizada quimicamente que interactia con un

organismo produciendo un efecto adverso sobre el organismo.
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Estudio del riesgo ecotoxicoldgico del sulfato de cobre, hipoclorito sédico y verde de
malaquita utilizando como bioindicador Artemia franciscana” 2019

RESUMEN.

La presencia de una alta concentracion de plaguicidas y desinfectantes en el medio
acuatico es causada principalmente por la actividad humana. Tales elementos toxicos
llegan al mar a partir de fuentes de residuos urbanos, agricolas o industriales, que
pueden permanecer en suspension en el agua, ser incorporados por la fauna acuatica.
El peligro de estos elementos depende de la concentracidn y la combinacidn con otros
compuestos presentes en el medio. Teniendo en cuenta que actualmente hay pocos
estudios sobre la toxicidad de la mezcla de estos compuestos, en esta investigacion
se determiné el efecto toxicolégico agudo del sulfato de cobre, hipoclorito sddico y el
verde de malaquita en su forma individual y mezcla, utilizando Artemia franciscana
(nauplios de 24 h) como bioindicador, ya que son organismos representativos de los
primeros niveles de la cadena trofica. La determinacion se realizé mediante ensayos
de toxicidad durante un periodo de 24 h, para calcular la concentracion de los
compuestos toxicos que produce la muerte del 50% de la poblacién expuesta, que se

expresa como la concentracion letal media (CLso).

Los valores obtenidos de la CLso muestran que el hipoclorito sédico (CLso de 0.0046
mg/L) seguido del sulfato de cobre (CLso de 13.74 mg/L) fue mas tdxico que el verde
de malaquita (CLso de 8.32 mg/L). Por otra parte, la mezcla de ambos compuestos
mostraron efectos para la mezcla de cobre con verde de malaquita al inicio fue
fuertemente antagonica ya que el indice de combinacién (IC) de las primeras es mayor
a 1, pero, a efectos mayores (95%) la respuesta fue sinérgica (es decir, menor a 1),
mientras que para la mezcla de sulfato de cobre con hipoclorito de sodio la respuesta
fue al inicio aditiva (es decir, IC=1) pero conforme se incrementa se volvié levemente
antagonica. Con respecto al verde de malaquita e hipoclorito de sodio sucede que a
efectos bajos se presenté antagonismo teniendo un IC mayor a 1, mientras que a

efectos maximos la respuesta fue un sinergismo elevado con un IC menor a 1.

Palabras clave: Toxicidad aguda, Artemia franciscana, Sulfato de cobre, verde de

malaquita, hipoclorito sédico, plaguicidas y desinfectantes.
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Estudio del riesgo ecotoxicoldgico del sulfato de cobre, hipoclorito sédico y verde de
malaquita utilizando como bioindicador Artemia franciscana” 2019

ABSTRACT.

The presence of a high concentration of pesticides and disinfectants in the aquatic
environment is mainly caused by human activity. Such toxic elements reach the sea
from sources of urban, agricultural or industrial waste, which can remain in suspension
in the water, being by aquatic fauna. The danger of these elements depends on the
concentration and the combination with other compounds present in the medium.
Taking into account that there are currently few studies on the toxicity of the mixture of
these compounds, in this investigation the acute toxicological effect of copper sulphate,
sodium hypochlorite and malachite green in its individual form and mixture was
determined, using Artemia franciscana (nauplii of 24 h) as a bioindicator. The
determination was made by toxicity tests over a period of 24 h, to calculate the
concentration of the toxic compounds that causes the death of 50% of the exposed

population, and expressed as the mean lethal concentration (LCs,).

The values obtained from LCs, show that sodium hypochlorite (LCs, of 0.0046 mg/L)
followed by copper sulfate (LCs, of 13.74 mg/L) was more toxic than malachite green
(LCso of 8.32 mg / L). The mixture of copper with malachite green at the start was
strongly antagonistic but, for greater effects (95%) the response was synergistic,
mixture of copper sulphate with sodium hypochlorite the response was at the additive
but it became slightly antagonistic. Regarding the malachite green and sodium
hypochlorite, effects antagonism while for maximum effects the response was

synergism.

Keywords: Acute toxicity, Artemia franciscana, copper sulfate, malachite green

sodium hypochlorite, pesticides and disinfectants.
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1. Introduccion.

En la actualidad, gran cantidad de productos quimicos y farmacéuticos son
producidos y usados en grandes volumenes en la acuacultura a nivel mundial; ya que
uno de los principales problemas en esta industria son las enfermedades involucradas

con su manejo que elevan los costos (Subasinghe, 2009).

Los principios generales relativos a la desinfeccion de establecimientos de
acuacultura implican la aplicacién de estos tratamientos quimicos a concentraciones
adecuadas, y durante periodos de tiempo adecuados, para matar todos los
microorganismos patdégenos que, de lo contrario, llegarian a contaminar los sistemas
de agua circundantes. Dado que la toxicidad inherente a los desinfectantes impide que
puedan ser utilizados de forma segura en sistemas de aguas abiertas, solo puede
aplicarse desinfeccion de forma razonable a viveros y a las instalaciones de los propios

viveros y de estanques.

La toxicidad de estas sustancias en el medio acuatico varia segun las especies y su
estado de desarrollo (huevo, alevin, adulto) asi como también del compuesto quimico

y las caracteristicas fisicoquimicas del medio (oxigeno, temperatura, pH, entre otros).

Esta toxicidad es la razén por la que algunos protocolos para la desinfeccién de
huevos de peces y de tratamientos para combatir las enfermedades de origen fungico
y bacteriano, incluyen soluciones o farmacos veterinarios como el verde de malaquita,
desinfectantes como el hipoclorito de sodio y sales metalicas como el sulfato de cobre,
entre otras (Chambel et al., 2014) y que, en algunos paises como México, son legales

y de uso regular.

Sobre el verde de malaquita, este es usado ampliamente en la industria de la
acuacultura desde 1933 para el tratamiento de problemas causados por protozoarios
y hongos (Bergwerff y Scherpenisse, 2003; Srivastava et al., 2004). Sin embargo,
existe gran variedad de literatura que ha confirmado que el verde de malaquita es un

carcinogénico potencial, teratogénico y mutagénico; por ello, ha sido prohibido por la
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FDA (Food and Drug Administration) para su uso en Estados Unidos, Canada, la Union

Europea y algunos otros paises como Inglaterra y Chile (Eissa et al., 2013).

En cambio, el sulfato de cobre (CuSOa) es un alguicida aprobado por la EPA (U.S.-
Environmental Protection Agency) para uso en acuacultura. Aunque no esta aprobado
por la FDA como agente terapéutico, es usado masivamente para el control de
parasitos protozoarios en especies acuaticas (Straus, 2003), asi como para disminuir
la proliferacién de fitoplancton en aguas eutréficas (aguas enriquecidas en nutrientes)
(Mazon et al., 2002).

La amplia utilizacién de estos desinfectantes esta originando un importante factor
de riesgo, ya que, si estos pasan como vertidos al agua pueden alcanzar zonas
fluviales, y por sus caracteristicas toxicologicas y peligrosas pasar al medio acuatico,
originando efectos sobre las poblaciones de organismos presentes en dicho medio,
llevando a un efecto mayor afectando a estuarios y ambientes salinos costeros. Para
estudiar dichos problemas y poder evitarlos se llevan a cabo ensayos de toxicidad que
determinan el impacto ambiental, estos bioensayos pueden evaluar la mortalidad,
inmovilidad o inhibicion del crecimiento, entre otros; utilizando para ello bioindicadores

como instrumentos biolégicos (modelos) para medir dichos parametros.

Uno de los organismos utilizados como bioindicador es la Artemia franciscana, un
microcrustaceo de ambiente acuatico de alta salinidad, siendo un elemento
fundamental del zooplancton, principalmente en ambientes de estuario, lo que lleva a
que sea un importante factor dentro de la cadena tréfica de tal manera que la reduccion
de su poblacion hara peligrar la supervivencia de otras especies superiores, por lo cual
es utilizada para estudios de toxicidad por su facil manipulacién y costo econémico.
Considerando estas caracteristicas se trata de un bioindicador de alta calidad. Por lo

cual vamos a empezar por ver algunos antecedentes sobre contaminacion y toxicidad.
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2. Antecedentes.

A lo largo de la historia, las actividades antropogénicas han generado una gran
variedad de contaminantes, los cuales han ocasionado el deterioro de los distintos
compartimentos ambientales, incluyendo el agua, el aire, el suelo y el sedimento, asi
como de la biota asociada y por ende de los ecosistemas. Estos efectos dependen de
la concentracion en la que se encuentren las sustancias, de su persistencia y de su
biodisponibilidad, pudiendo ocasionar desde efectos no letales, como el
desplazamiento temporal de algunas especies, hasta la muerte de poblaciones enteras
(Alloway & Ayres, 1997; Bautista, 1999).

Es decir, la contaminacion se caracteriza por la introduccién o incremento de
sustancias que pueden causar dafo a la salud humana, perjudicar los recursos vivos
y los sistemas ecologicos. A veces, la contaminacidn es de origen natural, pero en
general, esta relacionada con la actividad del hombre, que, en su busqueda de
supervivencia y bienestar, dispersa sustancias agresivas, algunas de las cuales
pueden ser transformadas por los organismos vivos (biodegradables) y otras que son
persistentes (no biodegradables). Dependiendo del medio en que se acumulen los
contaminantes, se puede hablar de contaminacion en aire, suelo y agua; y en cada
caso presenta caracteristicas propias que requieren medidas de prevencion (Alloway
& Ayres, 1997; Bautista, 1999).

Durante las décadas de 1940 a 1960, segun Macek (1980), los estudios que
demostraron los efectos que producian los plaguicidas agricolas sobre la vida silvestre,
catalizaron el desarrollo de la toxicologia ambiental y con ella el desarrollo de pruebas
en las que, ademas de la mortalidad, se median otros indicadores de importancia
ecoldgica, tales como el crecimiento y la reproduccion en organismos acuaticos y
terrestres. Fue en esta época cuando se reconocio que este tipo de estudios requerian
de la participacién de investigadores de distintas areas del conocimiento como son la

quimica, la ecologia, la biologia y la toxicologia, entre otras.
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Es decir, la investigacion formal de estos efectos adversos de los contaminantes
sobre los organismos se inicia en la década de los afos 30, a través del desarrollo de
estudios para determinar la relacion causa-efecto entre la presencia de contaminantes
quimicos en el agua y sus efectos biolégicos en poblaciones de peces. Estos estudios
se enfocaron en su mayoria a confirmar si un contaminante, del que se tenia sospecha,
era el agente causante de un dafno que ya habia ocurrido y se basaron en pruebas de

mortalidad de los organismos (pruebas de toxicidad aguda).

Entre los primeros animales acuaticos empleados en los estudios de toxicidad se
encuentra la carpa dorada (pez ornamental), la cual es una especie de facil manejo en
condiciones controladas de laboratorio. Sin embargo, cuando se descubre que estos
peces eran mas resistentes que otras especies de importancia econdémica y social
como las truchas, se inicia el desarrollo de una plétora de pruebas con una gran
variedad de organismos. Con ello se demostré claramente la gran diferencia en la
sensibilidad a los contaminantes que existe entre los organismos, la cual puede variar

incluso en varios 6rdenes de magnitud (Macek, 1980).

Al estudiar estos organismos, es decir los sistemas acuaticos (figura 1), se
consideré que son receptores de toda clase de desechos urbanos que, en su mayoria,
son organicos; detectandose, ademas, la presencia de compuestos téxicos como el
verde de malaquita utilizado como plaguicida (FargaSova, 2001), que generalmente
son considerados agresivos por su persistencia en los sedimentos (Visviki & Rachlin,
1991). La contaminacién del agua procede de la adicién de materia extrafia indeseable
que deteriora su calidad y se da por la liberacién de residuos y contaminantes que
drenan a las escorrentias y luego son transportados hacia rios, penetrando en aguas
subterraneas o descargadas en lagos o mares (figura 2). Los principales
contaminantes son detergentes, insecticidas, grasas, colorantes, disolventes, metales,
plaguicidas, sales inorganicas, fertilizantes y descargas de residuos solidos (Solis &
Lépez, 2003).

Es indudable el aumento en los niveles de contaminantes (metales y compuestos

organicos persistentes o COP’s ) en los sistemas acuaticos, hecho que constituye un
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riesgo para actividades como las pesquerias y el cultivo de organismos (acuacultura);
implican un peligro a la salud publica de los habitantes de éstas areas; y una de las
principales medidas para la conservacion del ecosistema implica evaluar los efectos
sobre la biota que los habita y desarrollar normas de gestion adecuadas con base a

los niveles guia determinados en campo y laboratorio (Baudouin & Scoppa, 1974).
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Figura 1. Representacion del ecosistema acuatico (Castillo, 2011. Ecosistema
Acuatico. Recuperado de:
http://assets.mheducation.es/bcv/guide/capitulo/8448181697.pdf).

Para medir esta contaminacién y sus consecuencias, nos basamos en las pruebas
de toxicidad que aportan una conexién esencial entre la quimica ambiental (la
presencia de sustancias donde no deben estar o en concentraciones mayores a las
basales, medidas a través de analisis quimicos) y la ecotoxicologia (la presencia de
sustancias que causan efectos biologicos adversos, medidos en organismos
individuales a través de pruebas de toxicidad y en poblaciones a través de analisis de

estructura o funcion de las comunidades) (Rand y Petrocelli, 1985).
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Figura 2. Contaminacién del agua (Velilla, 2010. La contaminacion de las aguas y
el ciclo del agua. Recuperado de:
http://geografos.ftp.catedu.es/index.php%3Foption=com_content&view=article&id=45
4:la-contaminacie-las-aguas-y-el-ciclo-del-agua&catid=102:material-de-
aula&ltemid=174.html).

Actualmente, los resultados de las pruebas de laboratorio son aceptados como
estimaciones conservadoras de los efectos potenciales de las sustancias en el medio
ambiente y se reconoce su utilidad para los programas de monitoreo ambiental, asi
como para la regulacion de substancias, ya que son herramientas baratas, que
permiten identificar y evaluar los efectos potenciales de los contaminantes generados
por actividades agricolas, acuicolas, industriales y urbanas, sobre componentes
bioldgicos, con lo que se puede priorizar muestras o areas que requieren estudios mas
exhaustivos y caros. Aun mas, integradas con analisis quimicos, geoldgicos y
ecoldgicos, pueden ser utilizadas para determinar indices de calidad ambiental (Rand
y Petrocelli, 1985)

Asimismo, las pruebas biologicas pueden ser utilizadas para evaluar la

biodisponibilidad de contaminantes, inclusive en muestras con mezclas complejas,
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mediante una gran diversidad de respuestas a distintos niveles de organizacién
bioldgica, que van desde alteraciones bioquimicas y moleculares, hasta disfuncion
endocrina, modificaciones conductuales vy fisioldégicas (efectos sobre crecimiento,

reproduccion) y de los parametros poblacionales (Rand y Petrocelli, 1985)

Es decir que, desde el punto de vista regulatorio, las pruebas bioldgicas pueden
utilizarse para establecer criterios de calidad ambiental, para controlar descargas de
aguas residuales municipales e industriales, para regular el uso y produccion de
sustancias quimicas y para enjuiciar y defender actividades relacionadas con los
contaminantes en casos de litigio ambiental. Por ultimo, las industrias pueden
incorporar las pruebas bioldgicas a su proceso de toma de decisiones con respecto al

desarrollo, manufactura y comercializacién de sus productos (Rand y Petrocelli, 1985).

Por lo cual las medidas legislativas que se han ido adoptando progresivamente para
evitar la contaminacién quimica del agua y los riesgos que se derivan de ella han
contribuido a paliar parcialmente esta situacion. Sin embargo, la creciente demanda
de agua y el descubrimiento continuo de nuevos contaminantes potencialmente
peligrosos dejan clara la necesidad de seguir investigando en todas aquellas areas
que puedan contribuir a proteger la salud humana y la del medio ambiente, conseguir
un uso sostenible del agua y atenuar los efectos de la sequias y el cambio climatico
(Barcelo, 2016).

En particular para Latinoamérica y en el caso de ambientes de agua dulce, cabe
destacar el esfuerzo que el Centro Internacional de Investigaciones para el Desarrollo
de Canada realizé en 1996, en el cual expertos de ocho paises (Argentina, Canada,
Chile, Colombia, Costa Rica, India, México y Ucrania) llevaron a cabo un programa de
intercalibracion, con la finalidad de validar una bateria de ensayos a través de
muestras ciegas y su posterior aplicacidon en muestras ambientales. Como resultado
de esta experiencia se publico el libro Ensayos Toxicologicos y Métodos de Evaluacion
de Calidad de Aguas. Estandarizacion, intercalibracion, resultados y aplicaciones
(Castillo, 2004). A continuacién, nos centraremos en la contaminacion por plaguicidas

y desinfectantes, siendo estos de principal interés para la investigacion.
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21. Contaminacién del agua por plaguicidas y desinfectantes.

Un desafio importante cuando se evalua la calidad del agua de las corrientes es
vincular los datos de contaminantes con los efectos sobre la biota acuatica,
particularmente para los plaguicidas y desinfectantes, que tienden a ocurrir en arroyos
como mezclas complejas con fuertes patrones estacionales y geograficos. El término
"plaguicida" es una palabra compuesta que comprende todos los productos quimicos
utilizados para destruir las plagas o controlarlas; en la agricultura, se utilizan estas

sustancias como herbicidas, insecticidas, fungicidas, nematocidas y rodenticidas.

El termino desinfectar es eliminar microbios o gérmenes del ambiente o medio. Esto
se puede conseguir mediante el uso de procedimientos fisicos, o empleando
desinfectantes quimicos, como es el uso tan frecuente del cloro. La amplia utilizacion
de plaguicidas y desinfectantes esta originando un importante factor de riesgo debido
a que periédicamente se viene realizando una prevencion sistematica, basada en

realizar una correcta desinfeccidn en el entorno de la acuacultura (Nowell, et al, 2014).

Es decir, no es suficiente la prevencion, ya que el problema surge cuando una vez
realizados dichos tratamientos, estas sustancias no son desechadas de manera
correcta y pasan al agua, hasta llegar a zonas fluviales, donde debido a sus
caracteristicas toxicas y peligrosas para el medio ambiente, comienzan a ejercer sus
efectos toxicos sobre las poblaciones de organismos que alli viven, llegando finalmente

a afectar también estuarios y ambientes salinos (Bartolomé-Camacho, 2007).

En los datos recopilados durante 1992-2001 por el Programa Nacional de
Evaluacion de la Calidad del Agua (NAWQA) del Servicio Geoldgico de los EE. UU.
(USGS), las corrientes estadounidenses con tierras agricolas y / o urbanas dentro de
sus cuencas en el 90% del tiempo en que se analizaron tenian detecciones de 2 0 mas
plaguicidas o degradantes en el agua, 5 0 mas plaguicidas aproximadamente en el
70% del tiempo en el que fueron analizadas, y 10 o mas plaguicidas aproximadamente

el 20% del tiempo de su analisis (Nowell, et al, 2014).
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A lo anterior agregamos que la acuacultura se ha expandido considerablemente
durante las ultimas décadas como consecuencia del aumento de la demanda por parte
la poblacion mundial ya que las pesquerias posiblemente hayan alcanzado su nivel

maximo de produccién debido a la sobreexplotacién (Castillo, 2004).

Debemos de mencionar que aunque las aguas naturales transportan una cierta
cantidad de sales minerales disueltas y de compuestos organicos naturales lixiviados
del suelo y las rocas, es la contaminacion la que tiene como resultado una adicion a
esta carga natural de productos quimicos, que pueden estar destinados a fines
industriales, agricolas (regadio) o urbanos. Estas adiciones potenciales directas o
indirectas, son las siguientes: insecticidas, herbicidas (verde de malaquita), fungicidas
(sulfato de cobre), bactericidas (hipoclorito sédico), nematocidas, hormonas vegetales,
detergentes, metales pesados, sales y numerosos compuestos organicos (Law y
Skogerboe, 1972). La presencia de contaminantes en cantidad suficiente hace que el

agua no sea apta para el riego, el consumo humano o la produccién piscicola.

Dentro de estos contaminantes son los compuestos organoclorados (OC), incluidos
los plaguicidas, metabolitos y otros contaminantes tales como policlorinados bifenilos
(PCB), los mas peligrosos contaminantes debido a su alta liposolubilidad y tendencia
a bioacumularse a lo largo de la cadena tréfica. Como consecuencia, estan
diseminados en el compartimento biético del medio ambiente. Por lo tanto, los OC
pueden llegar a los consumidores a través de la cadena alimentaria que comprende la
alimentacion a través de la ingesta de peces. Es decir, se requieren metodologias
analiticas sensibles, rapidas y precisas para estudiar los niveles de estos compuestos

en productos acuicolas (Serrano, et al, 2003)

Dentro de estas metodologias, la forma mas comun de evaluar directamente los
efectos potenciales de los plaguicidas y desinfectantes es a través del uso de pruebas
estandarizadas de toxicidad en el laboratorio que exponen a una sola especie a un
solo plaguicida y/o desinfectante sobre un rango de concentraciones durante un
periodo de tiempo especifico. La comparaciéon de dichos resultados de toxicidad entre

plaguicidas (o un plaguicida entre organismos de prueba) indica la toxicidad relativa



Estudio del riesgo ecotoxicoldgico del sulfato de cobre, hipoclorito sodico y verde de
malaquita utilizando como bioindicador Artemia franciscana” 2019

de estos plaguicidas (o la toxicidad relativa de ese plaguicida para estos organismos
de prueba) en condiciones de prueba estandarizadas, pero no aborda muchos factores
que son importantes para extrapolar a las condiciones de campo. Tales factores deben
incluir la relacion dosis-respuesta; modo (s) de accion; puntos finales seleccionados;
factores ambientales (como carbono organico, pH y temperatura); y potencial para

efectos aditivos o interactivos de mezclas contaminantes (Nowell et al, 2014).

En las pruebas estandarizadas los procedimientos desarrollados en estudios
previos para predecir o evaluar los efectos de las mezclas de plaguicidas usando datos
estandarizados de pruebas de toxicidad para una sola especie comunmente
comparten dos pasos: (1) las concentraciones ambientales de plaguicidas individuales
se dividen por medidas especificas de toxicidad o efecto, y luego (2) se aplica un
modelo para combinar las contribuciones de plaguicidas individuales en la mezcla
(Nowell et al., 2014).

2.1.1.Compatibilidad de las mezclas de plaguicidas y

desinfectantes.

Como se menciond en el apartado anterior es importante aplicar un modelo para
combinar las contribuciones de plaguicidas individuales en la mezcla (Nowell et al.,
2014), ya que en la acuicultura se utilizan diferentes tipos de xenobiéticos por su accion
plaguicida o desinfectante, en ocasiones muchos de estos utilizados al mismo tiempo
0 se pueden encontrar en el medio acuatico debido al mala disposicion de este tipo de
sustancias terminando en las zonas fluviales. Los dos mecanismos mas importantes
por los cuales este tipo de sustancias pueden llegar a ser daiinos son la

bioconcentracion y la bioampliacion (Serrano, et al, 2003).

Bioconcentracion: Se trata del movimiento de un producto quimico desde el medio
circundante hasta el interior de un organismo. El principal "sumidero" de algunos
plaguicidas es el tejido graso ("lipidos"). Algunos plaguicidas, como el DDT, son

"lipofilicos", o que quiere decir que son solubles y se acumulan en el tejido graso,

10



Estudio del riesgo ecotoxicoldgico del sulfato de cobre, hipoclorito sodico y verde de
malaquita utilizando como bioindicador Artemia franciscana” 2019

como el tejido comestible de los peces y el tejido graso humano. Otros plaguicidas,

como el glifosato, se metabolizan y eliminan a través de las excreciones.

Bioampliacién: Con este término se designa la concentracion creciente de un
producto quimico a medida que la energia alimentaria se transforma dentro de la
cadena trofica. En la medida en que los organismos pequefios son devorados por los
mayores, la concentracién de plaguicidas y otros productos quimicos se amplia de
forma considerable en el tejido y en otros 6érganos. Pueden observarse
concentraciones muy elevadas en los depredadores que se encuentran en el apice de

esa cadena, incluido el ser humano (Andreoli, 1993).

Los efectos ecoldgicos de los plaguicidas (y otros contaminantes organicos) son
muy variados y estan con frecuencia interrelacionados. Se considera que los efectos
producidos en los organismos y en el medio ambiente constituyen una advertencia de
las posibles repercusiones en la salud humana. Los principales tipos de efectos son
los que se enumeran a continuacién y varian segun el organismo sometido a
investigacion y el tipo de plaguicida. Los distintos plaguicidas provocan efectos muy
diferentes en la vida acuatica, por lo que es dificil formular afirmaciones de alcance
general. Lo importante es que muchos de estos efectos son crénicos (no letales),
pasan con frecuencia desapercibidos al observador superficial, y sin embargo, tienen
consecuencia en toda la cadena trofica (Andreoli, 1993). Esos efectos son los

siguientes:

e Muerte del organismo.

e Cancer, tumores y lesiones en peces y animales.

¢ Inhibicién o fracaso reproductivo

e Supresion del sistema inmunitario.

e Perturbacion del sistema endocrino (hormonal).

e Darnios celulares y en el ADN.

o Efectos teratogénicos (deformidades fisicas, como las que se observan en

el pico de algunas aves).

11
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e Problemas de salud en los peces revelados por el bajo coeficiente entre
células rojas y blancas, el exceso de mucilago en las escamas y agallas de
los peces, etc.

e Efectos intergeneracionales (que sélo se observaran en las generaciones
futuras del organismo).

e Otros efectos fisioldgicos, como disminucion del grosor de la cascara de los

huevos.

Estos efectos no son causados necesariamente ni de forma exclusiva por la
exposicion a los plaguicidas u otros contaminantes organicos, pero pueden estar
asociados a una combinacion de presiones ambientales, como la eutrofizacion, y

agentes patégenos (Andreoli, 1993).

Estas presiones asociadas no tienen que ser necesariamente muy fuertes para
provocar un efecto sinérgico con los microcontaminantes organicos. Por lo cual es
importante pensar en lo que podria pasar por la mezcla de estos compuestos en el
organismo a lo largo de la cadena tréfica que como consecuencia, estan diseminados
en el compartimento bidtico del medio ambiente, que aunque se regule cantidad
permitida para utilizar de estos compuestos, incluso que se regule la practica de
mezclar dos o mas herbicidas y desinfectantes en el caldo de pulverizacion (mezcla
utilizada en acuicultura) que es una practica frecuente y tiene muchas ventajas cuando
se compara con el modo de uso de cada producto por separado; generando un
aumento del espectro de accion en la aplicacion y, en consecuencia, una mayor
eficiencia y economia en el control de las plagas, mediante la reduccién del numero
de aplicaciones (Andreoli, 1993), esta mezcla en el tanque puede causar algunos
efectos inesperados y contraproducentes con el objetivo bioldgico (sinergismo, adicion
0 antagonismo en la mezcla), debido a incompatibilidades fisicas y/o quimicas entre
los productos presentes en el mismo caldo. Esto lleva a la pérdida de la actividad y la

reduccion de la eficiencia de aplicacion (Petter ef al., 2012).

Una vez revisados los antecedentes de la contaminacion, uso de plaguicidas y

desinfectantes, a continuacién en el presente documento se analizaran los
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compuestos quimicos (xenobidticos) como el sulfato de cobre, el verde de malaquita 'y
el hipoclorito sédico, debido a su frecuente uso como plaguicidas y desinfectantes en
la acuicultura utilizandolos como un medio de informacion toxicolégica dentro de la

cadena tréfica por el consumo de productos provenientes del ambiente acuatico.
Empezaremos por el primero de ellos: el sulfato de cobre

2.1.2. Sulfato de cobre.

Este primer plaguicida. Se nombra de acuerdo la Unién Internacional de Quimica
Pura y Aplicada (IUPAC) como tetraoxosulfato (VI) de cobre (ll) o conocido
comercialmente como sulfato de cobre, otros nombres incluyen sulfato cuprico, vitriolo
azul (pentahidratado), bluestone (pentahidratado), bonattite (mineral trihidrato) y

calcantita (mineral pentahidratado). Su estructura quimica es:

Figura 3. Estructura del sulfato de cobre.

Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas del sulfato de cobre,

PROPIEDADES FiSICAS Y QUIMICAS

Férmula CuSO4

Estado fisico Polvo blanco grisaceo
Peso molecular 159.6 g/mol

13
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Densidad 3603 kg/m3; 3,603 g/cm?3
Punto de fusion 383 K (110 °C)
Solubilidad en agua 20.3 g/100 mL (20 °C)

El sulfato de cobre (CuSO,) ha estado en uso desde 1838 para la conservacion de
la madera y que hoy es la base para muchos conservantes de la madera (Schultz, et
al., 2007). Es un compuesto de cobre de gran importancia industrial empleandose
como un alguicida en la depuraciéon del agua aprobado por la EPA (U.S.-
Environmental Protection Agency). El (CuSO,) es utilizado para el control de algas,
siendo parte integrante de productos comerciales de uso generalizado en acuacultura,
tanto para el control de la vegetacion acuatica indeseable como en la induccién de la
muda en los camarones y langostinos adultos (Scelzo, 1997). Asi como para disminuir

la proliferacion de fitoplancton en aguas eutréficas (Mazon, et al., 2002).

Como agente terapéutico, es usado masivamente como agente antiparasitario en
la acuicultura, aunque no esta aprobado por la FDA, no obstante, en los sistemas de
produccion extensiva, como estanques, dicha efectividad terapéutica se reduce a

medida que la alcalinidad y la dureza total se incrementan (Scelzo, 1997).

El primer uso registrado del cobre como fungicida fue en 1761, pero fue hasta
década de 1880 cuando el cientifico francés Pierre Marie Alexis Millardet descubrio las
propiedades fungicidas de amplio espectro de cobre por el uso de sulfato de cobre en
forma de caldo bordelés (sulfato de cobre, cal hidratada y agua) y por otra parte una
mezcla de sulfato de cobre y carbonato de sodio (llamada "mezcla de Borgona") estas
mezclas se convirtieron en el fungicida de eleccion en Estados Unidos y Francia,
respectivamente, para pulverizar las uvas y en vifiedos para combatir el moho (US
EPA, 2009; Borkow & Gabbay, 2009).
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Ademas las propiedades fungicidas del cobre fueron demostradas en estudios
controlados de laboratorio a principios de la década de 1950 y desde entonces el cobre
y compuestos de cobre han demostrado ser eficaces para matar a una amplia gama
de levaduras y hongos como Aspergillus carbonarius (Belli, et al., 2006), Aspergillus
niger (Mumcuoglu, et al., 2008), Candida albicans (Zatcoff, et al., 2008), Cryptococcus

neoformans, Epidermophyton floccosum, Microsporum canis (Kumbhar, et al., 1991).

Asi, los fungicidas de cobre se han vuelto indispensables y miles de toneladas se
utilizan anualmente en todo el mundo en la agricultura (Weber & Rutala, 2001; La
Torre, et al., 2007). Por ejemplo, el sulfato de cobre e hidréxido de cobre son
empleadas para el control del mildiu (enfermedades micoéticas de las hojas) en las uvas
y el cieno verde en los estanques de granja, campos de arroz, canales de riego y

drenaje, rios, lagos, lagunas y piscinas (La Torre, et al., 2007).

También el efecto bacteriostatico de cobre se observo por el Dr. Phyllis J. Kuhn, y
tras estudios de laboratorio le dan el reconocimiento al comprobar que tiene potentes
propiedades antibacterianas (Borkow & Gabbay, 2005). Algunos ejemplos incluyen la
muerte por medio de cobre o de compuestos de cobre de Bacillus subtilis;
Campylobacter jejuni; Citrobacter; Clostridium difficile; los enterococos; Escherichia
coli; Legionella pneumophila; Listeria monocytogenes; Klebsiella pneumoniae;
Mycobacterium  tuberculosis; Pseudomonas aeruginosa; Salmonella sp.;
Staphylococcus aureus (Faundez, et al., 2004; Cortes, et al., 2006; Gant, et al., 2007).

Estudios recientes han demostrado que los compuestos de cobre no solubles, como
el vidrio recubierto con finas peliculas de CuO (Ditta, et al., 2008), fosfatos degradables
de fibras de vidrio impregnadas con CuO (Mulligan, et al., 2003) o metalicos y
aleaciones de cobre (Faundez, et al., 2004) tienen potentes propiedades biocidas,
incluso contra las esporas bacterianas (Weaver, et al., 2008). Es importante destacar
que a partir de la gran cantidad de ensayos de eficacia antimicrobiana patrocinado por
la Asociacion de Desarrollo del Cobre (CDA), la Agencia de Proteccion Ambiental de

Estados Unidos (EPA) recientemente en el 2008, aprob¢ el registro de aleaciones de

15



Estudio del riesgo ecotoxicoldgico del sulfato de cobre, hipoclorito sodico y verde de
malaquita utilizando como bioindicador Artemia franciscana” 2019

cobre como materiales con propiedades antimicrobianas (Copper Development
Association, 2008).

Los productos de cobre son uno de los pocos herbicidas registrados para el control
de malezas acuaticas que incluyen: instalaciones de acuicultura, sistemas de drenaje
(canal, zanja y lateral), estanques (agricola, industrial y de recreacidn), lagos,
embalses (cultivos y no de cultivos de riego, potable), lagunas de aguas residuales, la

media (tanque, canal de agua y estanques) y canales de riego (US EPA, 2009).

Por ultimo, podemos hablar sobre varios compuestos de cobre, como sulfato de
cobre, nitrato de cobre y cloruro cuprico-bis-n-dodecilamina, que son potentes
molusquicidas. Por ejemplo, se ha demostrado que los siguientes caracoles son
atacados por estos compuestos: Biomphalaria glabrata (De Oliveira-Filho, et al., 2004);
Biomphalaria alexandrina (Zidan, et al., 2004) y Lymnaea natalensis (Ragad &
Shoukry, 2006). El control de caracoles puede ser una estrategia importante en la
lucha contra algunas enfermedades humanas, como la esquistosomiasis (Borkow &
Gabbay, 2009).

2.1.2.1. Mecanismo de accion toxica.

Como fungicida y alguicida, el ion cuprico se une a varios grupos, incluyendo grupos
sulfuro, imidazoles, carboxilo, fosfato y grupos tiol, grupos que dan lugar a la
desnaturalizacion no especifica de proteinas, que conducen a fugas celulares. En
moluscos, el cobre altera enzimas peroxidasas y afecta el funcionamiento del epitelio
de la superficie (US EPA, 2009).

Aunque el cobre es un metal bio-esencial para el funcionamiento normal de las
células y juega un papel crucial como cofactor catalitico en los mamiferos en el sitio
activo de proteinas, como citocromo c oxidasa, tirosina, lisiloxidasa, p-hidroxifenil
piruvato hidrolasa, dopamina beta hidroxilasa y Cu/Zn superéxido dismutasa (Cu/Zn-

SOD); también es conocido por ser un metal severamente citotoxico, asociado
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tipicamente con el estrés oxidativo y daio celular si se acumula mas alla de la

capacidad quelante de la célula (Gaetke, 2003).

Es importante tener en cuenta que el ion Cu*? es el componente con mas
implicaciones toxicologicas del sulfato de cobre, siendo su comportamiento altamente

reactivo, especialmente en ambientes acuaticos (US EPA, 2009).

El principal mecanismo de la toxicidad del cobre implica la formacion de radicales
libres hidroxilo altamente reactivos a través de la reaccién de Fenton y reacciones de
Haber-Weiss catalizadas por el metal Cu (Chairi et al., 2010; Main, et al., 2010; Mai, et
al., 2012), lo que provoca el dafio oxidativo del ADN y la escisidon de la doble hélice
del DNA (Galaris & Evangelou, 2002;Lesser, 2006).

Los iones de Cu tanto cuprico (Cu*®) y cuproso (Cu*') pueden participar en
reacciones de oxidacion y reduccion que impulsa la conversion de perdxido de
hidrogeno al hidroxido y radical hidroxilo (Figura 4) en la reaccion Haber-Weiss
(Bremner, 1998):

O, + Cu?* —=— 0O, + Cu’
Cu* + H,0, —™=— Cu’"+ OH +HO

Figura 4. Reaccion de Fenton respecto al ion cobre.

El cobre también puede reaccionar con el anidén superéxido para producir radicales
de oxigeno (Craig, et al., 2007). En los momentos de mayor estrés abidtico, los
mecanismos de transporte de electrones (es decir, fotosistemas y cadenas de
transporte mitocondrial) se vuelven menos eficientes lo que puede llegar a inhibir la
fotosintesis. A su vez, los electrones libres son mas propensos a interactuar con el
oxigeno molecular diatdmico en ultima instancia resulta en una serie de especies

reactivas de oxigeno (ROS) reducidos (Main, et al., 2010). Asi como un aumento de
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los niveles de ROS, que a su vez causa la peroxidacion lipidica de la membrana y su
ruptura(Luza & Speisky, 1996;Devi & Prasad, 2005).
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Figura 5. Posibles interacciones de iones metalicos en la induccion de estrés
oxidativo e influencia en la actividad de la proteina. (A) Redox activo de iones metalicos
(por ejemplo, Cu*? (esferas azules), Fe* (esferas rojas)) y complejos como AB podrian
producir especies reactivas de oxigeno (ROS) a través de reacciones de Fenton
similares. Ademas, la modificacion de SOD1 por ROS u otros factores resulta en la
acumulaciéon de ROS. El desequilibrio entre la formacion y la eliminacion de las ROS
puede causar estrés oxidativo. (B) El conjunto AB puede actuar como un sumidero de
iones metalicos, lo que contribuye a la biodisponibilidad alterada de iones metalicos.
Desequilibrio de la homeostasis de iones metélicos y / o estrés oxidativo podria
interferir con funciones bioldgicas criticas (por ejemplo, la produccion de ATP, la
interrupcion de ROS, el mantenimiento de la homeostasis de iones metalicos) de
proteinas, como la citocromo ¢ oxidasa (CcO), Cu/Zn superoxido dismutasa (SOD1),
ceruloplasmina (Cp), metalotioneinas (MTs) y hemooxigenasa 1 (HO1) (Lee, et al.,
2014).
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Puesto que las branquias estan en contacto directo con el medio externo, cambios
quimicos y fisicos en el ambiente acuatico las convierte en el principal érgano blanco
de la mayoria de los contaminantes acuaticos (Mallatt, 1985). La razdn principal de la
toxicidad de cobre para los peces e invertebrados acuaticos es la rapida union del
cobre a las membranas branquiales, en general los efectos toxicos agudos provocan
alteraciones de tipo respiratorios y osmoregulatorios, mientras que bajo exposiciones
cronicas, se observan alteraciones en el sistema neuroldgico y endocrino, asi como

cambios celulares, bioquimicos y fisiolégico (Handy, 2003).

La cantidad de ion cuprico en el medio ambiente, y su toxicidad para los animales
acuaticos debido a los danos en branquias, dependen de un numero de parametros
de calidad del agua incluyendo pH, alcalinidad, y el carbono organico disuelto (Husak,
2015). Sin embargo, el sulfato de cobre podria tener efectos colaterales en los peces
mediante la induccion de roturas de hebras de ADN, y genotoxicidad en un tejido y
especie de manera especifica (Gabbianelli, et al., 2003; (Cavas, et al., 2005); Oliveira,
et al., 2008). Estudios han demostrado que el sulfato de cobre puede causar dafo

celular hepatico significativo.

Otro de los plaguicidas a estudiar es el:

2.1.3. Verde de malaquita.

El verde de malaquita, es un colorante de triariimetano (Figura 6), solido verde
oscuro y cristalino preparado por condensacién de una parte de benzaldehido con dos

partes de diemetilanilina en presencia de acido sulfurico concentrado o cloruro de zinc.

El verde de malaquita esta disponible en varias formas, principalmente como sal de
oxalato o clorhidrato en una solucién minima del 50% como una mezcla de sales de
acetato e hidrocloruro. El hidrocloruro de verde de malaquita es una variedad de grado
industrial que, durante su fabricacién, se precipita mediante la adicion de cloruro de

zinc y, por lo tanto, se obtiene como una sal doble de zinc (Srivastava, et al., 2004)
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Figura 6. Estructura del verde de malaquita.

Tabla 2. Propiedades fisicas y quimicas del verde de malaquita.

Nombre IUPAC

Cloruro de 4-{[4-(dimetilamino)fenil](fenil)metiliden}-

N,N-dimetilciclohexa-2,5-dien-1-iminio

General

Otros nombres verde de anilina, verde basico
4, verde de diamante B, verde de

victoria B

Propiedades fisicas
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Apariencia verde

Punto de ebullicion 432,15 K (159 °C)

Densidad 1.9g/cm?® (25°C)
Peso molecular 927.02 g/mol
pH 3.8(10g/l,H,0, 20°C)

Solubilidad en agua 1.5 g/l (20°C)

Este colorante, al igual que otros trifenilmetanos, pueden existir en dos formas
ionicas: como colorante en forma de sal y como carbinol o pseudobase (figura 7). De
acuerdo con Albert (1979), es probablemente que con la forma de pseudobase estos
iones entran a las células debido a su solubilidad en lipidos es mucho mayor. La
constante de ionizacion (pK) del MG (por sus siglas en ingles malachite Green) es de
6.90. Esta 100% ionizado a pH 4.0, al 50% a pH 6.9, al 25% a 7.4 y al 0% a pH 10.1
(Goldacre & Phillips, 1949).

En los animales, la MG se reduce a través de la biotransformacion a su forma
incolora, verde leucomalaquita y persiste en los tejidos (Werth y Boiteaux, 1967;Poe &
Wilson, 1983;Michaels & Lewis, 1986; Ollikka et al., 1993; Azmi et al. 1998;Pointing &
Vrijmoed, 2000). Verde de leucomalaquita es estructuralmente similar a las aminas
aromaticas clasicas y es un precursor del tinte durante su produccién y podria estar

presente como un contaminante en el colorante preparado comercialmente.
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Figura 7. Formula estructural del verde de malaquita, su forma de carbinol y su

metabolito verde de lecomalaquita (Albert, 1979).

Sobre sus caracteristicas como funguicida, Bumpus y Brock (1988) informaron por
primera vez el metabolismo fungico del MG, Henderson y cols. demostraron su
reduccion por microflora intestinal. (1997). Recientemente, se informa que el MG se
reduce y se metaboliza por hongos filamentosos, Cunninghamella elegans (Chang-Jun
et al., 2001).

MG se ha utilizado ampliamente como fungicida topico (Hussein et al., 1999;
Qureshi et al., 1998) y ectoparasiticida en la piscicultura en todo el mundo desde 1936
(Foster y Woodbury, 1936). En la acuicultura africana, se ha utilizado contra la
infeccion por bacterias, protozoos, cestodos, trematodos, nematodos, crustaceos, etc.
(Hecht y Endemann, 1998).

De igual manera el MG se ha usado en gran medida para evitar la proliferacién de
hongos oomicetos en peces y huevos de peces, como terapia postinfecciosa y
profilaxis (Alderman, 1985, 2002, Gerundo et al.,, 1991). Se encontré que era el

fungicida mas efectivo entre 49 compuestos probados contra un hongo oomycete
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(Campbell et al., 2001). Ha impedido el crecimiento de Haliphthoros en langosta de

roca (Diggles, 2001).

La saprolegniasis también ha sido efectivamente controlada por MG en salmones
(Willoughby y Roberts, 1992), bagre de canal (Bly et al., 1996) y trucha arcoiris (Valia
y Fabian, 1998). La infeccion por Aphanomyces invadis (Lilley e Inglis, 1997) y
Aspergillus flavus (Bhattacharya, 1995) en Channa y algunos otros peces también se
trataron de forma efectiva con MG. Los huevos de Cyprinus carpio y tench han sido
tratados profilacticamente para prevenir la infeccién por hongos (Jaehnichen, 1976;
Kouril et al., 1998): también se ha usado con eficacia para controlar protozoos

(Rintamaki-Kinnunen y Valtonen, 1997).

2.1.3.1. Mecanismo de accion toxica.

El verde de malaquita es ambientalmente persistente y extremadamente toxico para
una gran variedad de animales acuaticos y terrestres. Causa serios peligros para la
salud publica y también plantea un posible problema ambiental. Las observaciones
clinicas y experimentales reportadas hasta el momento revelan que el verde de

malaquita puede ser téxico en multiples 6rganos.

El colorante verde de malaquita es usado globalmente como un antifungico y un
antiparasitario en crustaceos y peces de importancia en acuicultura (Rintamaki et al.,
2005; Zilberg & Tamar, 2006). Se le ha empleado para el control del protozoo
Ichthyopthirius  multifilis Bouquet 1876 (lchthyoptariasis), y del monogeneo
Dactylogyrus vastator Nybelin 1924 (Schmahl et al., 1992; Molnar, 1995; Rintamaki et
al., 2005).

Su uso no esta permitido en los Estados Unidos, la Unidon Europea y en algunos
paises del sudeste asiatico como Tailandia, debido a que se considera que tiene un
rol altamente toxico sobre las enzimas respiratorias. En adicion, es esencial tener
periodos largos de carencia después de la aplicacion del verde de malaquita debido a
los residuos persistentes en los alimentos de origen acuatico (GESAMP, 1997; Grant
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et al., 2001; Andersen et al., 2006). También el verde de malaquita es empleado en
salud, en la industria de alimentos y textil; asi como para el control de helmintiasis en

peces y otros organismos acuaticos (Van de Riet et al., 2005; Hernando et al., 2007).

Se le ha reportado que causa variacion de los parametros hematoldgicos,
carcinogénesis, mutagénesis, fracturas cromosémicas, teratogenicidad y toxicidad
respiratoria (Silveira et al., 2004; Srivastava et al., 2004). También se han informado
que, en la glandula tiroides, la verde leucomalaquita resulta en el bloqueo de la sintesis
hormonal, disminuye la T4 y aumenta las concentraciones de TSH y causa tumores en

las células del foliculo tiroideo de las ratas (Doerge et al., 1998).

Con base a los resultados en conejos, el verde de malaquita es clasificado entre
sustancias con efectos teratogénicos (Meyer y Jorgenson, 1983). También se ha
demostrado que MG puede inhibir la oxidacion mitocondrial y la glutatién-S-transferasa
(Glanville y Clark, 1997), y que en su forma de verde de lecomalaquita (LMG por sus
siglas en ingles leucomalachite Green) puede inhibir la peroxidasa tiroidea, cuya
actividad determina la sintesis de la hormona tiroidea (Doerge et al., 1998). Ademas
de exhibir una accion altamente citotdxica en todas las células de mamiferos, el verde
de malaquita también induce la peroxidacién de lipidos y la formacion de radicales
libres peligrosos (Srivastava et al., 2004), mediante alteracion de la situacion redox de
las células tumorales, generando cantidades importantes de radicales libre (también
llamadas especies oxigenadas reactivas, ROS), la generacién de ROS intracelular
induce una pérdida del potencial de la membrana mitocondrial, que experimenta una

pérdida de su integridad, facilitando la salida de moléculas proapotépicas.

Adicionalmente el inhibe la glutation-S-peroxidasa, una enzima que destruye los
radicales libres de oxigeno, ocasionando un aumento del perdoxido de hidrogeno
intracelular. A su vez, el peréxido de hidrégeno reduce el potencial de la membrana
mitocondrial con salida del citocromo C y activacién de las caspasas. El resultado final

es la induccion de apoptosis (figura 7)
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Figura 8. El verde de malaquita afecta la situacion redox de las células tumorales,
generando cantidades importantes de radicales libre (también llamadas especies
oxigenadas reactivas, ROS). (Albert, 2004). Modificada.

La informacion sobre genotoxicidad, bioacumulacion y genotoxicidad reproductiva
aun es incompleta, y tampoco se han establecido los limites de ingesta diaria admisible
(IDA).

Y por ultimo tenemos al:

2.1.4. Hipoclorito sodico.

El hipoclorito de sodio (cuya disolucién en agua es conocida como lejia o cloro) es
un compuesto quimico, fuertemente oxidante de formula NaClO. Contiene cloro en
estado de oxidacidon +1, es un oxidante fuerte y econdmico. Debido a esta
caracteristica se utiliza como desinfectante, ademas destruye muchos colorantes por

lo que se utiliza como blanqueador (US EPA, 1989).
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Figura 9. Estructura del hipoclorito sédico.

Tabla 3. Propiedades fisicas y quimicas del hipoclorito sddico.

Nombre IUPAC

Hipoclorito

Propiedades fisicas

Apariencia Verde (liquido, diluido).
Sdlido (blanco)
Densidad 1110 kg/m?3; 1,11 g/cm?3
Masa molar 74.44 g/mol
Punto de 291 K (18 °C)
fusion
Punto de 374 K (101 °C)
ebullicién

Propiedades quimicas

Acidez <7 pKa
Solubilidad 29.3 g/100mL (0 °C)
en agua
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En disolucion acuosa soélo es estable en pH basico. Al acidular en presencia de
cloruro libera cloro elemental, que en condiciones normales se combina para formar el
gas dicloro, toxico. Por esto debe almacenarse alejado de cualquier acido. Tampoco

debe mezclarse con amoniaco, ya que puede formar cloramina, un gas muy toxico.

El hipoclorito de sodio, es una solucién que contiene de 12.5% a 25% de gas cloro
activo (Cl,), tiene una amplia gama de productos domeésticos e industriales,
aplicaciones cientificas y biomédicas relacionadas con sus propiedades biocidas (US
EPA, 1994, Brondeau et al., 2000). Cuando NaOCI se agrega al agua y aguas
residuales, la solucion reacciona facilmente con materiales biolégicos (incluyendo
proteinas y bases de nucleétidos) para producir una variedad de compuestos
organicos clorados (US EPA, 1989), que son principalmente lipofilos, persistentes y

toxicos en ambientes acuaticos (Salinoja-Salonen y Jokela, 1991).

El uso médico del cloro comenzd en 1826 con agua combinada con cloro en salas
de parto para prevenir la fiebre puerperal, y el cloroformo se utilizé por primera vez
para anestesia meédica en 1847 (Carey et al., 1998). Hoy en dia, el uso biomédico
generalizado de NaOCI se refiere particularmente a las desinfecciones locales de la
superficie y domésticas, debido a su amplio espectro de actividad biocida contra

bacterias, virus y hongos.

2.1.4.1. Mecanismo de accion toxica.

El uso mundial de hipoclorito de sodio como solucién de irrigacion del conducto
radicular se debe principalmente a su eficacia para la disolucion pulpar y la actividad
antimicrobiana. Una solucion menos concentrada, como el hipoclorito sédico al 1%,

presenta una compatibilidad biolégica aceptable.

Pécora et al. (1999) informaron que el hipoclorito de sodio exhibe un equilibrio

dinamico como lo muestra la reaccion:
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NaOCl + H,0 <———= NaOH + HOC|<—=Na" + OH" + H" + OCI

Figura 10. Reaccién de equilibrio dinamico del hipoclorito de sodio.

Las reacciones quimicas verificadas entre el tejido organico y el hipoclorito de sodio

se muestran en la figura 11.

Reaccion de saponificacion.

0 O
I I
BE-C-0-E+NaOH&E-C-0-Na+R-0CH

Acido graso Hidrémido de Jabén Glicerol
sodio
Beaccion de neutralizacion de aminoaridos,,
H o] H ]
R—L—O—C” + NaOHi—)R—CLD—CtHnO
ll\lHﬂ OH NH:. ONa

Ammoacido Hidréxido de Sal agua
Sodio
Beaccion de cloraminacidn.
H O Cl o
R—!Z—O—C:: + HOCl + RJC—O—E +H0
Nle OH NH; OH

Arninodrida Acido Cloramina Azua
Hipocloroso

Figura 11. Reacciones del hipoclorito sédico en el tejido organico (Estrela et al.,
2002).

Al interpretar estas reacciones quimicas, se puede observar que el hipoclorito de
sodio actua como un solvente organico y graso que degrada los acidos grasos,
transformandolos en sales de acidos grasos (jabdn) y glicerol (alcohol), que reduce la

tensidn superficial de la solucion restante (reaccidn de saponificacion).
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El hipoclorito de sodio neutraliza los aminoacidos que forman agua y sal (reaccion
de neutralizacién). Con la salida de iones hidroxilo, hay una reduccion de pH. El acido
hipocloroso, una sustancia presente en la solucién de hipoclorito de sodio, cuando esta
en contacto con el tejido organico actua como disolvente, libera cloro que, combinado
con el grupo amino de la proteina, forma cloranos (reaccion de cloraminacion). El acido
hipocloroso (HOCI-) y los iones de hipoclorito (OCI-) conducen a la degradaciéon e

hidrélisis de los aminoacidos.

La reaccion de cloraminacion entre el cloro y el grupo amino (NH) forma cloraminas
que interfieren en el metabolismo celular. El cloro (oxidante fuerte) presenta una accion
antimicrobiana que inhibe las enzimas bacterianas y conduce a una oxidacion

irreversible de los grupos SH (grupo sulfhidrilo) de las enzimas bacterianas esenciales.

Teniendo en cuenta las propiedades fisicoquimicas del hipoclorito de sodio cuando
estd en contacto con el tejido organico, estas reacciones pueden verificarse. El
hipoclorito de sodio es una base fuerte (pH> 11). Con una concentracion del 1%, el
hipoclorito de sodio presenta una tension superficial igual a 75 dinas / cm, pegajosidad
igual a 0.986 cP, 65.5 mS de conductividad, 1.04 g / cm3 de densidad y capacidad de
humectacién igual a 1 h y 27 min. Se puede observar su mecanismo de accion
antimicrobiano verificando sus caracteristicas fisicoquimicas y su reaccion con el tejido

organico.

Teniendo en cuenta el conocimiento de los procesos de pH y actividades aisladas
en sitios enzimaticos esenciales, como los que se encuentran en la membrana, resulta
esclarecedor asociar hipoclorito de sodio (pH alto, mas de 11) a efectos biolégicos
dafiinos sobre las células bacterianas para explicar una parte de su mecanismo de

accion (Estrela et al., 2002).

Estrela et al. (2002) estudiaron el efecto biolégico del pH sobre la actividad
enzimatica de bacterias anaerdbicas. Porque los sitios enzimaticos se encuentran en
la membrana citoplasmica, que es responsable de funciones esenciales como el

metabolismo, la division y el crecimiento celular, y participa en las ultimas etapas de la
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formacion de la pared celular, la biosintesis de lipidos, el transporte de electrones y la
fosforilacion oxidativa, los autores creen que los iones hidroxilo del hidroxido de calcio
desarrollan su mecanismo de accion en la membrana citoplasmica. Las enzimas
extracelulares actuan sobre los nutrientes, carbohidratos, proteinas y lipidos que, a
través de la hidrdlisis, favorecen la digestion. Las enzimas intracelulares ubicadas en
la célula favorecen la actividad respiratoria de la estructura de la pared celular. El
gradiente de pH de la membrana citoplasmica se ve alterado por la alta concentracion
de iones hidroxilo del hidroxido de calcio que actua sobre las proteinas de la membrana
(deu- maturacion proteica). El pH alto (12.5), influenciado por la liberacion de iones
hidroxilo, altera la integridad de la membrana citoplasmica por medio de lesiones
quimicas a componentes organicos y transporte de nutrientes, o por medio de la
degradacion de fosfolipidos o acidos grasos insaturados del citoplasma membrana,
observada en el proceso de peroxidacion, que es una reaccion de saponificacion
(Estrela, et al., 1995).

La eficacia antimicrobiana del hipoclorito de sodio esta basada en su alto pH (accién
de iones hidroxilo), es similar al mecanismo de accién del hidréxido de calcio. El alto
pH del hipoclorito de sodio interfiere en la integridad de la membrana citoplasmica con
una inhibicidn enzimatica irreversible, alteraciones biosintéticas en el metabolismo

celular y la degradacion de los fosfolipidos observada en la peroxidacion lipidica.

La reaccion de cloraminacion de aminoacidos (reaccion 3) que forma cloraminas
interfiere con el metabolismo celular. La oxidacion promueve la inhibicidon enzimatica
bacteriana irreversible reemplazando el hidrégeno con cloro. Esta inactivacion
enzimatica se puede observar en la reaccion del cloro con grupos amino (NH) y una
oxidacion irreversible de los grupos sulfhidrilo (SH) de las enzimas bacterianas
(cisteina) (Estrela et al., 2002).

Por lo tanto, el hipoclorito de sodio presenta actividad antimicrobiana con accion
sobre sitios enzimaticos esenciales bacterianos que promueven la inactivacion
irreversible originada por los iones hidroxilo y la accién de cloraminacion. La disolucion

del tejido organico puede verificarse en la reaccién de saponificacién cuando el
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hipoclorito de sodio degrada los acidos grasos vy los lipidos, lo que produce jabon y

glicerol.

Una vez revisadas las caracteristicas y los mecanismos de accién de los tres
compuestos quimicos (verde de malaquita, sulfato de cobre e hipoclorito sédico), los
cuales nos sirvieron como base para el planteamiento de su estudio toxicologico a
continuacion pasaremos a describir la metodologia que fue realizada mediante la

aplicacion de bioensayos

2.2. Aplicacion de bioensayos.

La aplicacién de los bioensayos tiene un papel importante para la ecotoxicologia
que como ciencia ambiental interdisciplinaria ha evolucionado principalmente desde la
toxicologia, la ecologia aplicada y la quimica ambiental. Se centra en las interacciones
entre los productos quimicos ambientales y la biota, abordando asi los efectos
adversos en los diferentes niveles de la organizacion bioldgica. Los efectos toxicos de
los compuestos antropogénicos en la biota y los ecosistemas se consideran en relacion
con su quimica y destino en el medio ambiente. La biodisponibilidad de los productos
quimicos, que depende de los procesos biogeoquimicos y fisiologicos, es un factor
importante, a menudo descuidado en la evaluacion ecotoxicoldgica y la evaluacion de
peligros. La fraccion biodisponible es critica para la absorcién y, en ultima instancia,

para la concentracion en el sitio objetivo en los organismos (Fent, 1998).

La investigacion ecotoxicoldgica requiere un enfoque interdisciplinario teniendo en
cuenta los procesos fisicoquimicos, moleculares, toxicoldgicos, fisiolégicos y
ecoldgicos. Considerando que la ecotoxicologia en la practica se ocupa de cuestiones
reglamentarias (registro de productos quimicos) y, por lo tanto, de pruebas de
productos quimicos en pruebas normalizadas; el objetivo de la investigacion
ecotoxicolégica es comprender e investigar los fendmenos toxicolégicos en una

variedad de biota de diferentes complejidades, poblaciones y el ecosistema como un
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todo. De esta manera, se consideran diversos aspectos tales como los mecanismos

de accion toxica y los procesos ecologicos en sistemas contaminados (Fent, 1998).

Los estudios ecotoxicoldgicos también se centran en los efectos ecoldgicos vy
toxicologicos observados en el campo en estudios retrospectivos, por lo que una
correlacion causal entre los efectos y el analisis de residuos quimicos es a menudo
dificil de establecer. Las investigaciones ecolégicas, como los estudios de
biomonitoreo, por si solas no tienen suficiente poder de resolucion para identificar los
agentes causales. Del mismo modo, el analisis quimico de los contaminantes en los
ecosistemas por si solos no puede proporcionar evidencia de las consecuencias
toxicolégicas en la biota. Se necesita un enfoque integrado que considere los
conceptos ambientales, quimicos, toxicolégicos y ecologicos para comprender los

efectos ecotoxicoldgicos en los ecosistemas contaminados.

Por lo anterior se maneja lo que se conoce como prueba de toxicidad que es un
ensayo en el cual un organismo o grupo de organismos (bioindicador) son expuestos
a un agente (quimico, fisico o biolégico) para establecer y medir una respuesta
previamente seleccionada. En una prueba de toxicidad, usualmente se mide la
proporcion de organismos afectados por su exposicion a concentraciones especificas
de dichas sustancias y aguas (SEGOB, 2010). Esta respuesta se valora mediante la
cuantificacion del cambio en la caracteristica o la ocurrencia de un determinado

fendmeno (Barreto & Peralta, 2009).

Los efectos observados pueden ser tanto de inhibicion como de magnificacion, y
son evaluados a través la reaccion de los organismos, como son muerte, crecimiento,
proliferacion, multiplicacion, cambios morfoldgicos, fisiolégicos o histologicos. Los
efectos pueden manifestarse a diferentes niveles, desde estructuras subcelulares o
sistemas de enzimas, hasta organismos completos, poblaciones o comunidades.
Dichas pruebas sirven como herramientas que, al ser usadas conjuntamente con las
mediciones quimicas y ecologicas, permiten identificar, cuantificar y generar criterios
para el control de la descarga de contaminantes téxicos (Diaz, et al., 2004a). Una de

las aplicaciones mas extendidas del monitoreo de efectos biolégicos con ensayos de
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toxicidad, ha sido la evaluacién de descargas liquidas o efluentes (aguas servidas de
origen doméstico, municipal o industrial descargadas de manera puntual sobre
cuerpos receptores), en el marco de programas de control ambiental (Ronco & Diaz,
2004).

En sentido toxicoldgico, los bioensayos son pruebas para medir la potencia de una
sustancia fisiolégicamente activa, generalmente de origen desconocido, disefiados
para medir los efectos bioldgicos de uno 0 mas contaminantes sobre una o mas
especies de organismos (L6épez, 2009) dependiendo sus caracteristicas se elegira con
cual trabajar (tabla 4). También se cuenta con grupos control los cuales no se exponen
al toxico. Se debe considerar que el efecto toxico de una sustancia sobre los sistemas
bioldgicos es el resultado de la accion combinada de todas las sustancias presentes
en el medio, incluso aquellas que no son toxicas por naturaleza, pero que afectan las
propiedades quimicas o fisicas del sistema y, en consecuencia, las condiciones de
vida de los organismos. Por ejemplo, en los sistemas acuaticos existen sustancias que
agotan el oxigeno, o que son coloreadas o que impiden la propagacion de la luz (caso
del material particulado). Ademas, se debe tener en cuenta aquellos efectos no
directamente relacionados con la sustancia téxica como el daio producido por cambios
en la temperatura o por radiaciéon (Diaz, et al., 2004) y que la complejidad y
heterogeneidad de los materiales dan lugar a una variedad de problemas
experimentales cuando se practican los ensayos. Estos pueden estar relacionados con
la inestabilidad de la muestra debido a diferentes reacciones y procesos, como
separacion de fases, sedimentacion, volatilizacion, hidrdlisis, fotodegradacion,
precipitacion, biodegradacién, biotransformacion e incorporacion por los organismos
(Ronco, et al., 2004).

Aunque existe un limitado alcance de la informacidn proveniente de los ensayos de
toxicidad para su extrapolaciéon a escala ambiental, los estudios con organismos en
laboratorio, en condiciones controladas y estandarizadas para la evaluacién de
respuestas, han venido siendo las fuentes de informacion predominantes para la

evaluacion de los efectos de los contaminantes téxicos (Ronco, et al., 2004).
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Tabla 4. Criterios para la seleccién de pruebas bioldgicas en el laboratorio para la

evaluacion toxicolégica (Ramirez & Mendoza, 2008).

Factibilidad e Bajo costo

e Materiales y reactivos disponibles en la localidad

e Tiempo maximo de desarrollo, 5 dias.

e Procedimiento de prueba simple

e Facilidad en la evaluacion de la respuesta a
medir.

De los organismos e Facil obtencion

e Facil mantenimiento

e Representatividad ecoldgica: De un grupo funcional,
grupo taxonoémico (bacterias, peces, insectos, etc.),
ruta de exposicion (dérmica, ingestion, branquial,
combinadas, etc.)

e Con informacion sobre su sensibilidad a

compuestos toxicos (base de datos)

e Sensibilidad a bajas concentraciones, a una
amplia variedad de compuestos tdxicos

¢ Informacion sobre su biologia.

e Respuesta relevante a los compuestos quimicos.
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De las pruebas e Condiciones presentes en los ecosistemas mexicanos
(temperatura, salinidad, dureza, etc.)

e Concentraciones quimicas reales en el medio
ambiente

e Técnicamente seguros y no contaminantes

o Posibilidad de ser estandarizada

e Buena exactitud y precisién analiticas

e Significado ecologico de los resultados

¢ Requerimientos minimos de sobrevivencia

/reproduccién en pruebas y testigos

e Comprobaciéon de concentraciones nominales

e Sensibilidad y replicacion (depende del numero de
réplicas por concentracion, nivel de significancia
establecido y tipo de analisis estadistico que se lleve

a cabo)

La normatividad en México (NOM-001-SEMARNAT-1996) para la descarga de
aguas residuales en cuerpos de agua incorpora mediciones de parametros
fisicoquimicos como: pH, temperatura, solidos suspendidos y sedimentables,
compuestos de carbono, fosforo, nitrogeno, metales pesados y microorganismos
patdgenos. La US EPA (US EPA, 1993; 1994) ha desarrollado procedimientos
especificos y detallados para limitar las descargas en funcién de objetivos de calidad
aceptables para el cuerpo receptor. Esto basado en ensayos de toxicidad que evaluan
efectos letales y subletales de sustancias especificas. Por otra parte, este organismo
ha elaborado ecuaciones para la estimacion de concentraciones permisibles de
sustancias toxicas. De esta manera se logra implementar el monitoreo del efluente en
el sitio de descarga, y proyectar su efecto sobre el cuerpo receptor (Ronco & Diaz,
2004).
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El monitoreo de efluentes se ha orientado hacia la evaluacién de cumplimiento de
las reglamentaciones de descarga, para la prediccion del impacto de descargas sobre
sitios especificos del cuerpo receptor, para evaluar el efecto combinado de mezclas
complejas de compuestos téxicos y mejoras en procesos tecnoldgicos de control de la

contaminacién (Ronco & Diaz, 2004).

Como herramienta importante por parte de los bioensayos para la ecoxtoxicologia
analizaremos los tipos de bioensayos que pueden ser utilizados dentro de la

normatividad la cual describiremos a continuacion:

2.2.1. Tipos de bioensayos.

La NOM-052-SEMARNAT-2005 define la toxicidad como la propiedad de una
sustancia o mezcla de sustancias de provocar efectos adversos en la salud o en los
ecosistemas; y dependera tanto de las propiedades quimicas del compuesto como de
su concentracion, segun sea la duracion y frecuencia de la exposicion al toxico, y su
relacion con el ciclo de la vida del organismo; las pruebas podran ser de tipo agudo o
cronico (Ronco, et al., 2004). El potencial nocivo de una sustancia toxica puede ser
contrarrestado por el sistema bioldgico a través de diferentes estrategias, tales como
reacciones metabdlicas de detoxificacién, excrecion de téxicos, etcétera. Por lo que,
la toxicidad aparente evaluada en un ensayo biolégico es el resultado de la interaccion

entre la sustancia y el sistema biolégico (Ronco & Diaz, 2004).

Los bioensayos se clasifican principalmente en: Bioensayos de toxicidad aguda y

cronica (Barreto & Peralta, 2009).
Bioensayos de toxicidad aguda

Son aquellos que cuantifican la alteracion causada por alguna sustancia toxica,
sobre los organismos de una especie; esta alteracion es observada sobre parametros
que alteran funciones vitales de un organismo, ya sea mortalidad, inmovilidad o

alteracion en la tasa de crecimiento.

Bioensayos de toxicidad cronica
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Cuantifican los efectos en el desarrollo, reproduccién o viabilidad poblacional de una
especie determinada expuesta a un toxico, por un tiempo no inferior al 20% de su ciclo
de vida (Barreto & Peralta, 2009).

Para ensayos agudos uno de los valores mas utilizados es la CLs, [concentracion
de un xenobidtico que causa la muerte al 50 % de la poblacién en un tiempo
determinado generalmente (48 — 96) horas] (Barreto & Peralta, 2009). Para ensayos
cronicos como también para los agudos se pueden estimar la concentracion segura o

a la cual no se observa efecto en términos biolégicos descrito de la siguiente manera:

¢ La concentracion mas alta a la cual no se observa efecto (NOEC).

e La concentracion mas baja a la que se observa efecto (LOEC).

e La concentracion efectiva (CE) correspondiente a una estimacién de la
concentracion del toxico que puede causar un efecto adverso observable
mediante una respuesta discreta en un porcentaje dado de organismos.

e Concentracion letal (LC), la cual corresponde a la concentracion del toxico o
efluente 0 muestra que causa la muerte a un determinado porcentaje de la
poblacion expuesta.

e Concentracién inhibitoria (Cl), la cual corresponde a la concentracién del
toxico o muestra o efluente que puede producir una reduccién de una

respuesta bioldgica en una poblacion expuesta.

Teniendo en cuenta que para esta investigacion se utilizaron los bioensayos de
toxicidad aguda procederemos a describir a los bioindicadores en general, siendo
estos fundamentales para los bioensayos y en un apartado siguiente abordaremos el

bioindicador utilizado en esta investigacion la Artemia.

2.3. Bioindicadores y la Artemia.

El uso de bioindicadores en estudios ecoldgicos para verificar la biodisponibilidad y
la presencia de concentraciones relevantes en la biota (Bucheli y Fent, 1996) es una

estrategia para evaluar la contaminacion y sus efectos potenciales, estos pueden
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proporcionar una herramienta integradora para medir estos cambios, ya que
"transmiten un mensaje complejo en unos simplificados y de manera util proporciona
informacion acerca de una tendencia o evento que no puede ser observado
directamente" (Linton & Warner, 2003), cuantificando asi la magnitud del estrés, las
caracteristicas del habitat y el grado de exposicién del estresor o el grado de respuesta
ecoldgica a la exposicion. Por lo tanto, un bioindicador es, un organismo selecto por el
grado de sensibilidad o tolerancia a diversos tipos de contaminacion o sus efectos (De

la Lanza- Espino, 2000).

Las caracteristicas de un buen bioindicador, se basan en tener una vida corta para
integrar la variabilidad ambiental a corto plazo, ser abundante y presentar una facilidad
de operacion, ser sensibles para reflejar las condiciones en un sitio, y presentar una
respuesta especifica para identificar un especial impacto en el ecosistema, y se debe
conocer su ciclo reproductivo y su distribucién (De la Lanza- Espino, 2000; Desrosiers,
et al.,, 2013). En México no fue sino hasta la década de los sesentas que dichos
organismos biolégicos fueron utilizados como bioindicadores; especialmente los

insectos acuaticos.
Cairns & Dickson (1971) sefalan los siguientes beneficios de los bioindicadores:

1. Los datos bioldgicos son facilmente accesibles como los quimicos vy fisicos.
La informacion puede expresarse numéricamente.
Existen conceptos bioldgicos que, propiamente aplicados, proveen informacién
mejor que otros descritos para ciertos tipos de contaminacion.

4. La coleccion y evaluacion de informacion biolégica puede realizarse por grupos

industriales u otros ajenos a la biologia.

Entre los grupos de organismo que pueden ser empleados como indicadores
biolégicos para la calidad del agua se encuentran bacterias, protozoarios, algas
(fitoplancton), macroinvertebrados (insectos, moluscos, anélidos, poliquetos,

crustaceos, nematodos), macrofitas y peces (Chapman, 1994).
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Entre los integrantes de los ecosistemas acuaticos, el zooplancton constituye una
comunidad clave. Sus componentes poseen un rol central en las tramas troficas, y su
elevada sensibilidad a los cambios fisicos y quimicos del medio los tornan adecuados
para su utilizacion como bioindicadores de contaminacion por metales. Si bien
pertenecen a diversos grupos funcionales, en conjunto contribuyen al transporte de
materia y energia desde los niveles tréficos inferiores hacia los superiores. Intervienen
activamente en el reciclado de materia organica disuelta, se alimentan de algas,
detritos u otros microorganismos y son el principal recurso de numerosos peces e

invertebrados acuaticos (figura 12) (Ortaz, et al., 2006).

Los anostracos pertenecen al grupo de los microcrustaceos del zooplancton y dada
su gran sensibilidad, son utilizados en estudios ecotoxicolégicos si se compara con
otros miembros de dicha comunidad. En este sentido, permiten evaluar no sdlo los
efectos directos, sino también el impacto indirecto de los contaminantes o estresores
ambientales, otorgando mayor representatividad a los resultados obtenidos y
estimaciones a largo plazo (Boyd, 2010). Esto se debe a que dicho analisis requiere
frecuentemente observaciones a mayor escala, o bien sobre las interacciones con los
niveles troficos adyacentes, lo cual resultaria dificultoso con organismos de mayor talla

o tiempo generacional.

En este trabajo de investigacion se mostrara como bioindicador al anostraco
Artemia, alimento vivo acuatico mas utilizado en el mundo, tanto por las cantidades
consumidas como por el numero de especies a las que sirve de alimento (Sorgeloos,
1986). Artemia pertenece al primer eslabdén de la cadena tréfica, la facilidad y rapidez
con que se obtienen sus nauplios a partir de un material practicamente inerte,
facilmente manipulable y almacenable como son los quistes o huevos de resistencia,
hacen que en la actualidad la Artemia sea un bioindicador ecotoxicolégico apropiado
para ambientes acuaticos contaminados y una importante herramienta para estudios

toxicologicos.
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Figura 12. Ruta y bioacumulacién de los metales pesados en el ambiente costero y

lagunar. M+n ién metalico libre, M+n m pares iénicos, M-R complejos metalicos (Paez-

Osuna & Frias-Espericueta, 2001).

2.3.1. Biologia y ecologia de la Artemia.

La Artemia es uno de los animales acuaticos mas importantes utilizados en la

industria de la acuicultura. Fue reportado por primera vez en Urmia Lake en 982 por

un geoégrafo irani desconocido (Asem, 2008), y luego en 1756 Schldsser fotografié

ambos sexos claramente. Linneo (1758) lo describié como Céancer salinus, pero 61

afos después, Leach (1819) lo transfirié a Artemia salina.

Tabla 5. Taxonomia y biogeografia de Artemia (Martin & Davis, 2001).

Taxonomia de
Artemia

Phylum Arthropoda
Subphylum Crustacea
Clase Branchiopoda
Subclase Sarsostraca
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Orden Anostraca
Familia Artemiidae
Género Artemia Leach, 1819
Especies » A. salina: Mar Mediterraneo

» A. monica: USA (Mono Lake; California)
» A. urmiana: Iran (Lago Urmia; Proviencia Occidental
de Azerbaijan)
» A. franciscana: América, Estados Unidos,
islas del Caribe y del Pacifico.
» A. persimilis: Argentina y Sudamérica
» A. sinica: Asia Central y Oriental
» A. tibetiana: China (Tibet) y Europa
>
>

Artemia sp.: Kazajastan

A. Parthenogenetica: Europa, Africa, Asia y Australia

El género Artemia engloba a un grupo de crustaceos caracterizados por estar
dotados de apéndices toracicos en forma de hoja, que ejercen funciones locomotoras,

respiratorias y filtradoras, y por la ausencia de un caparazoén rigido (Ruiz, 2008).

La Artemia habita exclusivamente en ecosistemas hipersalinos, su habitat natural
comprende aguas salinas y lagos salados, situados en zonas costeras o en entornos
continentales. El éxito en la inoculacion de la Artemia en diferentes zonas de todo el
mundo y su amplia distribucién natural en diferentes ambientes continentales y
litorales, es atribuido a su gran capacidad de adaptacién y tolerancia a diversas
situaciones medioambientales (Ruiz, 2008). Uno de los rasgos mas notables de la
Artemia es su capacidad para habitar aguas de salinidades extremas (desde 10-20 g/L
a mas de 300 g/L), pudiéndose encontrar poblaciones de este crustaceo en lagos

salados clorurados, sulfatados, carbonatados y potasicos.

La Artemia también tolera un amplio rango térmico. La temperatura vital éptima esta

alrededor de 25-27 °C, estableciéndose los umbrales minimos y maximos de
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supervivencia entre 6 y 35 °C, aunque estos limites no son fijos y estan ligados a las
caracteristicas de cada poblacion. Ademas, tolera normalmente niveles de oxigeno de
1 g/L. En ambientes con carencia de oxigeno, desarrolla una intensa coloracién rojiza
debida a un incremento en la concentracion de hemoglobina en su hemolinfa,
incremento que posibilita captar mayor cantidad de oxigeno sin una elevacion

apreciable de su tasa respiratoria (Ruiz, 2008).

2.3.2. Morfologia y ciclo de vida.

El cuerpo de la Artemia, puede distinguirse tres partes bien diferenciadas: cabeza,
térax y abdomen como se puede observar en la figura 12. Su tamano oscila entre 7 y
12 mm de longitud, aunque puede alcanzar los 17-18 mm (Sarabia, 2002), en la cabeza
se distinguen los restos del ojo nauplial, los ojos compuestos, anténulas y antenas que
en las hembras adoptan una forma sencilla y que en los machos presentan una porcion
anterior ensanchada en forma de tenaza (es una de las diferencias entre Artemia

macho y hembra) (figuras 13 y 14).

Antenula
-|

- r .
S : i Ojo compuesta

Antena
T Ojo naupiic

Toracdpodos

| Saco ovigero /
Segmenio genital

_Segmenio

Abdoman abdaminal

Taison

Furca
cadal

Figura 13. Morfologia de la Artemia. (Yockteng F. 2017 Biologia de la Artemia
https://www.bioartemia.com/2017/03/03/biologia-de-la-artemia-sp/).
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Su térax consta de once segmentos bien definidos dotados, cada uno, de un par de
apéndices toracicos (toracopodos), son los que le permiten la natacién, la respiracion
y la alimentacion ya que producen pequefas corrientes de agua que hacen que la

comida llegue a su boca.

Por ultimo, el abdomen esta formado por ocho segmentos, siendo los dos mas
proximos al térax los segmentos genitales. Estos dos primeros segmentos
abdominales estan hipertrofiados en su cara ventral, dando lugar a los respectivos
aparatos sexuales: bolsa ovigera o utero en las hembras y vesicula seminal y pene en
los machos (figura 14). El ultimo de los segmentos corresponde al telson el cual a su

vez lleva un par de furcas caudales en su fin (Sarabia, 2002).

Artemia hembra Artemia macho

Figura 14. Diferencias entre el macho y la hembra de la Artemia. (Fao, 2010. cultivo
de la Artemia salina. http://www.fao.org/docrep/field/003/ab473s/AB473S04.htm)

La Artemia tiene la capacidad de producir huevos cisticos, de larga duracion vy
resistencia, también llamados quistes. Los quistes pueden ser desecados y
mantenidos en condiciones adecuadas, y mantenerse viables durante largos periodos
de tiempo. Una vez hidratados, se reinicia el metabolismo interno, después de 24 h la
membrana externa del quiste se rompe y aparece el embrion rodeado de la membrana
de eclosion, después el embrion abandona la cascara del quiste colgado del cascarén

vacio a donde todavia se encuentra unido. Dentro de la membrana de eclosion se
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completa el desarrollo del nauplio, y culmina cuando se rompe dicha membrana y sale
el exterior, nadando libremente, alcanzando el estado de nauplio (figura 15) (Sarabia,
2002).

En el primer estado larvario (estado |), conocido como nauplio, tiene un tamano
entre 400 y 500 micras de longitud, de color pardo anaranjado y posee tres pares de
apeéndices: el primer par de antenas (también llamadas anténulas, tienen una funcion
sensorial), el segundo par de antenas (con funcién locomotora vy filtradora) y las
mandibulas (con una funcién de toma de alimento). Su aparato digestivo no es todavia

funcional (permaneciendo aun cerrados la boca y el ano) (Sarabia, 2002).

luz
E-1 £-2
th, 218h —_— —_—
AM
quists quista
38CO  hjidratade ruptura

comienzo
del matabolismo

aclosion

Figura 15. Desarrollo del quiste de Artemia desde la incubacién en agua de mar
(AM) hasta la liberacion del nauplio (Fao, 2010. Cultivo de Artemia Salina.
Recuperado de: http://www.fao.org/docrep/field/003/AB474S/AB474S03.htm).

A las 24 h, se produce una muda, pasando al segundo estado larvario (estado Il).
En esta fase el aparato digestivo ya es funcional y el segundo par de antenas filtra
particulas alimenticias de un tamafio de 1 a 40 micras. Ademas, la Artemia es un
crustaceo filtrador pasivo que basa su alimentacion en la captura de bacterias, algas
unicelulares, pequefos protozoos y detritos del medio en que vive. Durante su
desarrollo, la larva realiza 15 mudas, durante las cuales van apareciendo los
toracépodos y se desarrollan los dos ojos laterales complejos. En este estado ya se

pueden observar las antenas en forma de pinzas en los machos y las antenas en las
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hembras pasan a ser 6rganos sensoriales. Cuando los toracépodos ya estan
completamente formados presentan tres partes funcionales: los telopoditos y
endopoditos con acciones locomotrices y filtradoras, y los exopoditos que actuan como
branquias (Sarabia, 2002).

La Artemia adulta se caracteriza por un cuerpo alargado con dos ojos complejos
pedunculados, un aparato digestivo lineal, unas anténulas sensoriales y 11 pares de
toracépodos funcionales. Puede llegar a vivir por un tiempo aproximado de cuatro
meses (Sarabia, 2002).

El macho posee un par de piezas prensiles musculadas muy caracteristicas
(segundo par de antenas) en la region cefalica mientras que en la parte posterior del
térax se puede observar un par de penes. La hembra es facilmente reconocida por su
utero que esta situado inmediatamente detras del undécimo par de toracopodos. La
precopula de los adultos se inicia cuando el macho sujeta a la hembra entre el utero y

el ultimo par de toracopodos, con sus antenas curvas (Sarabia, 2002).

Las parejas pueden nadar de esta forma durante largo tiempo es lo que se conoce
como posicién de monta (figura 16), para lo cual mueven sus toracépodos de forma
sincronica. La copula es un rapido acto reflejo donde la parte ventral del macho se
dobla hacia delante y uno de los penes se introduce en la abertura del utero,
fertilizando los huevos. Los huevos se desarrollan en dos ovarios tubulares situados
en el abdomen, pueden contener hasta mas de 200 huevos. Una vez maduros, tienen
forma esférica y se desplazan hasta el utero a través de dos oviductos (también

llamados sacos laterales) (Sarabia, 2002).

Después de esta fertilizacion se pueden presentar dos tipos de reproduccion: si las
condiciones ambientales son favorables se inicia el metabolismo embrionario,
desarrollandose los nauplios nadadores que luego son depositados por la hembra (a
esto se le llama reproduccién Ovovivipara); si las condiciones ambientales son
adversas, las glandulas del utero de la hembra secretan una sustancia color café que

enquista los embriones o cistos, los cuales entran en un estado de latencia y son
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liberados en forma de quistes (a este proceso se le llama reproducciéon Ovipara)
(Sarabia, 2002).
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Figura 16. Crecimiento progresivo de las Artemias. (Fao, 2010. Crecimiento de las
artemias. Recuperado de:
http://www.fao.org/docrep/field/003/AB474S/AB474S03.htm).
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Figura 17. Ciclo de vida de la Artemia franciscana (Madden, 2009).
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El desarrollo del embrion hasta la eclosion dura aproximadamente 24 h en
condiciones adecuadas, llegando a su fase adulta en 20-30 dias de vida libre
alcanzando un tamafio medio de 7 mm (figura 17) (Sorgeloos, 1986; Castro & Cérdova,
2003).

Existen muchas especies de Artemia, las mas conocidas son Artemia franciscana y
Artemia salina, siendo el nombre de esta ultima el mas utilizado errbneamente por
algunas personas para referirse a las Artemia en general y sobre todo a la especie que
se comercializa a nivel mundial que es Artemia franciscana la cual por lo anterior es la

que se utilizd en esta investigacion abordandola en el siguiente apartado.

2.3.3. Artemia franciscana.

Conforme lo anterior expuesto, se considera a la Artemia franciscana, qué es un
microcrustaceo, branquidopodo perteneciente al orden Anostraca, la cual habita en
aguas con altas concentraciones de sal. Esta es la especie de Artemia que
comunmente se comercializa para fines alimenticios en acuicultura y acuariofilia por
su gran abundancia. Resiste mejor los factores abidticos, lo que ha sido demostrado
al observarse sobrevivencia y fecundidad significativamente mayor que las de otras
especies (Triantaphyllidis, et al., 1995; Barata, et al., 1996). Ademas, tiende a
presentar mejor éxito de colonizador si se introduce en nuevos habitats,
desplazando a la fauna nativa (Williams & Geddes, 1881). A. franciscana es
dominante en el nuevo mundo, y se encuentra distribuida desde Canada hasta la
zona central de Chile. Esta especie en México se encuentra en “Las Salinas de
Hidalgo”, San Luis Potosi, “Casa Blanca”, Cuatro Ciénagas, Coahuila, Yavaros,

Ecatepec, Ceuta y San Crisanto (Correa, et al., 1993; Malpica, et al., 2004).

La norma mexicana NMX-AA-110-1995-SCFI establece un método biolégico para
la evaluacion de la calidad del agua mediante pruebas de toxicidad aguda utilizando
como bioindicador A. franciscana. Aplicable para la evaluacién de toxicidad aguda
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en cuerpos de agua salobres y marinos, asi como aguas residuales industriales,
municipales y agricolas, lixiviados, sustancias puras o combinadas y extractos

acuosos con salinidades mayores a diez.

Debido a la facilidad de su cultivo, corto ciclo de vida, y a su distribucion
cosmopolita, la Artemia ha ganado popularidad como organismo de prueba en
estudios de toxicologia y es una alternativa al uso de otros invertebrados por la
posibilidad de obtener organismos neonatos de forma sincrénica y con una
condicion fisiologica uniforme. Otra caracteristica que hace a este organismo util es
estudios en toxicologia es que puede ser cultivado en salinidades que varian entre

5y 150 ups y se adapta a un amplio intervalo de condiciones ambientales.

3. Justificacion.

En la industria de la acuacultura se realiza un gran intercambio de sustancias con
el ecosistema acuatico, alguna de ellas siendo desinfectantes, antifungicos, y
farmacos, entre otras. La presencia y la evaluacion ecotoxicolégica de estas
sustancias en el ambiente acuatico es un area de investigacion emergente a nivel
global. La gran cantidad de mezclas quimicas que aparecen, llevan a una gran
complejidad al momento de evaluar la calidad de un ecosistema, por ello es importante
evaluar el impacto que podrian tener en la cadena trofica, y al utilizar especies
planctonicas como bioindicadores, caso de Artemia franciscana, se pueden alcanzar
datos para dar posibles alertas tempranas de peligros ambientales, ya que dafos en
los primeros niveles troficos, determinaran alteraciones en otros superiores; ademas
con estos bioensayos evitamos los clasicos bioensayos en ratones tan problematicos
hoy en dia ante temas de bioética. La obtencion de datos como concentraciones letales
de metales como el cobre presente en el sulfato de cobre, soluciones o farmacos
veterinarios como el verde de malaquita y desinfectantes como el hipoclorito de sodio
son de gran importancia ya que podrian ayudar a mejorar la normatividad para el uso
adecuado de estas sustancias quimicas, sobre todo ante la escasa informacion

relacionada tanto con su efecto individual como sus mezclas debido a que existe muy
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poca informacion y normatividad respecto al uso de estas sustancias en combinacion
con otros plaguicidas y desinfectantes, siendo que algunas no sean peligrosas a las
cantidades permitidas pero que en contacto con otra sustancia pueda tener un efecto

aditivo, antagonico, sinérgico entre otros.

4. Hipotesis.

La presencia de sustancias como verde de malaquita, hipoclorito de sodio y metales
como el cobre del sulfato de cobre, utilizadas en acuicultura y su interaccion en
conjunto dentro de los ecosistemas acuaticos generan respuestas toxicas a corto plazo

(24 h) sobre el bioindicador Artemia franciscana.

5. Objetivo general.

Evaluar el impacto toxico agudo que supone la presencia de sustancias como el
verde de malaquita, el hipoclorito sddico y el sulfato de cobre al estudiar su efecto tanto

de manera individual como en conjunto sobre un representante del zooplancton.

5.3. Objetivos especificos.
Determinar la Concentracién Letal 50 (CLs,) del verde de malaquita a las 24 h de
exposicidn sobre nauplios de Artemia franciscana.

Determinar la Concentracion Letal 50 (CLso) del hipoclorito sddico a las 24 h de

exposicion sobre nauplios de Artemia franciscana.

Determinar la Concentracién Letal 50 (CLso) del sulfato de cobre a las 24 h de

exposicidn sobre nauplios de Artemia franciscana.

Indicar la concentracién mas alta a la cual no se observa efecto en 24 h (24 h-
NOEC) del verde de malaquita, hipoclorito sédico y sulfato de cobre sobre nauplios de

Artemia franciscana.

49



Estudio del riesgo ecotoxicoldgico del sulfato de cobre, hipoclorito sodico y verde de
malaquita utilizando como bioindicador Artemia franciscana” 2019

Determinar tanto individualmente como en su mezcla su posible efecto sinérgico,

aditivo o antagonico de estas sustancias.

6. Material y métodos.

6.3. Sustancia de ensayo.

Se realizé la dilucion del agente en agua marina (Sera Premium, Germany) para la
obtencibn de concentraciones exponenciales de 1-100mg/L como maxima
concentracion de verde de malaquita (MERCK), hipoclorito sédico (MEYER) y sulfato
de cobre (ll) (MERCK).

6.4. Agua marina.

La preparacion de agua marina se realizd a partir 35 g de sal marina de la Marca
Sera PREMIUM, libre de nitratos, fosfatos y silicatos; la cual se disolvié en 1000 mL
de agua destilada hasta alcanzar una concentracion del 35% de salinidad y se ajusto

a un pH entre un rango de 8-8.6.

Se realiz6 la dilucién de cada uno de los compuestos en agua marina sintética para
la obtencion de las diferentes concentraciones exponenciales para el sulfato de cobre,
se trabajo con un rango de 10-50mg/L, para el hipoclorito de 5-10 mg/L y por ultimo

para el verde de malaquita se trabajo con un rango de concentraciones de 1.5-25 mg/L.

6.5. Material biolégico.

Nauplios de 24h de Artemia franciscana seran obtenidos a partir de la hidratacion
de quistes (Argent Chemical Laboratories, Washington, USA) a 4°C por 12h y posterior
incubacion a 28°C en agua marina (Sera Premium, Germany) a 34ppt de salinidad pH
de 8.4+0.2 a 24h a una intensidad de fotones de 18.5-20pmol/m2s (1000lux).
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6.6. Determinaciéon de mortalidad en Artemia franciscana.

La metodologia para la determinacion de las Concentraciones Letales 50% (CLs,)
se basa en la descrita por Persoone et al., 1989 y por Sanchez-Fortun et al., 1994, que
consiste en la determinacion de la concentracion que causa la muerte del 50% de
nauplios de 24h de Artemia sobre placas de cultivo celular de 24 pocillos (Sarstedt Inc.,
USA). En cada pocillo se incluyen 10 nauplios de 24h de Artemia los cuales son
expuestos a las distintas concentraciones del agente verde de malaquita, hipoclorito
sédico y sulfato de cobre en un volumen total de 1ml (1000pl). Para cada concentracion
del agente quimico se establece un control y cuatro repeticiones con un numero de
ensayos a 8, se incuban las placas a 28°C por 24h. Para determinar el nimero de
nauplios muertos en cada pocillo (considerandose muertos aquellos que no
presentaron movilidad durante 10 segundos observados en el estereoscopio), se
realiza la lectura a través de estereoscopio (Zeiss, Carl Zeiss Microscopy GmbH,

Germany) a las 24h de exposicion en ambiente de oscuridad.

Figura 18. A: Incubacion de los quistes de A. franciscana. B: Distribucion de los 10
nauplios de A. franciscana en placas multipocillo. C: Exposicion de los nauplios a las
diferentes concentraciones de los compuestos durante 24 h. D: Incubacién de las
placas a 28 °C durante 24 h. E: Lectura de los nauplios vivos y muertos en el

estereoscopio. F: Obtencién de las concentraciones letales (CLsy).
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6.7. Analisis de datos.

Los valores de las CLsq por 24h y NOEC (24 h) sobre Artemia franciscana seran
obtenidos por regresion lineal a través de la relacion de Concentracion-Respuesta por
analisis ANOVA de 1 via (Finney, 1971). La prueba de distribucion normal de los datos
se realiza a través de la prueba D’Agostino y Pearson. Para determinar las diferencias
estadisticas entre cada valor de CLs, (24 h), se realiz6 a través de la comparacion
multiple por ANOVA Test de Tukey utilizando un intervalo de confianza de p<0.05. Los
calculos estadisticos son realizados por el paquete estadistico Graphpad Prism v5.0
(Graph-Pad Software Inc., USA).

7. Resultados.

Se determind la toxicidad aguda a 24 h de exposicion de los compuestos metalicos
del sulfato de cobre, el verde de malaquita e hipoclorito sédico, sobre nauplios de A.
franciscana por medio de la determinaciéon de la respuesta CLs, de cada compuesto

ensayado tanto en su forma individual como en mezcla.

7.1. Respuesta individual del sulfato de cobre, verde de malaquita e
hipoclorito sédico.

Para el hipoclorito sédico se observdo una toxicidad elevada en bajas
concentraciones con respecto a su respuesta de concentracion letal 50 a 24 h de
0.0046 mg/L, mientras que para el sulfato de cobre y el verde de malaquita fue de
13.74 mg/L y 8.32 mg/L siendo mas elevada la concentracion para provocar la muerte
del 50% de la poblacion evaluada presentando una toxicidad a corto plazo
relativamente baja; en la Tabla 6 se muestran los valores de la 24 h-NOEC, la CLso y

a 24 h de cada compuesto respectivamente con sus limites de confianza del 95%.

Conforme a la clasificacidn propuesta por la EPA (Agencia de Proteccion Ambiental)
para categorizar a las sustancias o contaminantes en ambientes acuaticos para

toxicidad aguda (CLs, en mg/L), se encuentra que en la categoria o clase | se clasifican
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las sustancias con una CLso < 1 mg/L, es decir, en sustancias altamente toxicas para
organismos acuaticos, en la categoria Il se encuentran las sustancias con una CL5, >1
- <10 mg/L en sustancias toxicas para organismos acuaticos, en la categoria Ill con
una CLs, >10 - < 100 mg/L en sustancias peligrosas para el ambiente acuatico y en la
categoria IV con una CLs, > 100 mg/L como sustancias nocivas para los organismos
acuaticos segun la clasificacion de le EPA. Por consiguiente, el hipoclorito sddico
expuesto a nauplios de A. franciscana puede clasificarse dentro de la categoria |, es
decir, en sustancias altamente toxicas para organismos acuaticos, el verde de
malaquita se encuentra en la categoria Il sustancias toxicas para organismos
acuaticos, mientras que el sulfato de cobre entra como categoria lll, es decir una

sustancia peligrosa para el ambiente acuatico.

Tabla 6. indices de toxicidad (CLs, (24 h) Y 24 h-NOEC) de los tres compuestos

expuestos en forma individual sobre A. franciscana.

Verde de malaquita

Indice Valoren mg L (L.C. 95%)
24H-NOEC 1.55 (0.88-2.26)

ClLso2e) 8.32 (6.30-11.56)

r 0.99

Y=68.61X-13.13

Hipoclorito sédico

Indice Valor en mg L (L.C. 95%)
24H-NOEC 0.00093 (0.00033-0.0016)
CLso(29) 0.0046 (0.0028-0.0058)

r 0.98

Y=77.97X-236.4

Sulfato de cobre
indice Valor en mg L (L.C. 95%)
24H-NOEC 2.99 (1.44-4.68)
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CLso(24) 13.74 (10.54-16.44)

r 0.99
Y=75.47X-35.87

En el Grafico 1 se muestra la recta correspondiente de la relacion de la
concentracion-respuesta lineal a 24 h del verde de malaquita sobre A. franciscana,
el valor del coeficiente de variacién (r2) nos indica que si existe una fuerte

correlacion entre la concentracion y la letalidad del verde de malaquita: a medida

gue aumenta la concentracion es mayor su letalidad.

100

50

%Letalidad

T T
00 05 10 15 20 25
[VM]mg L™

Grafico 1. Relacion Concentracion-Respuesta lineal del verde de malaquita

sobre nauplios de 24 h de Artemia franciscana. Cada punto (*) representa la media
* su desviacion estandar (uto).

De la misma manera se comporta el hipoclorito sédico (grafico 2) y el sulfato de
cobre solo que para este ultimo sus concentraciones se encuentran mas proximas
como se muestra en la recta del Grafico 3.
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Grafico 2. Relacién Concentracion-Respuesta lineal del NaCIO sobre nauplios
de 24 h de Artemia franciscana. Cada punto (¢) representa la media + su desviacién

estandar (uzo).

100 *x*o
r=0.99 d
Y=75.47X-35.87

50
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0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

Log [CuSO,4] mg L-1

Grafico 3. Relacién Concentracion-Respuesta lineal del sulfato de cobre sobre
nauplios de 24 h de Artemia franciscana. Cada punto (*) representa la media £ su

desviacion estandar (u+o).

55



Estudio del riesgo ecotoxicoldgico del sulfato de cobre, hipoclorito sodico y verde de
malaquita utilizando como bioindicador Artemia franciscana” 2019

7.2. Resultados de las mezclas de verde de malaquita, hipoclorito sédico y
sulfato de cobre.

Para la mezcla del sulfato de cobre con verde de malaquita al inicio fue fuertemente
antagonica ya que el indice de combinacion (IC) de las primeras es mayor a 1, pero, a
efectos mayores (95%) la respuesta fue sinérgica (es decir, menor a 1) por lo que a
medida que aumenta la concentracion del sulfato de cobre se observé que su indice
de reduccidn de dosis (DRI) es mayor (tabla 7), con la pendiente totalmente
pronunciada (grafico 4), mientras que para la mezcla de sulfato de cobre con
hipoclorito de sodio la respuesta fue al inicio aditiva (es decir, IC=1) pero conforme se
incrementa se volvio levemente antagénica con un IC mayor a 1 con la pendiente no
pronunciada (grafico 5) y el DRI es menor, conforme aumenta la concentracion a

diferencia de la anterior.

Con respecto al verde de malaquita e hipoclorito de sodio sucede que a efectos
bajos se presentd antagonismo teniendo un IC mayor a 1, mientras que a efectos
maximos la respuesta fue un sinergismo elevado con un IC menor a 1, respecto a su
DRI se observo que este aumenta conforme incrementa su concentracion (tabla 7),

con su pendiente totalmente pronunciada (grafico 6).

Tabla 7. indice de Combinacién e indice de Reduccion de Dosis (DRI) en mezclas

de los tres compuestos.

Mezcla % i.ndic.e’ de iqdice de Reduccion de
Efecto | Combinacién (IC) | Dosis/Concentracion (DRI)
10 360.36 VM= 0.07 Cu= 0.003
25 64.12 VM= 0.38 Cu=0.016
CuS04/C23H25CIN2 50 11.41 VM= 2.09 Cu= 0.091
75 2.03 VM= 11.39 Cu= 0.51
95 0.11 VM= 197.07 Cu=9.38
10 1.36 Cu=1.76 NaCIO=1.27
25 1.47 Cu=1.63 NaClO=1.17
CuS04/NaClIO 50 1.59 Cu= 1.50 NaCIlO= 1.08
75 1.73 Cu= 1.39 NaCIO= 0.99
95 1.98 Cu= 1.22 NaClO= 0.86
C23H25CIN2/NaCIO 10 123.09 VM= 0.28 NaClO= 0.01
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25 8.41 VM= 4.01 NaClO=0.12

50 0.58 VM= 57.18 NaClO=1.79

75 0.04 VM= 815.7 NaClO= 26.3
VM= 70932.1 NaClO=

95 0.0004 2388 9

El DRI corresponde al indice de Reduccién de Dosis cuyos valores mayores se
muestran en respuestas sinérgicas y valores menores por debajo de 1 indican un
antagonismo. Asimismo, a valores menores 1 de cada compuesto indican cual es de
mayor toxicidad o incremento de respuesta en combinacion.

T T
0 50 100
% Effect

Grafico 4. Mezcla de CuSO./VM.

0.5+

0.0 e

LogIC

-0.5

Gréafico 5. Mezcla de CuSO./NaClO.
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Gréafico 6. Mezcla de VM/NaCIO.

En el grafico 7 se muestra que en las rectas del CuSO,/VM y del VM/NaCIO tienen
una pendiente prolongada negativa ya que los valores IC van de mayor 1
disminuyendo a menor 1, mientras que la de CuSO,/NaCIO es menos prolongada
positiva siendo esta igual a 1 pero conforme incrementa la concentracién se elevé
levemente a un valor mayor a 1 con respecto a las anteriores.

—e— CuSO,//\M

—e— CuSO,/NaCIlO
—— VM/NaCIO

LogIC

'5 T T T T

% Effect

Gréfico 7. Comparacion de las 3 mezclas binarias.

En los siguientes poligonogramas de efectos se muestran las mezclas del sulfato
de cobre, verde de malaquita e hipoclorito sédico a diferentes porcentajes, en un 10%

se sefiald una respuesta antagdnica por parte de los tres compuestos, la linea
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punteada mas delgada indica menor accidén antagénica que fue en la mezcla de
NaClO/CuSO, (poligonograma 1), para un 25 % de efecto presento una respuesta
antagonica por parte de los tres compuestos a un mismo nivel (poligonograma 2), para
un 50% se presentd una respuesta sinérgica del CuSO,/VM, una respuesta antagonica

mayor para CuSO,/VM que para el NaCIO/CuSO, (poligonograma 3).

Para un 75% de efecto se obtuvo una respuesta parecida a la del 50% solo que la
respuesta antagonica fue a un mismo nivel para la mezcla de CuSO,/VM y para la de
NaClO/CuSO, (poligonograma 4) y por ultimo para un 95% de efecto se obtuvo una
respuesta sinérgica para NaCIO/VM y VM/CuSO, y para CuSO,/NaClO se obtuvo una

respuesta antagonica (poligonograma 5).

Polygonogram at Fa=0.1

Poligonograma de efecto 6. Respuesta antagdnica al 10% de efecto.
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Polygonogram at Fa=0.23

Poligonograma de efecto 7. Respuesta antagonica en todas las mezclas al 25%

de efecto.

Polygonogram at Fa=0.5

Poligonograma de efecto 8. Respuesta sinérgica y antagdnica al 50% de efecto.

60



Estudio del riesgo ecotoxicoldgico del sulfato de cobre, hipoclorito sodico y verde de
malaquita utilizando como bioindicador Artemia franciscana” 2019

Polygonogram at Fa=0.73

Poligonograma de efecto 9. Respuesta sinérgica y antagdnica al 75% de efecto.

Polygonogram at Fa=0.93
Vil

NaClo

Poligonograma de efecto 10. Respuesta sinérgica y antagonica al 95% de efecto.
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7.2.1. Mezclas binarias con respecto a las concentraciones utilizadas en
Acuicultura.

A las concentraciones que se manejan usualmente en acuicultura la respuesta en
la mezcla de CuSO4/VM es antagoénica en un principio, pero después declina a
sinergismo. Para sulfato de cobre con hipoclorito sddico la respuesta es antagodnica al
inicio, pero declina hacia el sinergismo para después “repuntar” en antagonismo. Con
respecto a VM e hipoclorito sédico el efecto es antagdnico a efectos bajos, mientras

qgue se incrementa el efecto la respuesta se vuelve aditiva (tabla 8).

Tabla 8. Mezclas binarias con respeto a las concentraciones utilizadas a
Acuicultura.

Mezcla [R;elacmn] mg % Efecto Corlnnl;ii:::aec(ii:n
42 4.41
58 5.21
CuS04/VM [100:3] 75 1.23
86 1.11
94 0.83
42 2.04
CuSO04/NaClO gg ??g
[100:0.04] 36 1:19
94 1.91
10 16.95
VM/NaClO [3:0.04] gg 1 gg
73 1.12

7.2.2.Comparacién multiple por ANOVA Test de Tukey.

Para determinar si existian diferencias significativas se utilizd la comparacion
multiple por ANOVA test de Tukey tomando cada una de las concentraciones de los

tres compuestos a las que se trabajaron y, los datos de media y desviacion estandar
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(tabla 9), para poder hacer el estudio se sacaron mediante regresion lineal los valores
que serian de cada compuesto a todas las concentraciones que se trabajaron en total

de los compuestos (tabla 10).

Tabla 9. Concentraciones a la que se trabajaron de cada compuesto con su

respectiva media y desviacion estandar.

Hipoclorito sédico.

Concentracion Media + desviacién estandar
5 mg/L 30.7 £16
6 mg/L 52.7 £ 15
7 mg/L 70.8 + 16
8 mg/L 77.6 +17
10 mg/L 973 + 5

Sulfato de cobre.

Concentracion Media + desviacion estandar
10 mg/L 42.3 £19.7
20 mg/L 579 £16.5
30 mg/L 747 £7.6
40 mg/L 859 +4
50 mg/L 9416 + 1.8

Verde de malaquita

Concentracion Media + desviacion estandar
1.5 mg/L 08 +1.4
2.5 mg/L 7.8 £ 5.4
5.0 mg/L 454 +8.7
15.0 mg/L 77.9+12.8
25 mg/L 83.5 £ 91
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Tabla 10. Total de concentraciones de los tres compuestos con su respectiva media

y desviacion estandar, y sus ecuaciones.

Concentracién Hipoclorito Sulfato de cobre Verde de
(mg/L) sodico N+ nt o malaquita
() pt o

1.5 0.01 £11.2 0.01 +7.4 08 +1.4

2.5 0.01 £7.6 0.01 £6.2 7.8+ 5.4

5 30.7 + 16 169 + 4.5 45.4 + 8.7

6 52.7 £ 15 229+ 4 403 + 2.6

7 70.8 £ 16 279 £ 3.7 449+ 2.6

8 77.6 +17 32.3+3.3 48.8 + 2.7

10 973 +5 42.3+19.7 555+ 29

15 99.9 +5.7 529 +2 77.9 £12.8

20 100 £ 7.7 57.9 £16.5 76.1+ 4

25 100 £ 9.3 69.6 + 1.5 83.5%9.1

30 100 + 10.6 74.7 £ 7.6 88.2+4.8

40 100 £12.6 859+ 4 96.8 + 5.4

50 100 +14.2 942 +1.38 100 £5.9
Ecuacion Y =2172X—-117.7 | Y =7547X—-35.87 |Y =68.61X —13.13

Analizando las ecuaciones de cada compuesto (tabla 10) se obtiene que el

hipoclorito sédico es el mas toxico, seguido del sulfato de cobre y por ultimo el verde

de malaquita, debido a la cantidad que se refleja en su pendiente, entre mayor sea la

pendiente mayor sera su toxicidad.

Retomando el estudio ANOVA y con base a lo anterior tenemos la siguiente

hipotesis:

HO:‘Lll — MZ =‘Ll3
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Ha:p' # p? # ud

En la mayoria de los casos el p-valor asociado al valor encontrado es menor que
a=0, 05, por lo tanto rechazamos la hipotesis nula y aceptamos que hay diferencias
entre las medias de las tres mezclas (tabla 11), a diferentes niveles los cuales se
indican con un codigo (*) entre mayor numero de estos quiere decir que se encuentra
mas alejado que el valor de significancia (menor); excepto para el caso de las mezclas
de NaClO/CuSo,, NaCIO/VM, CuSO./VM a las concentraciones de 1.5 mg/L y 50 mg/L
y para el caso unico de la concentracion de 2.5 mg/L de la mezcla de NaClO/CuSO,
para las cuales se obtuvo un resultado de no significancia (ns por sus siglas en ingles)

para las cuales seria correcto aceptar la hipdtesis alternativa.

Tabla 11. Nivel de significancia para cada una de las concentraciones de las
mezclas de NaClO/CuSO,, NaCIO/VM, CuSO.,/VM con su respectivo valor de P.

Nota: Los valores de significancia estan dados en forma de cdédigo, ns: non
significant, ****< 0.0001, *** 0.0002, ** 0.0044.

NaClO vs CuSO, NaCIlO vs VM CuSO,vs VM Valor
[ ] uto uto uto de P
mg/L
1.5 0.01 +£11.2 0.01 +£11.2 0.01 £7.4 0.9561
001 £74 08 +14 08 +14
ns ns ns
25 0.01 £7.6 0.01 £7.6 0.01 +£6.2 0.3715
0.01 £ 6.2 7.8 +54 7.8 +54
ns . .
5 30.7 £ 16 30.7 £ 16 16.9 £ 4.5 <
169 + 4.5 45.4 + 8.7 454 + 8.7 0.0001
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6 52.7 £15 52.7 £15 229+ 4 <
229+ 4 40.3+ 2.6 403+ 2.6 0.0001
7 70.8 £ 16 70.8 £ 16 279 £ 3.7 <
279+ 3.7 449 + 2.6 449 + 2.6 0.0001
8 77.6 £ 17 77.6 £ 17 32.3+33 <
323133 48.8 + 2.7 488 + 2.7 0.0001
10 973 +5 973 £5 42.3+19.7 <
42.3+19.7 55.5+29 55.5+29 0.0001
15 999 £5.7 999 +£5.7 52912 <
529+ 2 779 1+ 12.8 779 +£12.8 0.0001
20 100 £ 7.7 100 + 7.7 579+ 16.5 <
579+ 16.5 76.1+ 4 76.1+ 4 0.0001
25 100 £ 9.3 100 £ 9.3 69.6 + 1.5 <
69.6 + 1.5 83.5+09.1 83.5+09.1 0.0001
30 100 +10.6 100 + 10.6 747 £ 7.6 <
747+ 7.6 88.2+4.38 88.2+4.8 0.0001
40 100 +12.6 100 £ 12.6 859+4 <
859+ 4 96.8+ 5.4 96.8+ 5.4 0.0001
50 100 + 14.2 100 + 14.2 942+ 1.8 0.0899
942+ 1.8 100 £5.9 100 £5.9
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8. Discusion.

El estudio de la concentracion de plaguicidas (como el verde de malaquita y el
sulfato de cobre) y desinfectantes (hipoclorito sédico) en los ecosistemas acuaticos
es de gran interés, ya que nos puede proporcionar posibles efectos negativos sobre
la biota acuatica. En el caso del desinfectante hipoclorito sédico su peligrosidad
radica en la eficacia para la disolucién del tejido organico y como también es
considerado el verde de malaquita, debido a que se considera que tiene un rol
altamente téxico sobre las enzimas respiratorias. En el ultimo caso para el sulfato
de cobre su peligrosidad radica en que puede ser téxico en pequefias
concentraciones, debido a que los organismos acuaticos tienen la capacidad de
bioacumular metales y transferirlos a través de la cadena trofica, produciendo un
efecto de biomagnificacion en los niveles mas elevados de ella. De esta forma se

establece el riesgo al ser incorporados en la dieta del hombre.

En los datos recopilados durante 1992-2001 por el Programa Nacional de
Evaluacion de la Calidad del Agua (NAWQA) del Servicio Geologico de los EE. UU.
(USGS), las corrientes estadounidenses con tierras agricolas y / o urbanas dentro
de sus cuencas tenian detecciones de 2 o mas plaguicidas o degradantes en el
agua, el 90% del tiempo en que se analizaron, 5 o mas detecciones
aproximadamente, en el 70% del tiempo, y 10 o0 mas detecciones, aproximadamente

el 20% del tiempo en que se analizaron (Nowell, et al, 2014).

El valor de la CLso para el sulfato de cobre (Il) obtenido en este estudio fue de
13.74 mg/L en Nauplios de A. franciscana a 24 h de exposicién. Sin embargo, al
comparar con los resultados obtenidos por Velasco (2016) el cual también trabajo

con Nauplios Il de A. franciscana existen diferencias considerables ya que su valor
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obtenido de la CLs, fue entre 0.5 y 0.25 mg/L a 48 h. La diferencia puede deberse
al tiempo de exposicion, asi como a las concentraciones utilizadas en cada ensayo
y una gran diversidad de respuestas a distintos niveles de organizacion bioldgica,
que van desde alteraciones bioquimicas y moleculares, hasta disfuncion endocrina,
modificaciones conductuales vy fisiologicas (efectos sobre crecimiento,

reproduccion) y de los parametros poblacionales (Rand y Petrocelli, 1985).

En cuanto al cobre son pocos los datos que existen en organismos de agua
marina, entre estos se encuentra el estudio realizado por Cordero, et al. (2005) los
cuales establecen una CLs, de 6.44 mg/L para Microalga tropical Tetraselmis chuii,
esta concentracion es menor que para A. franciscana esta sensibilidad debido a la
diferencia del organismo ya que el primero es un zooplancton y el segundo un
fitoplancton. Mientras que Somsiri (1983) estudio el efecto en el pez Tilapia nilotica
Linn obteniendo una CLse a 24 h de 73.40 mg/L, con base a su concentracién Tilapia
nilotica resulta ser mas resistente a cobre. Al comparar los valores de estos estudios
se puede observar que la especie mas sensible fue la Microalga, después A.
franciscana y por ultimo el pez Tilapia. En el caso de los vertebrados marinos, los
datos sobre la CLso (96 h) cubren un amplio rango de valores desde 0.1 mg/L para
Pseudopleuronectes americanus (US. EPA, 1985), 20 mg/L para Fundulus
heteroclitus (La Roche, 1974) a 25.00+0.65 mg/L Tilapia nilotica (Rai, et al., 2015).

Por otro lado, existen muchos estudios de la toxicidad aguda del cobre en
organismos de agua dulce encontrados en la literatura. Karntanut & Pascoe (2002)
estudiaron la toxicidad aguda del cobre sobre diferentes especies de Hydras (H.
vulgaris y H. oligactis) las ClLso a 24 h fueron de 0.140 mg/L y 0.180 mg/L
respectivamente, dichos resultados se encuentran dentro del rango reportado de los
efectos del cobre sobre los invertebrados marinos los son usualmente en

concentraciones de 0.01 y 1.0 mg/L (Taylor, 1979).
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En el estudio realizado por De Oliveira-Filho et al. (2004) compararon la toxicidad
de diferentes pesticidas a base de cobre sobre el pez cebra Danio rerio donde se
encontré una CLso de 0.349 mg/L, este organismo al igual que las hidras es mas
sensible que A. franciscana. Para crustaceos de agua dulce se reportd una CLs, de
0.380 mg/L para M. lamarrei y 1.643 mg/L en M .dayanum (Lodhi, et al., 2004).

Zyadah & Abdel-Baky (2000) trabajaron la toxicidad aguda del cobre sobre Mysis
sp camaron, M. cephalus y T. zilli (crustaceo y peces respectivamente),
encontrando que el crustaceo es mas sensible que los peces. En general, los
valores de CLso a 24 h de exposicion para el cobre en distintos organismos de agua
dulce resultan ser menores que los obtenidos en el presente estudio, con la
excepcion de Daphnia magna que fue estudiada por Gaete & Paredes (1996) los
cuales encontraron una CLs, de 60 mg/L, que al comparar con A. franciscana
presenta una mayor resistencia, por lo tanto A. franciscana es mucho mas sensible,
estas diferencias de resultados puede deberse a que son especies diferentes y de

distinto habitat (agua dulce y salada).

En la tabla 12 podemos observar una recopilacién de las CLs, a 24h de
exposicidon del cobre en diferentes organismos acuaticos (hidras, peces, algas y
crustaceos) obtenidas de diferentes estudios realizados sobre la toxicidad aguda

del cobre.

Tabla 12. CLso del cobre a 24 h de exposicidn sobre diferentes especies

acuaticas.
Concentracion Forma del cobre Especies Referencias
(mg/L) utilizada
0.140 Cu H. vulgaris (Karntanut &
(zurich) Pascoe, 2002)
0.180 Cu H. oligactis (Karntanut &

Pascoe, 2002)
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0.349

0.380

1.634

3.875

4.86

6.3

6.44

9.2

34.04
60

73.40

CuS0Os4

CuS0Os4

CuSOs4

CuSO4

CuSOs4

CuSOs4

CuSO4

CuSO4

CuSO4
Cl2Cu

Cu

2019
D. rerio (De Oliveira-
Filho, et al.
2004)
M. lamarrei (Lodhi, et al.,
2004)
M .dayanum (Lodhi, et al.,
2004)
Postlarvas de (Mendoza-

camaron
Cryphiops
caementarius

Mysis sp
camaron

M. cephalus

Microalga
tropical
Tetraselmis chuii

T. zillii

A. franciscana
D. magna

Tilapia
nilotica
Linn

Rodriguez, 2009)

(Zyadah & Abdel-

Baky, 2000)

(Zyadah & Abdel-

Baky, 2000)
(Cordero, et al.,
2005)

(Zyadah & Abdel-
Baky, 2000)

(Gaete &
Paredes, 1996)
(Somsiri, 1983)

Como ya se pudo ver el cobre es uno de los metales mas estudiados, no

obstante, existe muy poca informacién acerca de su toxicidad en organismos de

agua salada, en la mayoria de los estudios que se encuentran en la literatura los

bioindicadores son organismos acuaticos de agua dulce y por ende en el que se ha

generado una mayor cantidad de informacion. Paez-Osuna (2005) comenta que

existe una variabilidad de los resultados que se encuentran en la literatura, ya que

la toxicidad del cobre es atribuida principalmente al iéon Cu (ll), el cual puede llegar

a forma complejos facilmente con una gran variedad de sustancias que se hallan

tanto en aguas limpias y contaminada, también es absorbido con cierta facilidad por
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el material suspendido (oxidihidroxilo de hierro y manganeso, minerales arcillosos,
materia organica, entre otros). Esta propiedad y las dificultades relacionadas con la
separacion de las especies quimicas influyen y tiene que ver con la variabilidad de
los resultados.

En este estudio se encontré una CLs, para el verde de malaquita de 8.32 mg/L
en nauplios de Artemia franciscana. No existe gran cantidad de informacién relativa
de la toxicidad aguda del MG sobre organismos acuaticos y los datos disponibles
abarcan una importante variedad de especies, dentro de los estudios previos no se

encontro datos en A. franciscana.

De acuerdo a los organismos de ambiente marino se encuentra Daphnia magna
crustaceo acuatico que presento un valor de CLso a 24 h fue 9.27 mg/L (lannacone
& Alvarifio, 2007). M. S. EI-Neweshy and M. A. AbouSrag (2011) estudiaron la
toxicidad del MG en el pez tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) obtuvieron una
CLso a 96 h fue de 0.76 mg/L, los signos clinicos que se obtuvieron fueron en forma
de manifestaciones respiratorias que pueden atribuirse a la disminucion del epitelio
de la superficie de las branquias, la exposicion repetida a MG conduce a una
hiperplasia del epitelio. Otro bioindicador es Ictalurus punctatus, el pez gato
americano el cual tuvo una CLso a 96 h de 6.25 mg/L (Poe & Wilson, 1983).

Tabla 13. CLso a 24 h* y 96 h de exposicion del verde de malaquita (MG) sobre

diferentes organismos acuaticos.

Concentracién Compuesto Especies Referencias
(mg/L)
0.76 MG Oreochromis (M. S. EI-
niloticus Neweshy and M.
A. AbouSrag,
2011)
0.84 MG Ictalurus (Poe & Wilson,
punctatus 1983)
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9.27* MG D. magna (lannacone &
Alvarino, 2007)
8.32* MG A. franciscana

Varios investigadores han estimado los valores de CLs, de muchos tintes
comerciales como el verde de malaquita en diferentes intervalos de tiempo en peces
(Clarke y Anliker, 1980). Se ha sugerido que la toxicidad de los téxicos individuales
para diferentes especies de peces es dificil de comparar porque estan influenciados
por diversos factores, como la temperatura, el pH, la dureza y el oxigeno disuelto
del agua de prueba (Schoettger, 1970; Smith y Heath, 1979; Gluth y Hanke, 1983).

Bills et al. (1977) realiz6 un estudio detallado sobre los valores de CLso de MG
en adultos y de diversas especies de peces y observd los efectos del pH, la
temperatura y el tiempo de exposicion sobre la toxicidad de este colorante. Su
estudio indica que la toxicidad de la MG aumenta con el aumento de la temperatura.
Alderman y Polglase (1984) también hicieron observaciones similares. Srivastava
et al. (1995) también observaron cambios en los valores de CLs, de MG en un pez
gato de agua dulce, Heteropneustes fossilis en diferentes tiempos de exposicion y

declararon que la toxicidad aumenta con el tiempo de exposicién.

Tabla 14. Toxicidad del cloro en organismos acuaticos (AQUIRE, 1994).

Especies Duracion de las CLso mg/L (rango)
pruebas

Daphnia magna 24 h 0.076 - 0.16
(cladocerans)

Daphnia pulex 24 h 0.005-10.1
(cladocerans)

Artemia franciscana 24 h 0.0046

Nitrocra spinipes 48 h 53-128
(caracol)

72



Estudio del riesgo ecotoxicoldgico del sulfato de cobre, hipoclorito sodico y verde de

malaquita utilizando como bioindicador Artemia franciscana” 2019
Oncorhynchus mykiss 96 h 0.13-0.29
(trucha arco iris)
Salvelinus  fontinalis 96 h 0.1-0.18

(trucha de arroyo)

Lepomis cyanellus 96 h 0.71-0.82

(pez luna verde)

En este estudio se encontré una CLso a 24 h para el hipoclorito sédico de 0.0046
mg/L en nauplios de Artemia franciscana. No existe gran cantidad de informacién
relativa de la toxicidad aguda del hipoclorito sédico sobre organismos acuaticos y
los datos disponibles abarcan una importante variedad de especies, dentro de los
estudios previos no se encontro datos en A. franciscana. Muchos valores de
toxicidad son menores o iguales a 1 mg/L. La Tabla 14, muestra los resultados
obtenidos en los estudios de toxicidad del cloro en ciertas especies acuaticas
(Aquire, 1994). Los papilomas de la cavidad oral en peces se han asociado con la
exposicion a suministros de agua clorada (NTP, 1992). La cloracién de bajo nivel
(0,05 a 0,15 mg/L) produce cambios significativos en la composicion de las especies

de las comunidades de fitoplancton marino (US. EPA, 1994).

En general al comparar todos los resultados encontrados en la literatura tanto de
compuesto del sulfato de cobre, hipoclorito sédico y el verde de malaquita (tabla
15), se puede afirmar que el hipoclorito sédico presenta mayor toxicidad seguido del
sulfato de cobre y por ultimo el verde de malaquita, ya que las concentraciones
letales medias del hipoclorito sédico son mucho menores que las de los otros dos
compuestos.

Tabla 15. Clasificacion propuesta por la EPA (Agencia de Proteccion Ambiental)
para categorizar a las sustancias o contaminantes en ambientes acuaticos para

toxicidad aguda (CLs, en mg/L) en comparacion con los resultados obtenidos.

Categoria Descripcion Resultado
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I tanci It t
sustancias altamente , o
CL.n €1 - : Hipoclorito sédico
50 toxicas para organismos CLso= 0.0046 mg/L
mg/L acuaticos
]
Clg, >1 - sustancias toxicas para Verde de malaquita
organismos acuaticos CLso=8.32 mg/L
10 mg/L
]|
CLs, >10 - sustancias peligrosas Sulfato de cobre
para el ambiente acuatico CLso=13.74 mg/L
<100 mg/L
Iv
CLs, > 100 sustancias nocivas para |
los organismos acuaticos
mg/L

En cuanto a la mezcla de los compuestos, la proteccién de los ecosistemas
acuaticos se basa en normas ambientales que considera las concentraciones
maximas permisibles de las sustancias quimicas individualmente. Sin embargo, en
la realidad existen mezclas complejas en las que se producen multiples
interacciones entre los constituyentes, en este sentido al combinar dos o mas
agentes quimicos pueden ocurrir interacciones de tipo aditivo, sinérgico y
antagonico (Gaete & Paredes, 1996; Gaete & Chavez, 2008).

No obstante, existen pocos estudios que se han centrado en sus efectos
combinados en los organismos vivos. Ha habido informes aislados sobre efecto
sinérgico o la neutralizacion de los metales pesados especificos en los sistemas
bioldgicos (Chu & Chow, 2002), por ejemplo, copépodos Amphiascus tenuiremis
(Hagopian-Schlekat, et al., 2001) y nematodo C. elegans (Power & De Pomerai,
1999). Diferentes estudios indican efectos aditivos de metales y compuestos
organicos cuando se encuentran en forma de mezcla (Warne & Hawker, 1995;
Altenburger, et al., 1996; Sharma, et al., 1999).
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Los resultados obtenidos de la mezcla de cobre con verde de malaquita al inicio
fue fuertemente antagodnica pero, a efectos mayores (95%) la respuesta fue
sinérgica con la pendiente totalmente pronunciada, mientras que para la mezcla de
sulfato de cobre con hipoclorito de sodio la respuesta fue al inicio aditiva pero
conforme se incrementa se volvid levemente antagdnica con la pendiente no
pronunciada. Con respecto al verde de malaquita e hipoclorito de sodio sucede que
a efectos bajos se presentd antagonismo, mientras que a efectos maximos la
respuesta fue un sinergismo elevado, con su pendiente totalmente pronunciada,
estos resultados demuestran claramente, que el mecanismo de interaccion entre los
estos tres compuestos requiere mas investigacion ya que no se encontro

informacion suficiente de las mezclas.

Por lo tanto, se destaca la importancia de considerar que la accién conjunta de
agentes quimicos se debe tomar en cuenta en el desarrollo de criterios de calidad
de agua ecotoxicolégicamente relevantes, ya que los actuales generalmente los

consideran en forma individual (Enserink, et al., 1991; Logan & Wilson, 1995)

9. Conclusion.

Las concentraciones letales medias obtenidas demuestran que los compuestos
estudiados son toxicos para los organismos acuaticos zooplanctonicos, y por ende
presenta un peligro para los organismos del primer nivel de la cadena trdéfica,

afectando asi a los niveles superiores.

La prediccion de los efectos de los contaminantes sobre los ecosistemas
acuaticos, precisa de la consideracion de la accidén conjunta de mezclas de agentes
quimicos, ya que estos podrian llevar a un efecto antagonico, sinérgico y aditiva,
por si solo el compuesto podria estar a las concentraciones permitidas pero tal vez
en su mezcla podrian tener alguno de estos efectos causando un mayor dafio en su

respuesta en mezcla que individual.
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10. Recomendacion.

El estudio de mezclas nos permitira la identificacion de compuestos con menos
riesgos si existe posibilidad del uso de éstos con diferentes compuestos que

presentan la misma accion.
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