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RESUMEN

El manejo de una gran variedad de sustancias quimicas en el tratamiento de
enfermedades ocasionadas por ectoparasitos en el sector acuicultura, cuando son
vertidas a los medios acuaticos en altas concentraciones, generan efectos toxicos en

organismos no objetivo; estas sustancias quimicas actualmente no han sido
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especificamente evaluados desde el punto de vista de sus efectos sobre el medio
ambiente acuatico. En este estudio se evalu6 el efecto toxicolégico agudo sobre
nauplios de Artemia franciscana a 24, 48 y 72h de exposicidén, que se deriva de la
presencia de los colorantes Azul de Metileno, Clorhidrato de Acriflavina y Oxalato de
Verde de Malaquita los cuales son usados en el tratamiento de infecciones fungicas

y protozoarias en el cultivo de peces.

Se obtuvieron CLsp a 72h de exposicidn de cada uno de los colorantes ensayados
y se determind que el colorante que presentd mayor toxicidad a una concentracion
menor fue el Oxalato de Verde de Malaquita el cual mostr6 una LCso de
0.000223mg/l, seguido en respuesta de mortalidad por el Clorhidrato de Acriflavina
con una LCsp de 0.01406mg/l y por ultimo al Azul de Metileno LCsy de 0.3241mgl/l, a
mayor tiempo de exposicidn se necesita de menor concentracion para que cada
colorante presente una mayor respuesta de letalidad. Ademas Artemia franciscana

presentd mayor sensibilidad a las 72h de exposicion de cada xenobidtico tratado.

El estudio de letalidad en cada uno de los compuestos activos ensayados revela
que, tanto el oxalato de verde de malaquita como el azul de metileno y el clorhidrato
de acriflavina se comportan como elementos altamente tdxicos para los nauplios de
Artemia, microcrustaceo perteneciente al zooplancton y por tanto representante de

los primeros niveles tréficos.

Palabras clave: Artemia franciscana, Azul de Metileno, Clorhidrato de Acriflavina,

Oxalato de Verde de Malaquita, Acuicultura, Ecotoxicologia

ABSTRACT

The management of a variety of chemicals in the treatment of diseases caused by
ectoparasites in the aquaculture industry, when discharged to aquatic environments
in high concentrations, generate toxic effects on non-target organisms, these

chemicals are currently not specifically evaluated from the point of view of its effects
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on the aquatic environment. This study evaluated the acute toxicological effects on
Artemia franciscana nauplii at 24, 48 and 72 h of exposure, which is derived from the
presence of methylene blue dye, acriflavine hydrochloride and malachite green

oxalate which are used in treatment of fungal and protozoal infections in fish farming.

LCso were obtained 72h exposure to each of the dyes tested and determined that
the colorant greater toxicity at a lower concentration was Malachite Green oxalate
which showed an LCsy of 0.000223mg/l, followed in response mortality by acriflavine
hydrochloride with an LCso of 0.01406mg/I finally Methylene Blue 0.3241mg/I LCs, a
longer exposure time is needed to lower concentration for each dye present greater
lethality response. Also presented Artemia franciscana 72h increased sensitivity to

xenobiotic exposure of each treaty.

The lethality bioassay each of the active compounds tested reveals that both the
malachite green oxalate as methylene blue and acriflavine hydrochloride elements
behave as highly toxic to the Artemia nauplii, microcrustacean belonging to the

zooplankton and as representative of the first trophic levels.

Keywords: Artemia franciscana, methylene blue, acriflavine hydrochloride, Malachite

Green Oxalate, Aquaculture, Ecotoxicology
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INTRODUCCION

En la actualidad, el uso de sustancias peligrosas se ha extendido y va en
constante aumento, ya no solo en la industria, sino también en los diversos sectores
sociales, lo cual se ha traducido en riesgos sanitarios y ambientales importantes, ya
que de las mas de cien mil sustancias quimicas que se encuentran en el comercio
mundial, aproximadamente dos mil reunen alguna de las caracteristicas de
peligrosidad (Semarnat, 2006).

La acuicultura ha sido fuertemente criticada, por lo agresiva que resulta al medio
ambiente ya que provoca destruccion de manglares, empleo de antibidticos que
propician el desarrollo de cepas resistentes a antibidticos de uso humano,
destruccion del ecosistema por el vertimiento de residuales toxicos, sin embargo la
industria acuicola ha aumentado de forma sostenida, pero la produccion de las
especies mas importantes en términos econdmicos ha demostrado altas y bajas
atribuibles a varias causas, entre las que las enfermedades constituyen la causa
principal. (Moriarty, 2001; Harper 2002)

Los motivos del uso de drogas de uso veterinario, en especies acuaticas incluyen
la necesidad de:

e Tratamiento y prevencion de enfermedades

e Controlar parasitos tanto internos como externos

¢ Aumentar la produccion y el crecimiento de especies acuaticas

¢ Anestesia (p.ej.: durante el traslado)

La mayoria de estos productos quimicos no han sido especificamente evaluados
a nivel acuatico, representando un alto riesgo de contaminacion en los cuerpos de
agua donde se aplican (presentandose un mayor riesgo en estuarios y en areas
cercanas a la costa) y también originando efectos adversos en los organismos
destinatarios y no destinatarios de dichos productos quimicos como puede ser en el
caso de los antimicrobianos ya que estos ocasionan:

e Aumento de la resistencia bacteriana en patdégenos que afectan al ser

humano.

e Acumulacién de residuos toxicos de antimicrobianos en peces como

consecuencia de la alimentacion durante largos periodos.

2|Pagina
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e Conduce a la hipersensibilizacion en la salud humana por el uso de

antibiéticos que son potentes alérgenos.

e Promueve el desarrollo de resistencia adquirida en las bacterias entéricas del

ser humano (Auro, 1996).

En general, estas sustancias quimicas son productos muy estables con tendencia
a acumularse en los tejidos de los organismos acuaticos originando alto impacto en
la salud humana, cuando los residuos de los farmacos son potencialmente
transferidos a la cadena alimenticia humana (Smith et al., 1994; Schmidt et al.,
2001).

Algunos de estos productos veterinarios se utilizan en concentraciones bajas,
pero en la mayoria de los casos, no se tiene informacion sobre la accion que
ejercen estas sustancias en las especies no objetivo y, en general, ante la respuesta
biolégica que aparecera sobre la estructura y funcionamiento de los ecosistemas
expuestos (Soto & Norambuena 2004; Buschmann et al., 2006; Leén-Mufioz et al.,
2007; Costa-Pierce et al., 2008; Burridge et al., 2008).

La evaluacion de los riesgos asociados con los productos quimicos acuicolas se
complica por la falta de datos cuantitativos sobre su uso. La mayoria de los paises,
(entre ellos México) no tienen datos sobre las cantidades de productos quimicos
utilizados en la acuicultura, ademas se carece de informacion sobre el terreno Uutil
para cuantificar el riesgo, tales como las concentraciones de efluentes de productos
quimicos y de la naturaleza. Los fabricantes de productos quimicos no divulgan esta
informacion y, en muchos casos, puede incluso no saberse el uso final de sus
productos.

Los datos relevantes de acuerdo a la GESAMP (1997), son particularmente
limitados para las zonas tropicales. La eficacia, el metabolismo, y el destino de estos
productos al medio ambiente han sido adquiridos por medio de estudios en
condiciones templadas. Esta informacion puede, o no, ser aplicable en las latitudes
mas bajas, donde la temperatura, las caracteristicas del suelo y los atributos
peculiares de cada especie son diferentes a las realizadas en las condiciones
templadas.

Entre dichos productos quimicos utilizados en acuicultura, se tienen varios
farmacos veterinarios terapéuticos con actividad antibacteriana, fungicida,

antiparasitaria y anestésica, siendo los mas usados en peces.

3|Pagina
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Con respecto a las drogas cuyo uso se ha prohibido en especies de consumo, es
importante indicar que entre los factores que han determinado su prohibicion
destaca la alta residualidad del farmaco o sus metabolitos, efectos indeseables
como mutagénesis o carcinogénesis, asi como la contaminacion acuatica generada
por colorantes, los cuales impiden que los rayos solares penetren y por
consecuencia se inhibe la fotosintesis, asi como la reduccion critica del oxigeno, y

por lo que puede dar lugar a muerte tanto a organismos objetivo como no objetivo.

Los farmacos a los que se les hace un mayor seguimiento para ser detectados
por uso ilegal son: cloranfenicol, nitrofuranos, furazolidona, quinolonas vy
fluoroquinolonas, verde de malaquita, azul de metileno, benzocaina, quinaldina y
acriflavina (Gonzalez, 2011). En las siguientes tablas (1 y 2), se muestran los

terapéuticos mas utilizados en la acuicultura:

Tabla 1. Terapéuticos mas utilizados en la acuicultura

Principio activo  Dinamarca | Francia  Alemania Grecia Italia Reino Unido

Amoxicilina Si
Clortetraciclina Si Si
Flumequine Si Si
Ac.Oxolinico | Si | Si | ' Si
Oxitetraciclina Si Si Si Si
Sarafloxacina Si
Sulfamerazina Si Si
Tetraciclina Si
Trimetopim +Sulfamida Si Si Si Si
Azametifos Si
Peroxido de hidrogeno Si
Yodoforos Si
Amonios cuaternarios Si
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Tabla 2. Farmacos utilizados en la terapéutica de enfermedades en el sector acuicultura

4 LMRen | LMRen
N Grupo Medicamento
Enfermedad T suti Principio activo peces o otras
crapenEe Salmonidos | especies pEADE
Penicilinas A'“‘"F‘.“?“‘ SI S NO
Amoxicilina S1 SI NO
Sarafloxacina S1 SI NO
Enrofloxacina SI SI NO
g Qumolonas Flumequine SI S1 NO
Fonmmuloss Acido gs?olnuco SI SI NO
Difloxacina S1 SI NO
Tetraciclinas Oxiletmlcir._'lilm Sl S1 NO
Tetracichina SI SI NO
Sulfanudas Trumetoprim SI SI NO
Flumequine SI SI NO
Quunolonas Acido Oxolimco b | Sl NO
Boca Roja Sarafloxacina SI SI NO
Tetraciclinas Oxitetraciclina S1 SI NO
Sulfanudas Trmetoprim SI SI NO
Penicilinas Bencilpenicilina SI s1 NO
BKD Qumolonas Enrofloxacina SI SI NO
Sulfanndas Trmetoprim SI S1 NO
Macrolidos Entromicina SI S NO
Tetraciclinas Oxitetm.ciglilm SI SI I\:O
Estreptococias Tguacu:ll_ua SI S NO
Macrolidos Emmnpcum SI S1 NO
Josamueina NO SI NO
Flumequine SI SI NO
Qumolonas Acido Oxolimco SI S1 NO
Vibnosis Sarfloxacina SI SI NO
Sulfanudas Trimetoprim SI S1 NO
Amunoghicésidos Kananucina NO SI NO
Pemicilinas Amoxicilma SI S1 NO
Qumolonas Acido Oxolimco SI Sl NO
Mixobactenas Tetraciclinas Tetracichina SI S1 NO
Oxatetracichna SI SI NO
Sulfanudas Trimetoprim Sl SI NO
. . Aminoglucosidos Kﬂnmniclin‘:\ RO = Ne
Micobactenias Estreptomicina NO SI NO
Sulfamudas Trimetoprim SI SI NO
Edwarsiellosis Tetraciclinas Oxitetraciclina S1 SI NO
Aminoglucosidos Kanmmc.iu.a NG S NO
Acinetobacter Estreptonucina NO S1 NO
v seplicemias Qumolonas Acido Oxolimico S1 SI NO
hemorragicas Tetracichnas Oxatetracichna SI SI NO
Sulfanudas Trumetoprim S1 Sl NO
Cipermetiima SI NO
Parasitos Antiparasitanos D-:ltmmlr.m:l S RO
Emamectina SI NO
Teflubenzuron SI NO
Sales de cobre Sulfato de cobre SI SI NO
Antisépticos v Koo chitiiinic Cloruro amonico SI SI NO
desinfectantes . Launl sulfato amonico Sl S1 NO
Yodoforos Yoduro SI SI NO
Anestésicos Anestésicos locales Benzocaina SI SI NO

En la tabla 2, se enlistan las posibilidades en la terapéutica de enfermedades en

el sector acuicola, como se puede apreciar ningun farmaco es especialmente

disefiado para manejarse en peces u otros organismos acuaticos, lo que conlleva a
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una mala utilizacién de estos productos, por ejemplo, la administracién errénea de la
dosis/concentracion, eficacia, el potencial de efectos adversos, los posibles efectos
sobre organismos no objetivo, el riesgo de resistencia microbiana y la tasa de

eliminacién de residuos quimicos de los farmacos utilizados.

Es por eso, que se pretende evaluar el efecto toxicolégico agudo de farmacos
que no estan autorizados por la EPA para su uso en organismos acuaticos sobre
aguas salobres (estuarios y manglares principalmente), y establecer
concentraciones a las cuales presentan riesgos en organismos o0 especies no

objetivos, en este contexto, se maneja al microcrustaceo Artemia franciscana.
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1.1 EVALUACION DE
RIESGOS
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Evaluacion de riesgos ambientales

Numerosas sustancias y productos quimicos entran en el ambiente acuatico
como el resultado de las diversas actividades antropogénicas y pueden ocasionar
impactos adversos para la salud humana y en el medio ambiente en que son
descargadas. Dada la abundancia de estos compuestos y la gran cantidad de sus
efectos adversos potenciales, es necesario contar con una metodologia que
permita evaluar de una manera cuantitativa y cualitativamente los riesgos a

dichos contaminantes, asi como la mencién de los peligros potenciales.

Para conocer la magnitud de estos efectos adversos existe un proceso
denominado “Evaluaciéon de riesgos”, que se define como: proceso sistematico
para estimar los riesgos que estan relacionados con sustancias, productos y
procesos peligrosos sobre el medio ambiente y en la salud humana tras su

aplicacion o emision.
Dicha metodologia consta de tres etapas:

El proceso de evaluacion de riesgos
El manejo de los riesgos que implica la identificacion, evaluacion, seleccion y
la implementacion de acciones para reducir el riesgo para la salud (Pefia &
Gbémez, 2004)

c. La comunicacion de riesgos de manera que sea comprensible e inequivoca a
todos los que puedan ser afectados por los riesgos

Se puede considerar que hay un riesgo cuando existe:

e Fuente de riesgo, proceso o actividad que introduce al ambiente un agente
de riesgo.
e Proceso de exposicion, mediante el cual la poblacion entra en contacto con el
contaminante que ha sido emitido por la fuente.
e Un proceso causal, con la cual la exposicidon puede generar consecuencias
negativas para la salud humana y en el ambiente.
Se define “riesgo” como la probabilidad de que ocurra un efecto adverso ya sea a
nivel individual o poblacional, por la exposicion a una concentracion o dosis

especificas de un contaminante quimico peligroso. Esto involucra la posibilidad de
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que existan efectos negativos en la salud humana y en el medio ambiente, y la

incertidumbre respecto a la apariciéon, magnitud y duracién de estos efectos.

El modelo para llevar a cabo el proceso de evaluacion de riesgo ha sido descrito

por la Academia Nacional de Ciencias (NAS) y el Consejo Nacional de Investigacion

(NRC). Este modelo consta de cinco fases:

Identificacion de peligro: que permite evaluar la peligrosidad potencial de una
sustancia o producto quimico. Esto incluye la recoleccion y la evaluacion de
informacion sobre el tipo y las condiciones de exposicion en que se
manifiestan los dafos en la salud producidos por la sustancia en cuestion.
Esto requiere la caracterizacién del comportamiento de un contaminante
especifico dentro del cuerpo humano y sus interacciones con células o partes
de ellas y en 6rganos.

La informacion necesaria en esta etapa se obtiene a partir de los estudios
realizados con las diferentes pruebas que determinan las propiedades fisico-
quimicas, propiedades toxicoldgicas tanto en animales de experimentacion
como en ensayos in vitro e in vivo (Pefia & Gomez, 2004); lo cual permite la
clasificacion y etiquetado de las sustancias y, en la toma de decisiones y
priorizacion sobre las sustancias que deben continuar o no el proceso de
evaluacion medio ambiental y de riesgos a la salud humana (Torres et al.,
2004).

Evaluacion Dosis-Respuesta: describe la asociacion entre la exposicion y el
efecto en la salud, asi que, ante niveles diferentes de exposicion a una
sustancia peligrosa, la severidad de los efectos en la salud cambia (Anglés,
2006). Se estima a partir de experimentos realizados mediante la
administracién de dosis o concentraciones de las sustancias a los animales
de laboratorio (Baird, 2001). Los animales son expuestos altas dosis y los
efectos de la exposicion a bajas dosis deben predecirse con aspectos tedricos

acerca de la forma de la curva en las relaciones dosis-respuestas.

Para efectos en los que existe alteraciones en el material genético, incluyendo
la iniciacion de cancer, existen bases teoricas para afirmar que los efectos
ocurren a dosis bajas. Para los otros efectos bioldgicos, usualmente se parte

del supuesto de que existe un nivel de umbral, por la cual se dice los
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animales de ensayo no estan afectados (Baird, 2001). Las sustancias que
muestran umbral, la relacién dosis-respuesta consiste en describir las
respuestas observadas con el objetivo de establecer una concentracion de
una sustancia en el cual no se observan efectos de ningun tipo, a este nivel
se le conoce como NOEL (Nivel de efectos no observables). Sustancias que
no presentan umbral, se considera que los agentes carcinogénicos no tienen
un nivel de umbral, se supone que la curva dosis-respuesta solo llega a riesgo
cero cuando la dosis es cero y que a medida que aumenta la dosis, el riesgo,

de inmediato se vuelve infinito.

Normalmente, la toxicidad de una sustancia aumenta al amplificar la dosis. Los
individuos difieren significativamente en su susceptibilidad a un compuesto quimico
dado, algunos responden a dosis bajas, mientras que otros necesitan dosis mas
altas antes de que reaccionen (Baird, 2001).

[.  Evaluacién de la exposicion en humanos: estimacion del calculo de la dosis
de individuos que estan expuestos a determinado agente peligroso ambiental,
asi como de la magnitud, duracion y la frecuencia de la exposicion.

Algunos de los factores que controlan la exposicién son:

e Factores que controlan la produccion del agente en cuestién y su
ingreso la ambiente

e La cantidad y la localizaciéon en el ambiente del compuesto que fue
liberado

e Caracteristicas que controlan el destino ambiental del contaminante,
incluyendo su transporte, la persistencia y la degradacion

e Factores que determinan el contacto de los humanos con el agente en
cuestion y los mecanismos de absorcion de la sustancia.

II.  Caracterizacion del riesgo: se analiza la informacién obtenida en los pasos
anteriores y se prepara para su presentacion de manera util y comprensible,
especificando las limitaciones de los supuestos de los que se partié y de las
incertidumbres cuantitativas y cualitativas que hayan surgido a lo largo de
todo el proceso.

[ll.  Estimacion de la exposicidn: el término “exposicion” lo define la EPA como “el

contacto con un agente quimico o fisico” y especifica que su magnitud esta
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determinada por las mediciones de la cantidad de dosis (concentracion) del
agente que se encuentra en el medio ambiente y éste entre en contacto con
el cuerpo humano.

Las principales fuentes de exposicion a los que se esta en contacto con los
contaminantes pueden ser a través del aire, agua, alimentos, suelo, etc, en
concentraciones en las que pueden variar; por lo que para determinar estas
concentraciones se necesitan de mediciones sistematicas del contaminante

en los diferentes destinos ambientales.

Muchos productos farmacéuticos aplicados con propdsitos medicinales o como
aditivos pueden llegar finalmente al ambiente acuatico por rutas directas o indirectas.
Entre dichos compuestos destacan varios farmacos veterinarios que pueden ser
usados como antifungicos y antiparasitarios en acuicultura. Sin embargo, no se
conocen las consecuencias ecologicas del ingreso de estas sustancias a la columna
de agua. Por ende, la evaluacién del efecto de estos compuestos en organismos
acuaticos no destinatarios, como el anostraca Artemia franciscana, a través de una
evaluacion del riesgo ecologico permitira tomar las medidas de mitigacion
necesarias para la proteccion de los ambientes acuaticos por productos

farmacéuticos.
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1.2 ANTECEDENTES
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1.2.1 ACUICULTURA

“Los Estados deberian promover practicas acuicolas responsables, con el fin
de apoyar a las comunidades rurales, las organizaciones de productores y los
acuicultores.”DEPOSITOS DE DOCUMENTOS DE LA FAO (Articulo 9.4.1 del
CCPR).

Dado la importante expansién y el aumento de la produccién y del valor de las
actividades acuicolas y otras afines, generalmente se cree que la acuicultura y la
pesca basada en el cultivo ofrecen grandes posibilidades para atender la creciente
demanda de alimentos. De hecho, la acuicultura se concentra en paises en
desarrollo, particularmente en los paises asiaticos. El grueso de la produccion
acuicola se basa en sistemas que utilizan escasos insumos (Pillay et al., 1992, 1996;
Pullin et al., 1993). Las exportaciones de especies de gran valor permiten obtener
divisas en muchos paises en desarrollo. Ademas, y lo que es muy importante para la
seguridad alimentaria, la produccion, elaboracion y venta de pescado ofrece
posibilidades de mejorar la nutricibn en las zonas rurales y urbanas, puesto que
ofrece una fuente econdmicamente accesible de proteinas de alta calidad ademas
de brindar una oportunidad para generar ingresos, al mismo tiempo que se
diversifica la produccion y se reducen los riesgos de depender exclusivamente de la

produccion de uno o varios tipos de productos.

Al hablar de recursos hidroldgicos se incluyen las aguas interiores o continentales
como rios y lagos, y las oceanicas que abarcan al medio marino y costero. Ambos
son susceptibles de contaminacién debido a la gran cantidad de residuos quimicos,
fisicos y biologicos que se vierten de manera directa o indirectamente en los cuerpos
de agua debido a distintas actividades antropogénicas. En México, en cuanto a los
usos que se le dan al agua, el mayor volumen se destina al riego agricola (83%), a
las poblaciones (12%), industrias (3%) y a la acuicultura (2%). En este contexto, la
acuicultura, al igual que otras actividades econémicas, usa y transforma los recursos
en productos con valor econdmico y social. Al hacerlo produce desechos, que
finalmente tienen un alto impacto ecoldgico, incluso econdmico y social.
(Buschmann, 2001).
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1.2.2 Caracteristicas generales de Acuicultura

La acuicultura es una de las actividades productivas en mas rapida expansion en
el mundo. La palabra acuicultura viene del latin: aqua: agua y cultura: cultivo (RAE,
2001); y se define como “el cultivo de organismos acuaticos, incluyendo peces,
moluscos, crustaceos y plantas acuaticas, la produccién, crecimiento vy
comercializacion de organismos de aguas dulces, salobres o saladas, lo cual implica
la intervencion del hombre en el proceso de cria para aumentar produccion, en
operaciones como la siembra, la alimentacion y la proteccién de depredadores, etc.”
(FAO, 2007).

En términos generales, la acuicultura se divide de acuerdo a las siguientes

caracteristicas (Cifuentes et al., 1997):

» Segun las fases del ciclo biologico, desde el punto de vista de la
acuicultura, el ciclo biolégico de cualquier especie, consta de las
siguientes fases: reproduccién y produccién de huevos; fase de larva y

post-larva o alevin; fase juvenil y adulto.

e 1. 2 Etapa: Engloba las fases de reproduccion y produccion de
larvas y post-larvas o alevines.

e 2.2 Etapa: Abarca desde la fase de post-larva o alevin, hasta la
consecucién de individuos con talla comercial. Es la etapa
denominada comunmente de engorde, que esencialmente
consiste en cultivar el producto que proviene de los criaderos o
que es recogido del medio natural con pequefo tamarnio,

engordandolo hasta que alcanza el tamafio comercial.

» De acuerdo al manejo de las especies de organismos:

e Semicultivo: es aquél donde la especie es manejada solo durante

una parte de su ciclo de vida.

e Cultivo: cuando la especie en produccion es manejada y controlada
durante todo su ciclo de vida, desde la produccién del huevo y el

desarrollo embrionario hasta la etapa adulta y su reproduccion.
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» De acuerdo a los métodos para desarrollar a las especies que se

estan cultivando pueden ser:

e Circuito cerrado, que consiste en que el técnico tiene un control sobre

los organismos desde el huevo hasta el momento de su comercializacion;

e Circuito abierto, en el cual las crias se recolectan del medio natural para

llevarlas a la granja comercial para su engorda y crecimiento.

» Segun el numero de especies que se cultivan en un mismo cuerpo de
agua, se puede denominar:

e Monocultivo: en el que s6lo se maneja una especie, puede recibir el nombre
del grupo biolégico al que pertenezca éste, asi por ejemplo, al cultivo de
peces se le llama piscicultura.

e Policultivo: se utilizan varias especies que habitan diferentes estratos del
cuerpo de agua, con distintos habitos alimentarios, evitando la competencia
por el alimento y se aprovechan los diferentes niveles troficos del sistema

acuatico.

» Considerando el grado de explotacion al que estan sujetos los
organismos cultivados, asi como el cuerpo de agua en que viven, la

acuicultura puede ser:

e Acuicultura extensiva, es la que se realiza en areas de aguas naturales
continentales y protegidas del pais, con poco o ningun cambio en el
ambiente, alcanzando una produccion cuyo limite estd dado por la
capacidad del medio. Para desarrollarla, es necesario contar con
unidades de produccién de crias, las cuales son sembradas en los
cuerpos de agua apropiados para cada especie, donde aprovechan el
alimento natural, creciendo y engordando. En estos cuerpos de agua
naturales existen otras especies que pueden ser competidoras o

depredadoras de las sembradas.

e Acuicultura intensiva, es aquella en la que, ademas de alcanzar
rendimientos mayores de lo que la capacidad del medio natural permite,

se ejerce un alto grado de control y manejo del agua y de los organismos,
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mediante técnicas y sistemas especializados, con el objetivo de alcanzar
el maximo rendimiento de acuerdo con los recursos econdmicos del
productor. Tiene que estar continuamente apoyada por investigaciones
multidisciplinarias que tengan como meta el incremento de la produccion,

con base en las caracteristicas biologicas de la especie.

Acuicultura semi-intensiva, se desarrolla en diferentes instalaciones
tales como estanques y cuerpos de agua como bordos temporales o
permanentes, represas, canales de riego y otras. Se caracteriza por la
falta de control que ejerce el acuicultor sobre el ambiente, quien sélo
interviene en los aspectos alimenticio y reproductivo. Se situa de acuerdo
con las fuentes alimenticias que en este caso son promovidas por la
fertilizacion organica o inorganica, aunque también se puede adicionar
alimento con la intencién de completar la dieta con productos vegetales o

de otro tipo con menos del 10% de contenido proteico.

Segun el tipo de aguas donde se realicen los programas de acuicultura,

ésta puede dividirse en dos grandes ramas:

Acuicultura continental, los recursos naturales que intervienen se identifican
dentro de un marco ecologico constituido principalmente por el suelo, el agua
y las especies. El suelo es utilizado como un sustrato para establecer un
cuerpo de agua. Aunque es posible que al agua se le agreguen directa o
indirectamente fertilizantes, como desechos y otras sustancias alimenticias, el
suelo es el principal determinante de la productividad del agua, ya que a partir
de él se incorporan al agua sales minerales que permiten que el fitoplancton
elabore la materia organica y asi se inicia la cadena alimenticia. Una forma
simple e indirecta de la acuicultura continental, es el mejoramiento del habitat,
lo que debe entenderse como el control que el hombre puede ejercer sobre
algunas caracteristicas del lugar, como en las zonas de proteccion y desove,
disponibilidad de alimento natural mediante fertilizacion, depredacion vy
algunas enfermedades parasitarias. Estos procedimientos se aplican,

generalmente, en cuerpos de agua grandes como lagunas y rios.
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e Acuicultura marina o maricultura, se montan en las lagunas litorales;
en los sistemas en tierra, que incluyen toda clase de estanques, donde se
cambia agua durante la marea alta y lugares de la costa en donde la
marea tiene influencia y, por lo tanto, se refrescan constantemente; la
colocacién de jaulas flotantes amarradas cerca de la costa; jaulas a
media agua y jaulas en el fondo del mar. En el sistema de jaulas, se
seleccionan zonas abrigadas, ya sea natural o artificialmente, para la
proteccion de los organismos que se estan cultivando y para los servicios

diarios de mantenimiento.

En México, las estadisticas de produccién en acuicultura disponibles
corresponden al afio 2011 (SAGARPA, 2011) con un volumen de 261,811
toneladas. Esta actividad puede ocasionar impactos negativos en el ecosistema
acuatico en forma directa e indirecta. Cuando no se tratan las aguas de desecho
de la acuicultura se contribuye a la contaminacién directa de las fuentes de agua
donde se vierten, debido a la carga de materia organica y nutrientes presentes
en el alimento que no fue consumido y en las heces de los organismos
cultivados. (Naylor et al., 2001; EEA, 2003; EPA, 2003), a lo cual se suma la
descarga de contaminantes originados por otras actividades como las
industriales, agropecuarias y domésticas. Las aguas de desecho de la
acuicultura contienen ademas, residuos de aditivos quimicos, patogenos y
terapéuticos como lo son antibidticos y otras sustancias utilizadas para el
tratamiento en enfermedades externas ocasionadas por ectoparasitos en los
organismos que se cultivan (Ej. Verde de malaquita, Azul de Metileno y
Acriflavina). Esto ocasiona eutrofizacion de las aguas, acidificacion, turbidez,
reduccion del oxigeno disuelto, cambios en la temperatura del agua, etc. (EEA,
2003; EPA, 2003).

Los productos quimicos son un componente esencial para el éxito de la
acuicultura, y se han utilizado en diversas formas durante siglos (Subasinghe et
al.,, 1996). A medida que la acuicultura se ha expandido, ha adoptado los
productos quimicos desarrollados originalmente para su uso en otros sectores
industriales, especialmente el sector agricola. (GESAMP, 1997). En

consecuencia muchos productos quimicos actualmente en uso comun en la
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acuicultura no han sido especificamente evaluados desde el punto de vista de

sus efectos sobre el medio ambiente acuatico, en particular en aguas costeras.
1.2.3 Clasificacion de los productos quimicos utilizados en Acuicultura

En términos generales, los productos quimicos que se utilizan en la

acuicultura, se agrupan en tres categorias (GESAMP, 1997):

e La primera consiste en productos quimicos acuicolas que representan un
alto nivel de peligro, su uso debe ser restringido. Esta categoria incluye:
cloranfenicol, pesticidas organicos con estano, colorantes fungicidas vy

antiparasitarios externos y, potencialmente, algunos organofosforados.

e La segunda categoria incluye los productos quimicos que se pueden
utilizar de forma segura si se siguen las pautas estandar, pero
representan una amenaza para el medio ambiente y / o la salud humana
si no se utilizan adecuadamente, es decir, una dosis excesiva, falta de
una adecuada neutralizacion o dilucién antes de la descarga, o la falta de
equipo adecuado de proteccion personal, etc., son algunos de los
factores que podrian hacer que el uso de un producto quimico tenga una

falta de seguridad aceptable.

e La tercera categoria incluye a aquellos productos quimicos que pueden
ser ambientalmente benignos en la mayoria de las situaciones, pero
perjudicial en sitios especificos, debido a los atributos Unicos de esos
sitios. La seleccidon adecuada de los sitios de cultivo pueden reducir
sustancialmente los impactos ambientales de estos productos quimicos

acuicolas.

Las sustancias quimicas utilizadas en la acuicultura costera pueden también
ser clasificadas de acuerdo al uso, es decir, el tipo de organismos que se
cultivan, la etapa del ciclo de vida en que se utilizan, el sistema de cultivo y la

intensidad del cultivo, etc.

De acuerdo a su uso en acuicultura y a sus efectos adversos en organismos

acuaticos no objetivo, se clasifican como se muestra en la tabla siguiente
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(GESAMP, 1997; Douet et al., 2009). En la Tabla 3 se enumeran los principales

productos quimicos utilizados:

Tabla 3. Clasificacion de productos quimicos usados en Acuicultura a nivel mundial (GESAMP, 1997;
Douet et., al., 2009)

MATERIALES ESTRUCTURALES Y SUSTANCIAS PARA EL MANTENIMIENTO

Productos quimicos asociados a
materiales de construccion de
estanques (estructurales) y en el

tratamiento de agua y suelo. Incluye
antioxidantes, fungicidas,
plastificantes, etc

Desinfectantes Compuestos de amonio cuaternario
Compuestos clorados y Cloramina T
lodo

Ozono

Formaldehido

Pesticidas

Herbicidas, Alguicidas Triazinas: Simazina

Compuestos de cobre

SUSTANCIAS RELACIONADAS CON LA ZOOTECNIA

Fertilizantes Fosfato de amonio
Urea

Estiércol
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Aditivos alimenticios

Metales pesados Cobre Cadmio

Manganeso, etc

Anestésicos

“ 17a-metiltestosterona, GH, estradiol, etc
TERAPEUTICOS

Agentes antibacterianos Penicilinas Fenicoles

Macrolidos Quinolonas
Nitrofuranos Tetraciclinas

Sulfonamidas
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Otros terapéuticos Compuestos de Cobre Niclosamida
Formaldehido Glutaraldehido
Permanganato de Potasio

Acriflavina

Verde de Malaquita

Azul de Metileno

Dimetridazol Metronidazol

Trifluralina Levamisol

1.2.4 Productos quimicos asociados a materiales de construccion de

sistemas de cultivo y su mantenimiento

e Productos quimicos asociados a materiales estructurales de
construccion y para el tratamiento de aguas y suelos. Entre los
materiales estructurales se encuentran polimeros de cadena larga que
generalmente son inertes, pero estos plasticos contienen una gran
cantidad de aditivos, entre los cuales se encuentran antioxidantes
(fenoles), absorbentes de rayos UV (benzofenoles), estabilizadores (sales
de acidos grasos), pigmentos (cromatos, sulfato de cadmio),
plastificantes, fungicidas, desinfectantes, lubricantes, retardantes de
fuego (organofosforados), agentes de endurecimiento (como el perdxido)
y los antiestaticos. A pesar de que algunos tienen baja solubilidad y en
cierto caso, dan un grado de seguridad aceptable, muchos de estos
compuestos pueden tener efectos adversos en organismos acuaticos en
niveles bajos de exposicion. De hecho la mortalidad en acuicultura viene
dado por la lixiviacién de los aditivos o de las sustancias quimicas de los
materiales de construccién (estructurales) de los plasticos.
Principalmente para el tratamiento de aguas y suelo se utilizan el
carbonato de calcio, carbonato de magnesio, éxido de calcio e hidroxido
de calcio, en concentraciones de 100-8,000 kg/ha, como floculantes,

también para aumentar la alcalinidad de aguas y suelos disminuyendo la

21| Pagina



Valoracion del riesgo toxicolégico agudo de tres colorantes de importancia en | 2012
acuicultura sobre nauplios de Artemia franciscana

acidez y, dar proteccion contra plagas y depredadores, reduce la turbidez

en estanques. Su toxicidad viene dada por su uso excesivo.
¢ Desinfectantes

En desinfectantes se utiliza compuestos de amonio cuaternario, yodo, ozono,
compuestos clorados, etc. Son utilizados en la desinfeccion de equipos, para el
mantenimiento de la higiene en todo el ciclo de produccion, y en algunos casos,
en tratamiento de enfermedades de los organismos cultivados. Estos
compuestos son altamente toxicos, entre ellos esta el hipoclorito calcico o sédico
el cual es utilizado a nivel mundial en la desinfeccion de tanques vy
equipamiento. La concentracién de CIO™ incrementa cuando el pH decrece. Su
componente activo es la clorina 0 mas comunmente conocido como cloro, el
cual es altamente toxico para los organismos acuaticos. Otro de ellos es el
formaldehido (37-40%), también usado en la desinfeccién de equipos. Es tdxico
en organismos acuaticos a bajas concentraciones con una LCsp a 96h de 1 a
1000ul/l.

e Pesticidas

Entre los pesticidas se encuentran compuestos organicos con estafio en su
estructura como el tributilestano (TBT) y el dibutilestafio (DBT). Son sustancias
lipofilicas. Se utilizan como alguicidas, y como anti incrustantes (antifouling). El
TBT es altamente tdxico para organismos acuaticos y se acumula en el

sedimento marino.
1.2.5 Sustancias relacionadas con la zootecnia
¢ Fertilizantes

En cuanto a los fertilizantes, en general no son téxicos cuando se aplican
correctamente, de acuerdo con la estructura y las necesidades del sistema. Sin
embargo, presentan toxicidad cuando existe el riesgo de proliferacion de algas,
la sedimentacidn excesiva en los estanques, y el amoniaco, alcanzando un nivel
alto de toxicidad. El estiércol puede ser contaminado con metales pesados
(Boyd, 1999).

22 |Pagina



Valoracion del riesgo toxicolégico agudo de tres colorantes de importancia en | 2012
acuicultura sobre nauplios de Artemia franciscana

¢ Aditivos alimenticios

La administraciéon de Vitaminas A, D, E puede inhibir el crecimiento de
rotiferos cuando se administra en concentraciones altas (superior a 0.2, 1y 2
mg/ml, respectivamente). El butilhidroxitolueno tiene efectos téxicos cuando se

utiliza como un compuesto puro a niveles de exposicién excesivamente altos.
e Metales pesados

Entre los metales pesados se encuentra el cobre; los compuestos de cobre
como el sulfato de cobre, se utilizan como anti-incrustantes (antifouling) ya que
inhibe la respiracion y la fotosintesis en las algas, es altamente téxico en
ecosistemas acuaticos, produce radicales libres ocasionando la per-oxidacion de

las membranas.

e Anestésicos

Los agentes anestésicos se han utilizado en la acuicultura para la
inmovilizacion de los animales de cria para la extraccion del 6vulo y esperma.
También son utilizados para sedar a los organismos cultivados durante el
transporte. Tienen variables en los margenes de seguridad y por lo general
estrechas (por ejemplo, el indice terapéutico del sulfato de tricaina es 1.3 a 1.5)
y la dosis debe adaptarse a la temperatura, la salinidad y a las especies. Debido
a que se manejan dosis muy bajas generalmente no presentan riesgos

ambientales, pero si para los usuarios, por lo cual su uso es limitado.
e Hormonas

Se utilizan para promover el crecimiento, ovulacién y el control total del ciclo
de vida de muchas especies. Entre las hormonas administradas se encuentra el
estrogeno 17B-estradiol, el cual es un potente promotor de tumores en tejidos
hepatico y renal, ademas estimula el crecimiento de la linea de células

cancerigenas de prostata en el humano. (Castagnetta y Carruba, 1995).
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1.2.6 Terapéuticos
e Antibiéticos

Las infecciones bacterianas son de las mas frecuentes y graves en los
sistemas de cultivo intensivo y es alli en donde la mayoria de los antibacterianos
se utilizan. Su uso en la acuicultura puede contribuir a aumentar la resistencia
bacteriana y causar efectos perjudiciales en la medicina en general. Los
antibidticos pueden acumularse en todos los 6rganos, debido a sus propiedades

fisicas y farmacodinamicas.

Tienen una marcada influencia en las poblaciones bacterianas, y en
consecuencia, puede dafar los filtros biolégicos en sistemas de recirculacion.
Los antibiéticos como la enrofloxacina, ampicilina, eritromicina y polimixina B
pueden influir en el crecimiento de las poblaciones de bacterias nitrificantes
(Nimenya et al., 1999). Ademas, la mayor parte de estos compuestos termina
en el ambiente acuatico, a través del alimento no ingerido y en las heces fecales
de dichos organismos, los que pueden ser posteriormente consumidos por
organismos detritivoros o peces silvestres que se alimentan alrededor de los
sistemas de cultivo. Algunos antibidticos solubles se diluyen rapidamente y
otros, como la oxitetraciclina, son fotodegradables. Sin embargo, se ha
determinado que diferentes antibidticos pueden permanecer durante varios

meses en los sedimentos.

e Otros terapéuticos y antibacterianos

En el presente trabajo de investigacion se enfocara a este tipo de productos
quimicos utilizados en acuicultura, con especial énfasis en los colorantes sintéticos
organicos: Clorhidrato de Acriflavina, Azul de Metileno y Oxalato de Verde de
Malaquita; estos colorantes se utilizan para el tratamiento externo de enfermedades
producidas por protozoarios, hongos y algunas bacterias en el cultivo de peces.
Existen paises en donde este tipo de compuestos quimicos se siguen utilizando sin
discriminacion por el bajo coste, el facil acceso, y la eficacia en su actividad
antiparasitaria, a pesar del posible riesgo para el consumo humano y la presencia de

un alto impacto ecoldgico.
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El vehiculo de administracion de estos farmacos es a través del agua. Ya que en
cultivos por ejemplo intensivos no es posible que puedan ser inyectados. Los peces
tienen una epidermis no queratinizada, esto favorece el ingreso de farmacos por via
cutanea, las branquias por su vascularizacion y ubicacién son otra via importante de
ingreso de farmacos (Gonzalez, 2011). Esta via de administracién tiene efectos
potenciales en el ambiente acuatico y por ende a organismos no objetivo. Se tiene la
reduccion en la saturacién de oxigeno del agua a la cual se aplica el farmaco (e;.
formaldehido como agente reductor) o efectos sobre bacterias nitrificantes
encargadas del ciclo del nitrogeno (ej. aplicacion de antibidticos o Azul de
Metileno), y también el bloqueo de la entrada de los rayos solares inhibiendo la
fotosintesis (Azul de Metileno) (Reema et al., 2011).

25| Pagina



Valoracion del riesgo toxicolégico agudo de tres colorantes de importancia en | 2012
acuicultura sobre nauplios de Artemia franciscana

1.3 COLORANTES
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COLORANTES

En esta seccion, se expondra el concepto de colorante y sus propiedades
generales de los colorantes triciclicos de acridina, tiazina y trifenilmetano, usos,
toxicidad y mecanismo de accién, dosis o concentraciones utilizadas de cada

uno de los colorantes utilizados en la presente tesis.
1.3.1 Impacto ecolégico de colorantes

Un gran numero de colorantes quimicamente diferentes también son usados en
aplicaciones industriales (papelera, textil, alimenticia, farmacéutica, etc) y una gran
proporcion aparece como agua de desecho que es derramada en el medio ambiente
acuatico natural. Los colorantes sintéticos poseen ciertas propiedades, como lo es la
resistencia a la abrasion, estabilidad fotolitica, resistencia al ataque quimico y
bacteriano, lo que hace que se mantengan inalterados por mucho tiempo. Por esta
razon, la mayoria de estos compuestos presentan un doble problema ambiental
desde el punto de vista estético y toxicolégico. Los colorantes contienen grupos
croméforos de alto peso molecular, los cuales al acumularse en ecosistemas
acuaticos provocan disminucion en la luminosidad de las aguas y en consecuencia
inducen a la disminucion de la actividad fotosintética, provocando a su vez una baja
en el contenido de oxigeno disponible en el agua. También causa fendbmenos como
la eutrofizacion, alteraciones de color y olor, al igual que la persistencia. (Bautista
2011; Sires, 2008). Las descargas directas de efluentes que contienen colorantes en
el medio ambiente puede causar la formacion de productos toxicos carcinogénicos
(Allen & Koumanova, 2003). El deterioro del ecosistema acuatico no depende
unicamente de las cantidades de los colorantes vertidos, sino de las propiedades
ecotoxicolégicas de cada producto individualmente y de las caracteristicas de su
transporte en el medio ambiente, ya que algunos colorantes son solubles y otros no
lo son, por lo cual su toxicidad y su biodegradabilidad pueden ser variables. (Riva et
al., 1988).
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1.3.2 Legislacion

Las normas oficiales mexicanas NOM-065-ECOL-1994 y NOM-089-ECOL-1994
establecen los limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas de
aguas residuales a cuerpos receptores provenientes de las industrias de pigmentos
y colorantes y del sector de acuicultura. Se considera que las descargas de aguas
residuales en rios, cuencas, cauces, aguas marinas y demas depdsitos o corrientes
de agua, provenientes de las industrias de pigmentos y colorantes y de la actividad
acuicola, provocan efectos adversos en los ecosistemas, por lo que es necesario
fijar los limites maximos permisibles de contaminantes que deberan satisfacer dichas
descargas. En las siguientes Tablas 4, 5 y 6 se muestran los limites maximos

permisibles de parametros establecidos en dichas normas.

Tabla 4. Parametros establecidos para industrias de pigmentos y colorantes (Fuente: NOM-065-ECOL-
1994)

Parametros Limites maximos Limites maximos
permisibles permisibles
Promedio diario Instantaneo

pH
Demanda quimica de
Oxigeno (mgl/l)

Grasas y aceites (mg/l)

Solidos sedimentables (ml/l)

Solidos suspendidos totales

(mg/l)
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Tabla 5. Parametros establecidos para el sector acuicultura en aguas dulces (Fuente: NOM-089-ECOL-
1994)

Parametros Limites maximos Limites maximos
permisibles permisibles
Promedio diario Instantaneo

pH

Demanda bioquimica de

Oxigeno (mgl/l)

Fésforo total (mgl/l)
Nitrégeno total (mg/l)

Solidos suspendidos totales

(mgl/l)

Tabla 6. Parametros establecidos para el sector acuicultura en aguas salobres o marinas (Fuente: NOM-
089-ECOL-1994)

Parametros Limites maximos Limites maximos
permisibles permisibles
Promedio diario Instantaneo

pH

Demanda bioquimica de

Oxigeno (mgl/l)

Solidos suspendidos totales

(mg/l)

Sin embargo no se fijan concentraciones permisibles especificamente de
colorantes en su manejo como terapéuticos en el sector de acuicultura, presentando

graves problemas de impacto ecoldgico en los ecosistemas acuaticos.
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1.3.3 Generalidades de los colorantes

Un colorante es un compuesto que contiene grupos cromaoforos (un grupo con
un doble enlace apolar C=C o polares como C=0, N=0O-, etc o pares de electrones
de no enlace), los cuales son portadores de color, ademas estan integrados en el
grupo cromogeno, el cual es el soporte y generador de los grupos cromoforos.
Existen ademas, grupos auxiliares llamados auxécromos, los cuales acentuan el
color del grupo croméforo; determinan si son colorantes basicos (negativos), acidos
(positivos) o neutros, son por tanto, determinantes para su unién a los tejidos (Ej.
Acidos: -COOH, -OH, -SO3H, Basicos: -NHR, -NR,, -NH3). Los grupos auxocromicos
pueden producir efectos batocromicos o hipsocrémicos.

El efecto batocrémico consiste en el desplazamiento de la radiacion absorbida
hacia valores mayores de A (menor energia) lo que se traduce en un desplazamiento
del color hacia la zona azul del espectro visible. Este fendbmeno lo producen los
grupos que poseen pares de electrones de no enlace (amino, hidroxilo, halégeno,
etc.), capaces de extender el sistema conjugado como donadores de electrones. El
efecto hipsocrémico es justo lo contrario y se traduce en un desplazamiento del
color hacia la zona amarilla del espectro visible. Lo producen los grupos que atraen
electrones por resonancia (nitro, carboxilo, éster, etc.). Unidos a un anillo de
benceno que al aplicarse a un sustrato en disolucion o en dispersién, le confiere un
color mas o menos permanente. El sustrato debe tener afinidad especifica para
retenerlo.

También se debe considerar el tamano o peso molecular de la molécula del
colorante y su planalidad (capacidad de rotacion) ya que de esto dependera cuan
facil y rapido penetrara un tejido y por lo tanto a cuales componentes celulares se
unira. Tienen la capacidad de absorber o emitir en un rango de luz visible de 400-
700nm.
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Tabla 7. Radiacion absorbida y color observado

Longitud de onda (nm) Radiacion absorbida Color observado
<400nm Zona UV (incoloro) Incoloro
400-430 Violeta Verde-Amarillo
430-480 Azul Amarillo
480-490 Verde-Azul Amarillo-Naranja
490-510 Azul-Verde
510-530 Verde
530-570 Amarillo-Verde
570-580 Amarillo
580-600 Naranja
600-680 Rojo
680-750 Purpura
>750nm Zona IR (incoloro) Incoloro ‘

El color que presenta una sustancia es realmente el complementario al de la
radiacion que absorbe, ya que corresponde a la radiacion que refleja (Tabla 8). Asi,
una sustancia que absorbe radiacion correspondiente al color azul (A= 430-480 nm)
tiene color amarillo, mientras que otra que absorbe radiaciéon amarilla, presenta color
azul. La percepcion del color estd asociada con transiciones electronicas entre el
estado fundamental y el estado excitado, es decir, la diferencia de energia entre un
nivel energético ocupado por un electrén y otro vacio; una vez que el sistema vuelve
al estado fundamental, mediante diversos mecanismos de relajacion, se emite

energia, que puede ser en forma de radiacion como la fluorescencia o el color.
(Fig.1):
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Figura 1.Transiciones electrénicas inducidas por la absorcion de energia

1.3.4 Clasificacion de colorantes
Los colorantes se clasifican de acuerdo a su solubilidad, propiedades colorantes

y estructura quimica:
» De acuerdo a su estructura quimica los colorantes se clasifican en

organicos e inorganicos. Ademas ambos se pueden sub-dividir en

naturales y sintéticos.
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Clasificacion de los colorantes organicos sintéticos de acuerdo a su

estructura quimica:

Tabla 8. Clasificacion de acuerdo a estructura quimica (Lillie, 1977)

FORMULA GENERAL

ACRIDINA

ANTRAQUINONA

DIAZONIO
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FTALOCIANINA

TIAZINA

TRIFENILMETANO

En la presente tesis, se explicaran los colorantes quinoides (Derivados de
acridina, derivados de quinona-imina-tiazinas, y derivados de arilmetano-

trifenilmetano).
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1.3.5 Colorantes derivados de Acridina

Los colorantes de Acridina dan colores entre amarillo y anaranjado, se obtienen
mediante una condensacion de un aldehido con dos moléculas de una base de
anilina conteniendo solamente un segundo grupo amino, el cual es el que
proporciona el N puente en posicion meta con respecto al que produce el color. En
general son colorantes basicos debido a su carga positiva en el N del anillo quinoide.
Este tipo de colorantes poseen una fuerte accidon antiséptica, debido a que, se
insertan entre dos bases sucesivas del DNA y las separa fisicamente, lo que
provoca errores en la duplicacion del DNA bacteriano. Tienen actividad sobre
bacterias Gram-positivas, y aumentan su actividad en soluciones alcalinas siendo
por tanto, productos farmacéuticos de interés. El uso de colorantes derivados de
acridina como agentes antiprotozoarios comenzé en 1912 por Ehrlich y Benda,
posteriormente como agentes antibacterianos por Carl Browning y su primer uso
clinico fue en 1917. Fueron ampliamente utilizados durante la Segunda Guerra
Mundial como agentes antipaludicos. En la década de los 40’s fueron desplazados
por la aparicién de la Penicilina. Sin embargo, surgié la necesidad de utilizar de
nuevo este tipo de colorantes, ya que se observaba resistencia bacteriana hacia las
penicilinas, ademas el uso tépico de este tipo de colorantes en presencia de luz
aumenta su accion bactericida en bajas dosis. (Wainwright, 2001).

Entre los mas conocidos se encuentran la Acriflavina, Naranja de acridina,

Proflavina.

e Clorhidrato de Acriflavina

Colorante fluorescente derivado de la acridina, su nombre de acuerdo a la IUPAC
es 3, 6-diamino-10-metilacridinio clorhidrato, conocida comercialmente como
Acriflavina acida o cloruro de Acriflavinio. Es uno de los colorantes mas utilizados a
nivel mundial en acuicultura pesquera marina y en ornamental. El uso de la
acriflavina en acuicultura fue determinado por Elliott & Amend (1978) y se utiliza en
los centros de produccion de juveniles, como agente profilactico (Tiensongrusmee et
al., 1989; Mohamed et al., 2000), y en el tratamiento de enfermedades externas
ocasionadas por bacterias y protozoarios y, en la desinfeccion de huevos de peces.
(Meinelt et al., 2001; Carson et al., 1993; Madsen et al., 2000; Tucker 1998, Alvarez-
Lajonchére & Tsuzuki 2008).
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Tabla 9. Propiedades fisico-quimicas del Clorhidrato de Acriflavina

PROPIEDADES

= | Férmula molecular C27H26CI2N6
=t Peso molecular 259.7 g/mol
H, M I MH.
i
Apariencia fisica Polvo naranja-
.___,.-'
| rojizo
-
Ho M [H- Solubilidad 250-300 g/l (20°C)
Punto de fusién 260°C
HCE HCl o HCI
Rango de p H (1% de 1.5-2

solucién)

Figura 2. Estructura del Clorhidrato de Acriflavina

La acriflavina fue introducida en 1913 y fue el primer miembro de los antisépticos
basicos (Sanchez & Saenz, 2005). Se utiliza como antiséptico de superficie y
bacteriostatico, como desinfectante de accion lenta contra bacterias Gram-positivas,
presenta ademas, accion antifungica contra Saprolegnia spp.; como antiprotozoario,
eficaz contra Ambiphyra, Chilodonella, Cryptocaryon irritans, Hexamita,
Ichthyophthirius multifilis, Oodinium y especies de Scyphidia y actividad sobre
Costia y Tricodina; y su actividad al igual que otras acridinas incrementa en
soluciones alcalinas. Es administrado en bafios a largo plazo de 6-12h con
concentraciones de 10-20mg/I.

En veterinaria se usa como desinfectante en heridas de tricomoniasis de mucosa
urogenital, principalmente para lavado del prepucio, vulva y vagina, en bovinos,
equinos, ovinos, porcinos, caprinos y caninos. En dosis de 1:5000 para
pulverizaciones y concentraciones hasta el 1 %.

En humanos el clorhidrato de acriflavina se utiliza en forma topica (0.02%) como
colorante de contraste bioldgico junto con fluoresceina sodica para el diagnéstico de
multiples patologias como el cancer de colon-rectal, cancer gastrico y patologia ya
que colorea el nucleo y citoplasma de las células cancerigenas; ligadas a
Helicobacter pylori. También se utiliza como agente antiviral, por ejemplo, en

estudios recientes se le ha utilizado como tratamiento en pacientes con SIDA por
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interactuar con el DNA de manera reversible (Mathe, 2001). Su uso es limitado

porque presenta un potencial riesgo de mutagenicidad (Trovato & Crosta, 2011).

Mecanismo de accion

En 1954 Ruhland observd que este colorante es un toxico que actua a nivel
nuclear y cromosomico e interrumpe la mitosis celular.
La actividad de la acriflavina en células procariotas (accidén antibacteriana) como en
eucariotas, estd relacionada principalmente con su capacidad de unirse
reversiblemente con el ADN, esto se debe a su estructura triciclica plana, la cual se
intercala o se inserta entre dos pares de bases cercanas de nucleétidos de la hélice
del ADN. El espacio para la intercalacion de un colorante en la hélice se cree que se
produce por la extension local y desenrollado de la cadena principal de
desoxirribosa-fosfato sin perturbacion significativa de puentes de hidrogeno entre
pares de bases (Nasim & Brychcy, 1979), para interferir en las enzimas reguladoras
de ADN: la topoisomerasa | y I, separando la doble hélice; y durante la replicacion
del ADN ocasiona mutaciones de corrimiento de lectura, es decir, cuando se afiladen
0 se quitan pares de nucledtidos alterandose la longitud de la cadena, produciendo
errores que originan la formaciéon de proteinas anormales inhibiéndose procesos de
reparacion del ADN, ademas, al interactuar sobre las topoisomerasas, ocasiona la
ruptura del DNA, induciendo a la célula a la apoptosis. La intercalacién de las
acridinas se produce en fragmentos del ADN con idénticas pares de bases en areas
con irregularidades en las cadenas, como el extremo de un cromosoma (eucariotas),
cerca de la horquilla de replicacion, o en un sitio en el que se produzca

recombinacion (Fig. no.3).
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Figura 3. Mecanismo de mutacion por insercion o delecion de nucleétidos por acridinas (Nasim &
Brychcy, 1979).

En actividad antifungica, aumenta la permeabilidad mitocondrial y la posterior

liberacion del citocromo c, reprimiendo la activacion del receptor de membrana
plasmatica, ocasionando el colapso del gradiente electroquimico de protones a
través de las membranas mitocondriales. Como consecuencia, la sintesis de ATP
disminuye conduciendo a la muerte celular (apoptosis). (Yang et al., 2011).
Se han descubierto propiedades genotdxicas que conducen a la mutagenicidad,
toxicidad reproductiva y carcinogenicidad, y se ha demostrado que resulta en un
aumento del riesgo de tumores secundarios en pacientes con terapias basadas en
acridinas (Nasim et al., 1979; Ferguson et al., 1991).

Otra importante propiedad fisicoquimica de acridinas (acriflavina), como en los
colorantes derivados de tiazina (azul de metileno), es su capacidad para absorber
energia luminica. El colorante es excitado por la primera absorcién de la luz a la
longitud de onda apropiada, y en este estado excitado, es entonces capaz de ser
reducido. Después de la reduccidn, el colorante reacciona con el oxigeno en estado
triplete (estado fundamental del oxigeno), para formar el oxigeno singlete (estado
excitado), el oxigeno excitado reduce el Fe™ a Fe*. El peroxido de hidrégeno
reacciona con el Fe*? para formar el radical hidroxilo, este ataca a cualquiera de los
componentes celulares, incluyendo, en particular, el ADN, formando un complejo
intercalado con el colorante. Como consecuencia, varios derivados de la serie de
acridina inducen foto propiedades farmacolégicas, principalmente de foto toxicidad,

actividad foto bactericida y de mutagenicidad. (Benchabane et al., 2009).
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1.3.6 Colorantes De Tiazina

Los colorantes basicos de Tiazina se derivan de las indaminas mediante la
introduccién de un puente de azufre entre los anillos hexagonales y se obtienen
mediante sulforacion directa de las indaminas con acido sulfhidrico en presencia de
agentes oxidantes. (Rudolph, 1986). El cromdéforo de este tipo de colorantes es

cationico. Entre ellos el mas conocido es el Azul de Metileno.

e Azul de Metileno

Su nombre cientifico es 3,7-bis (dimetilamino)- Cloruro de fenazationio, o también
llamado Cloruro de Metiltionina. Fue descubierto en 1876 por Caro y Lauth. En
acuicultura, este colorante es eficaz contra infecciones fungicas superficiales y
protozoarias en el cultivo de peces y puede ser utilizado como una alternativa al
verde de malaquita. También se utiliza en la prevencién de proliferacién bacteriana

durante el transporte de organismos de cultivo (Fajardo, 2002).

Tabla 10. Propiedades Fisico-Quimicas del Azul de Metileno.

PROPIEDADES

N\ Férmula molecular C16H1sCIN3S

H3C . & ,CH 3 Peso molecular 319,85 g/mol
‘i

CHs3 Cl= CHs Solubilidad (20 °C) ~ 50 g/l

Apariencia fisica Soélido azul oscuro
Punto de Fusion 100-110 °C
Figura 4. Estructura del Azul de Metileno
Densidad 1.757g/cm?
Absorbancia (Amax.) 661 nm

Rango de p H (a 10g/1 ~3 a20°C

en H20)

Log Po/w 5.85

Se utiliza en una sola aplicacion como un bafio a 3 ppm. El azul de metileno
puede ser manejado para el tratamiento de Ictioftiriasis (enfermedad del punto
blanco), enfermedad de terciopelo, Costiasis, enfermedades de los peces de coral,

Chilodonelliasis y como medicina paliativa en todos los casos de enfermedad de las
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branquias, donde los peces sufren de dificultad en la respiracion. Es particularmente
eficaz contra Saprolegnia, Costia, Trichodina y especies de Chilodonella mediante la
aplicacién a un bafo de larga duracién de 3 mg/l o de 30 mg/l para el bafio de corta
duracion. Se puede usar para el tratamiento de micosis tegumentaria en todas las
edades de peces de agua dulce en estanques y canales en una tasa de aplicacion
de 2 a 2.5 mg/l en un bafio permanente. Cuando se usa contra la infeccion
bacteriana en branquias, se utiliza en un bafio a concentraciones de 8-10 ppm.
También se aplica en el tratamiento de cuarentena de los peces de acuario con
bafos de 1 ppm. A concentraciones de 1-2 ppm, para el tratamiento de Icthyopthirius
multifiliis (Tonguthai & Chanratchakool, 1992).

En otras actividades, se utiliza ampliamente como pigmento de fibras acrilicas,
poliéster, papel y en la fabricacion de tintas. Asimismo posee abundantes
aplicaciones en el campo de la Quimica Analitica, siendo un reactivo de reconocida
eficacia en la deteccion de ciertos cationes y aniones como Ta®, sn®*, §* y ClO*.
(Burriel et al., 1999; Torres, 2010). En otros se ha mostrado utilidad en el campo
bioldgico y el médico. Un ejemplo en este sentido es su utilizacién para distinguir
entre ADN y ARNt (Barret et al., 1997; Torres, 2010). Este colorante se maneja en
los laboratorios de analisis ambiental para la determinacién de sustancias activas al
azul de metileno (SAAM), como son los detergentes (Bautista, 2011).

A causa de la facilidad con que se reduce formando una leucocombinacion
(incolora), se puede utilizar como aceptor de hidrégeno que se reconoce por su facil
decoloracién, en las reacciones bioquimicas de Oxido-Reduccion. (Rudolph, 1986).
Es usado como un fijador y colorante basico para el diagndstico de protozoos
parasitos, células sanguineas y otras preparaciones microscopicas (lannacone et al.,
1999; Costamagna et al., 2004). En Salud Publica al azul de metileno se le usa para
el tratamiento de la metahemoglobinemia, se reduce a azul de leucometileno como
antidoto reduciendo Fe** a Fe®", convirtiendo la MHb a Hb aunque en dosis o
concentraciones elevadas ocasiona Metahemoglobinemia (Clifton & Leikin, 2003;
Stocche et al., 2004) y para casos de intoxicacion por herbicidas (Watt et al., 2005).
En 1881, Ehrlich report6 al azul de metileno como el primer antimalarico sintético, en
la actualidad se sigue utilizando para el tratamiento de la malaria ya que inhibe el
50% del crecimiento eritrocitico parasitario de Plasmodium berghei y P. yoelii

nigeriensis (Garavatio et al., 2008).
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Se utiliza en la desinfeccidon de aguas, debido a que este colorante genera
especies reactivas de Oxigeno los cuales son agentes oxidantes (oxigeno singlete)
mediante su irradiacion o su fotosensibilizacion con energia solar (Garcia, 2002;
Orellana et al., 2006).

Mecanismo de accién

La toxicidad para la biota marina de ciertos compuestos antropogénicos aumenta
si después de la absorcién hay exposicion al sol. Este efecto se conoce como
fototoxicidad o toxicidad fotoinducida y se muestra por varios compuestos
aromaticos policiclicos como los colorantes de acridina y el Azul de Metileno
(Peachy & Crosby, 1996; Lee & Kim, 2002).

El Azul de Metileno al absorber energia en forma de luz UV visible genera
Oxigeno molecular singlete ('0,) (Tuite & Kelly, 1993), por transferencia de energia
desde el estado electrénico excitado del colorante al oxigeno presente en el medio.
El oxigeno singlete se presenta como un agente fuertemente oxidante y
frecuentemente es el responsable de los efectos toxicos en los sistemas vivos
producidos por fotosensibilizacion bajo condiciones aerdbicas. Practicamente todos
los tipos celulares, desde procariotas hasta eucariotas, sufren dafios irreversibles
por exposicion al 102 que conducen a la muerte celular. (Soncin et al., 2002; Dahl,
1994; Nagano et al., 1994; Ben-Hur et al., 1995). Precisamente las reacciones del
oxigeno singlete estan involucradas en la fotomodificacion de otras membranas
como las de los glébulos rojos, mitocondrias, microsomas y liposomas (Orellana et
al., 2006; Vargas & Rivas, 2004). Facilmente puede atravesar la membrana celular y
anclarse a la mitocondria, lisosomas y sobre la doble hélice del DNA. Este colorante
es hidrofilico y esto determina su localizacion intracelular. Sufre reduccion formando
Azul de Leucometileno después de la excitacion electrénica, esta leucobase genera
agentes oxidantes como el H,O, y O, los cuales pueden danar los sustratos
biolégicos directamente, o en presencia de Fe*® se genera OH causando la
formacion de residuos de guanina oxidados, en particular 8-hidroxiguanina en el
DNA (Gabrielli, 2004; Yao & Zhang, 1996; Zhang & Tang, 2005; Oliveira, 2006;
Wainwright et al., 1997). El azul de metileno, ademas induce la apoptosis celular
mediante la generacion de especies reactivas del oxigeno en presencia de luz(ROS,

como el 'O, OH, HyO, etc) el cual desencadena una cascada apoptética
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aumentando en la expresion de proteinas pro-apoptéticas (Bad, Bcl-xL), este tipo de
proteinas producen una especie de poro en la membrana externa de la mitocondria y
la pérdida de potencial de membrana que permite la posterior liberacion del
citocromo c¢ en el citosol de la célula, y la activacion de caspasas (caspasa-3), las
cuales son mediadoras esenciales en el proceso de apoptosis celular (Yan Lu et al.,

2008), en la figura 5 se muestra el mecanismo de accion del colorante.
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Figura 5. Mecanismo de induccion de apoptosis celular por Azul de Metileno (Yan Lu et al., 2008).
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Asimismo el azul de metileno cuando existe deficiencia de G6PD, oxida
directamente por medio del 'O, al NADPH a NADP*, el cual es el donante de
electrones para reacciones enzimaticas entre ellas la catalizada por la glutation
reductasa y ésta es esencial en la proteccion del eritrocito contra el estrés oxidativo;
asi generando anemia hemolitica (Acosta et al., 2003).

El Azul de Metileno también inhibe la guanilil ciclasa, inactivando la produccion de
GMPc y un aumento en el calcio citosolico, fosforilacion de la cadena liviana de la
miosina y por lo tanto contraccion muscular, inhibiendo el efecto vasodilatador del
oxido nitrico (Ignarro et al., 1984), en la figura 6 se muestra el mecanismo sobre la

guanilil ciclasa.
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Figura 6. Mecanismo de accion del Azul de Metileno en la via del Oxido Nitrico (Viaro et al., 2002).
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1.3.7 Colorantes derivados del Trifenilmetano

Entre los mas representativos se encuentra el Cristal Violeta, Verde brillante,
Verde de Malaquita, etc. Poseen colores fuertes y brillantes, son usados de
manera extensiva en la industria textil, papelera, en la tincién del cuero, algunos de
estos colorantes son utilizados en la industria cosmética, y en la industria
alimentaria; en medicina veterinaria se utilizan en el tratamiento de infecciones
externas ocasionadas por hongos, protozoarios y bacterias (Azmi, 1998).

El Verde Malaquita se forma mediante condensacion de benzaldehido con 2
moléculas de dimetilanilina los cuales le aportan los grupos amino al posterior
colorante en una solucion de &cido clorhidrico, obteniendo la base incolora o la
leucobase del colorante, y por oxidacion con didéxido de plomo se forma el croméforo
del verde de malaquita, el atomo de H del metano no sustituido y el ion hidrégeno
del grupo amino se separan en forma de agua y asi uno de los dos anillos
bencénicos toma la forma quinoidea, con lo que se forma el colorante obteniéndose
la sal coloreada (en forma de oxalatos o de sales dobles con el cloruro de zinc).
(Hortal, 1987).

Debido a su baja biodegradabilidad, algunos de estos colorantes han sido
reportados por acumularse en la superficie del agua y los sedimentos (Nelson &
Hites, 1980). La toxicidad, carcinogenicidad y mutagenicidad de algunos de estos
colorantes los convierte en un problema ambiental significativo (Horsefield et al.,
1976; Black et al., 1980).

e Oxalato de Verde de Malaquita

El Oxalato de Verde de Malaquita es un colorante N-metilado
diaminotrifenilmetanico, su nombre de acuerdo a la CA Index es Methanaminium, N-
[4-[[4-(dimethylamino) phenyl]phenylmethylene]-2,5-cyclohexadien-1-  ylidene]-N-
methyl-, ethanedioate, ethanedioate (2:2:1). En acuicultura es el colorante mas
utilizado como desinfectante, especialmente en granjas de salménidos. Su actividad
fungicida fue conocida en la década de los 30’s. En 1950 se utiliz6 como un
antiséptico y en el tratamiento contra parasitos tanto internos como externos. En
1960, se demostr6 que Verde de Malaquita proporcionaba una alta actividad
antiprotozoaria particularmente contra Ichthyophthirius muiltifiliis, Ichthyobodo

necator, Trichodina sp., Trichodinella sp., Chilodonella sp.
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Es uno de los colorantes mas importantes con actividad fungicida, se encontrd
que de 49 compuestos fungicidas tratados, es el mas efectivo contra los hongos
oomicetos (Campbell et al.,, 2001) y para el hongo de agua Saprolegnia sp. en
huevos de peces. Se le usa como monocomponente en varias concentraciones en
bafios o bien como multicomponente en combinaciéon con formaldehido, verde
brillante, cristal violeta, azul de metileno, etc.

En acuicultura ornamental (Sudova et al., 2007), se utilizan inmersiones de 10 a
30 segundos en un rango de concentracion de 66.7-100mg/l en el tratamiento de
infecciones fungicas externas. En bafos de corta duracion se utiliza de 1 a 1.5h de
duracion con una concentracion de 6.7mg/l.

En bafos de larga duracion (6 dias) se utilizan concentraciones de 0.5mg/l en
carpas, y otras especies con importancia en fuente de alimentacion humana
(Svobodova et al., 1997).

También se utilizan bajas concentraciones de 0.15 a 0.20mg/l en salmonidos.
Una de las preparaciones mas conocidas es la utilizada con 3.5g de Verde de
Malaquita como multicomponente en combinaciéon con 3.5g de Azul de metileno
disueltos en 1000ml de Formaldehido, tomando de 1.5 a 3 ml de la solucién para
100L de agua (Sudova et al., 2007).
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Tabla 11. Propiedades Fisico-Quimicas del Oxalato de Verde Malaquita.

0 PROPIEDADES
O °
Formula molecular Cs2H54N4012

OH
Ny 0 Peso Molecular 927 g/mol
Hc 0 - o i
P ™ N " CH, Estado fisico Cristales verdes
| | o
cl
L Hy %y _ 2 Solubilidad 110 g/l (24°C en
Figura 7. Estructura del Oxalato de Verde de Malaquita H.0)
Absorcion (Amax.) 614nm
Punto de fusién 164°C
Rango de p H 0.0 amarillo a 2.0

verde, 11.6 verde,
14 incoloro

6.90

Por otra parte, también se utiliza como un agente colorante alimentario,

desinfectante médico y antihelmintico, asi como colorante en la tincion de la seda,
en las industrias de la lana, yute, cuero, algodon, papel, acrilico, industria cosmética,
farmacéutica, impresion, etc (Srivastava et al., 2004; Jang et al., 2009; Sharma,
2011). Sin embargo, este colorante se ha convertido en un compuesto altamente
controversial debido a los riesgos que supone el consumir especies de la acuicultura
tratados con Verde de Malaquita (Alderman & Clifton-Hadley, 1993).
Ha sido identificado como sustancia nociva por el comité de la OMS/FAO (OMS,
1965) y prohibido en algunos paises debido a su citotoxicidad en varias células de
mamiferos. También se ha reportado que causa carcinogénesis, mutagénesis,
fracturas cromosomicas, teratogenicidad y toxicidad respiratoria en ratones. En salud
publica causa efectos en el sistema inmunolégico, sistema reproductivo y
propiedades genotdxicas y carcinogénicas (Fernandes et al.,, 1991; Rao, 1995;
Gouranchat, 2000). A pesar de la gran cantidad de datos sobre sus efectos toxicos,
Verde de Malaquita se sigue utilizando como un parasiticida en la acuicultura y otras
industrias (Youn-Jung et al., 2008).
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Mecanismo de accién

Tanto Verde de malaquita como su forma reducida, Verde de leucomalaquita son
persistentes en el ambiente y se plantean como un problema potencial ambiental
presentando toxicidad aguda para una amplia variedad de animales acuaticos y
terrestres (Srivastava et al., 2004). Ademas provocan graves riesgos para la salud
publica. Desciens & Bablet (1994) reportaron que el verde malaquita es una toxina
multiorganica.

El principal objetivo celular del Verde de Malaquita es en las mitocondrias en
peces y mamiferos (Zahn & Braunbeck, 1995). Después de la absorcion, el verde
malaquita se reduce a verde de leucomalaquita, que es la forma persistente el
colorante (Culp et al., 2006).

Verde de Leucomalaquita actua como un toxico respiratorio enzimatico
(Alderman, 1985; Srivastava et al., 2004). La subunidad beta de la ATP sintasa es
significativamente bajo después de la exposicion al colorante en consecuencia la
posterior disminucion de la sintesis de ATP a partir de la ultima etapa de la cadena
transportadora de electrones. Mas especificamente, Verde de Malaquita promueve
una pérdida del potencial de membrana mitocondrial acompafada de un edema
mitocondrial. El colorante es lipdfilo y directamente puede alterar la bicapa lipidica de
las membranas celulares provocando un aumento de la permeabilidad de la
membrana (Srivastava et al., 2004). Esta transformacion en la permeabilizacion
mitocondrial es ocasionada por la inhibicién respiratoria atribuible a la liberacién de
citocromo c el cual es producido por la oxidacion de NAD(P)H a NAD(P)+
(Kowaltowski et al., 1999).

Cuando el potencial de la membrana mitocondrial se pierde, el Verde de
Malaquita estimula la expresion del factor inductor de apoptosis programada
(PDCD8) y es liberado de las mitocondrias hacia el citosol y termina finalmente en el
nucleo de la célula donde se une al ADN. Esto normalmente se inicia en una
transduccion de sefiales resultante de la induccion de una via independiente de
caspasas de la apoptosis, provocando la fragmentacién del ADN y la condensacion
de cromosomas induciendo la apoptosis celular. (Kowaltowski et al., 1999; Candé et
al., 2002; Bras et al., 2005; Pierrard et al., 2012).

En otro contexto, Verde de Malaquita induce la sobre expresion de proteinas

encargadas en la transduccion de sefiales y en procesos de migracion, adhesion
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diferenciacion y division celular, como la integrina B3b; y la proteina sept 2 la cual
tiene funciones de organizacion del citoesqueleto durante la fase final de la mitosis,
formando un anillo entre las 2 células separando a la célula madre de la célula hija.
(Gupta et al., 2003; Pierrard et al., 2012). Rao (1995), demostré que este colorante
inhibe la sintesis del DNA, por actuar sobre el receptor EGF y en los eventos de la
transduccion de sefales mediada por el receptor activado en el ciclo celular, asi
presentandose como un promotor tumoral en higado de ratas.

Doergehan et al., (1998), demostraron que verde de leucomalaquita inhibe la
peroxidasa tiroidea, la enzima que cataliza la yodacion y reacciones de acoplamiento
necesarios para la sintesis de la hormona tiroidea (TSH). Por ende, la exposicion
cronica a verde de leucomalaquita podria causar tumores de células foliculares de la
tiroides a través de la estimulacién hormonal de TSH. Verde de Malaquita sufre una
reduccion a Verde de Leucomalaquita, catalizada por citocromo P-450 por medio de
una N-desmetilacion produciendo metabolitos de amina primaria y secundaria los
cuales son similares a arilaminas cancerigenas y son oxidados a metabolitos por la
tiroperoxidasa (TPO) que reaccionan con el ADN, ya sea directamente o después de
la esterificacion dando lugar a tumores en tiroides y en higado de ratones (Figura 8)
(Culp et al., 1999).
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Figura 8. Mecanismo del metabolismo de Verde de Malaquita en ratones y sus efectos (Culp et al., 1999).
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Ademas, este colorante forma aductos en el DNA in vivo estimulando la

reparacion del DNA produciendo mutaciones (Renwick et al., 2010).
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1.4 BIOINDICADORES Y
Artemia franciscana
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1.4.1 Bioensayos

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 agua, aire, suelo y sedimento, asi como de
la biota asociada y por ende de los ecosistemas. Estos efectos dependen de la
concentracion en la que se encuentren dichas sustancias, de su persistencia y
biodisponibilidad, pudiendo ocasionar desde efectos no letales, como el
desplazamiento temporal de algunas especies, hasta la muerte de poblaciones
enteras. Los téxicos que entran a las aguas marinas de fuentes urbanas, agricolas e
industriales pueden permanecer suspendidos en la columna de agua, ser
incorporados a la biota acuatica o depositarse sobre el fondo e incorporarse en los
sedimentos marinos. Algunos de estos contaminantes quimicos son persistentes,
mientras que otros son mas susceptibles a transformaciones fisicas, quimicas o
biolégicas (Beg et al., 2001). La investigacion formal de los efectos adversos de los
contaminantes sobre los organismos se inicia en la década de los 30’s, 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 dafio que ya habia ocurrido
y se basaron en pruebas de mortalidad de los organismos (pruebas de toxicidad
aguda) (Ramirez & Mendoza, 2008).

Actualmente, para valorar tales efectos adversos se necesitan de bioensayos
ecotoxicolégicos que sean simples y confiables, y permitan ademas identificar y
evaluar los efectos potenciales de los contaminantes generados por actividades
agricolas, acuicolas, industriales y urbanas, sobre componentes biologicos en el

ecosistema marino (T6rokné et al., 2007).

Estos ensayos consisten en la exposicion de grupos de organismos a
determinadas concentraciones del toxico por un tiempo determinado. Los
organismos deben estar en buenas condiciones de salud, previamente aclimatados
a las condiciones del ensayo, y se mantienen en condiciones ambientales

constantes. Ademas se dispone de grupos control (que no se exponen al téxico).
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Después se mide y se registran los efectos bioldgicos observados en cada uno de
los grupos control y tratados con los distintos contaminantes en estudio v,
posteriormente, se efectua un analisis estadistico de los datos obtenidos. Los
efectos téxicos a evaluar pueden ser: mortalidad, inmovilidad, inhibicién del
crecimiento de la poblacién, alteracién del comportamiento, etc., determinandose
distintas variables como, por ejemplo, la concentracion letal 50 (CL s0), que es la
concentracion letal para el 50 % de los individuos expuestos. Cuanto menor sea el
valor de CLsg para un determinado producto, mas elevada sera su toxicidad. Las
condiciones de los cultivos y los ensayos deben estar altamente estandarizadas para
permitir la comparacion de los resultados. Los resultados obtenidos de la aplicacion
de los bioensayos de toxicidad han demostrado que pueden ser usados para
identificar areas de mayor o menor contaminacién, también pueden ayudar a la
seleccién de sitios para los cultivos de especies acuaticas, son utilizados en
programas de monitoreo ambiental evaluando la calidad del agua, asi como los
efluentes residuales que vierten en rios y zonas costeras; también se han utilizado
para determinar la relacion entre efectos téxicos y biodisponibilidad (Ingersoll, 1995;
Chapman, 2007).

Los ensayos pueden ser de laboratorio con un numero reducido de especies, y
en condiciones estandarizadas que se reproducen solo en forma parcial a las
condiciones naturales en el ambiente, o de campo con “encierros” sometidos a las
condiciones del medio. Los organismos empleados para los ensayos deben tener
alta sensibilidad a los toxicos, ya que al establecer las concentraciones seguras para
ellos se espera proteger a todo el ecosistema, pero hay que tener en cuenta que
distintas especies tienen diferente sensibilidad a distintas sustancias quimicas.

Las caracteristicas que debe de tener un bioensayo de toxicidad de acuerdo a

Ramirez y Mendoza (2008) se muestran en la siguiente tabla:
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Tabla 12. Criterios para la seleccion de bioensayos en laboratorio para la evaluacién toxicologica de
sustancias quimicas (Ramirez & Mendoza, 2008)

e Bajo costo

e Materiales y reactivos disponibles
e Tiempo maximo de desarrollo, 5 dias
e Procedimiento de prueba simple

e Facilidad en la evaluacion de la respuesta a medir

e  Facil obtencion

e  Facil mantenimiento

e Representatividad ecoldgica: de un grupo funcional, taxonémico, de una ruta de
exposicion

e Con informacioén sobre su sensibilidad a compuestos téxicos (base de datos)

e Estadio mas sensible

e Respuesta relevante a compuestos mas toxicos

e Sensibilidad a bajas concentraciones

e Sensibilidad a una amplia variedad de compuestos téxicos

e Sensibilidad no redundante con otras especies

e Informacion sobre su biologia

e Condiciones presentes en los ecosistemas (temperatura, salinidad, etc. Por €j. En
México)

e Concentraciones quimicas reales que se presenten en el ecosistema

e Técnicamente seguros y no contaminantes

e Posibilidad de ser estandarizada

e Exactitud y precision analiticas

o Significado ecoldgico de los resultados

e Requerimientos minimos de supervivencia y reproduccion en pruebas y testigos

e Comprobacion de concentraciones nominales
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En paises desarrollados, esta problematica se ha canalizado efectivamente a
través de esquemas normativos que incluyen de manera importante la determinacion
de los efectos sobre los sistemas biolégicos, tanto en exposiciones de corto como de
largo plazo (Hobbs et al., 2005), y se ha llegado incluso hasta el nivel de no sélo
determinar lo que ocurre con las especies aisladas, representativas de estos
ambientes, sino que se han impulsado de manera importante los estudios sobre las
rutas y mecanismos de transporte de los contaminantes en los ecosistemas y la
determinacion de la acumulacion, transformacion y efectos diferenciales que ocurren
en las comunidades que habitan ahi. En México todavia es primitiva la introduccion
de criterios biolégicos en la normatividad ambiental, pues se sustenta en estandares
de calidad ambiental que se basan en niveles maximos permisibles para algunos
contaminantes considerados como importantes por sus efectos bioldgicos, pero sin
qgue exista una evaluacion bioldgica que permita determinar si tales estandares son
en realidad efectivos para lograr la proteccién de la vida acuatica (Martinez et al.,
2008). Esto exige el desarrollo o adaptacion de una serie de pruebas biologicas para
medir directamente los efectos tdxicos en los organismos y en los ecosistemas. Este
requerimiento surge debido a la necesidad de adaptar los bioensayos a las
condiciones particulares de México, ya que la gran mayoria de las pruebas
estandarizadas hoy en dia han sido desarrolladas utilizando organismos y
condiciones presentes en las areas templadas del mundo. México, por el contrario,
presenta vastas regiones subtropicales y tropicales que difieren en temperatura,
iluminacion, entre otras condiciones ambientales, lo cual puede cambiar no
solamente el comportamiento fisicoquimico de los contaminantes, si no también el
metabolismo de los organismos (Johannes y Betzer, 1975). Contar con estos
procedimientos le permitira al pais tener avances importantes en la proteccién del

ambiente acuatico.

54 |Pagina



Valoracion del riesgo toxicolégico agudo de tres colorantes de importancia en | 2012
acuicultura sobre nauplios de Artemia franciscana

1.4.2 Bioindicadores

La evaluacion de los efectos toxicos de los contaminantes, se realiza a través de
una exposicién controlada de organismos de prueba seleccionados que
deseablemente son representativos de las comunidades en los ambientes acuaticos,
a concentraciones establecidas de compuestos quimicos (puros o en mezclas), o
bien directamente a diluciones de muestras de efluentes contaminantes, muestras
de agua de sistemas receptores de descargas, o muestras de formulaciones
quimicas comerciales, de composicion conocida o desconocida, cuya toxicidad
desea determinarse, normalmente en exposiciones cortas, 10 que permite expresar
el resultado como una concentracion letal media (CLsp), para un tiempo de
exposicion determinado. También es necesario el poder inferir posibles dafios sobre
las comunidades acuaticas en los sistemas receptores, a partir de esta variable
(Dorn et al., 1987, Chapman, 2000).

A estos organismos se les denomina bioindicadores o indicadores ecol6gicos
ya que tienen la propiedad de responder a la variacion de un determinado factor
bidtico o abidtico del ecosistema, de tal manera que esta respuesta quede reflejada
en el cambio de un valor o mas variables de cualquier nivel de dicho organismo; a
estas variables, cambios o caracteristicas se les denomina variables bioindicadoras,
ya que presentan efectos visibles tras ser expuestos a dichos contaminantes. Estos
organismos tienen requerimientos fisicos, quimicos, de estructura del habitat y de
relaciones con otras especies. A cada especie o poblacion le corresponden
determinados limites de estas condiciones ambientales entre las cuales los
organismos pueden sobrevivir (limites maximos), crecer (intermedios) y reproducirse
(limites mas estrechos). En general, cuando mas estenoica sea la especie en
estudio, es decir, cuando mas estrechos sean sus limites de tolerancia, mayor sera
su utilidad como indicador ecoldgico. Las especies bioindicadoras deben ser, en
general, abundantes, muy sensibles al medio de vida, faciles y rapidas de
identificar, bien estudiadas en su ecologia y ciclo biolégico, y con poca movilidad, de
manera que sea posible comparar las condiciones antes y después de una
perturbacion ambiental (Raz-Guzman, 2000). EI empleo de bioindicadores esta
enfocado no sélo para medir el riesgo de los contaminantes quimicos en el
ecosistema acuatico, sino también para determinar el impacto potencial al ambito

humano. Asi que no todos los organismos acuaticos podran ser tomados como
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bioindicadores, las adaptaciones evolutivas a diferentes condiciones ambientales y
limites de tolerancia a una determinada alteracién dan las caracteristicas a ciertos
grupos que podran ser considerados como organismos sensibles por no soportar
variaciones en la calidad del agua, mientras que otros organismos son
caracteristicos de agua contaminada por materia organica (Roldan, 1999). Cuando
los parametros son criticos, los organismos sensibles mueren y su lugar es ocupado
por organismos tolerantes (Alba-Tercedor, 1996). De tal forma que los cambios de la
estructura y composicién de las comunidades bidticas puede ser utilizada para
identificar y evaluar el grado de contaminacion de un ecosistema acuatico. La
evaluacion de efectos toxicos en el agua es limitado, si se considera la riqueza
especifica que es comun encontrar en muchos de los ecosistemas naturales, y
principalmente en los tropicales, que en su conjunto representan alrededor del 75%
de la biodiversidad mundial (Lacher y Goldstein, 1997). La propuesta de otras
opciones como organismos de prueba, generalmente se enfrenta a dificultades como
la falta de informacion biologica para entender los mecanismos de reaccion e inter-
pretar adecuadamente las respuestas de intoxicacidn observadas, dificultades para
obtener lotes confiables de organismos de ensayo (Arenzon et al., 2003), falta de
consistencia en los resultados, y falta de conocimiento de los intervalos normales de
respuesta a fin de determinar cuando un resultado expresa realmente un efecto
significativo. No obstante, es necesario buscar y proponer especies alternativas
debidamente sustentadas, que proporcionen informacion mas adecuada y facil de
entender y extrapolar, de acuerdo a las condiciones ambientales de la biota acuatica
que prevalece en areas geograficas que no estan incluidas en las zonas templadas
del mundo (Kwok et al., 2007).

Cairns & Dickson (1971), y De Zwart (1995); senalaron los siguientes beneficios
al utilizar bioindicadores para evaluar los riesgos de los distintos xenobidticos en el

ambiente acuatico:

e Los datos bioldgicos son facilmente accesibles como los fisico-quimicos

¢ Integran los efectos en un gran numero de individuos. La respuesta bioldgica
es integrativa y acumulativa en la naturaleza, especialmente en los niveles
altos de la cadena tréfica, reduciendo el numero de medidas en espacio y

tiempo.
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e La existencia de conceptos biolégicos, proveen una mejor informacion que

otros descriptores para un cierto tipo de contaminacion.

e Miden la bio-habilidad de los compuestos, integrando concentracion y su

toxicidad intrinseca.

La facilidad de cultivo, manejo y sobre todo por su importancia ecoldgica, con
frecuencia se recurre a especies planctonicas como organismos de prueba, pues
son un componente fundamental en la comunidad zooplancténica, siendo un grupo
dominante que funciona como el enlace principal entre los productores primarios y

los consumidores de niveles troficos superiores (Mount & Norberg 1984).

En este trabajo de investigacion se presenta como modelo bioindicador al micro
crustaceo Artemia franciscana, ya que constituye al primer nivel de la cadena trofica
(zooplancton) de ecosistemas acuaticos salinos. Artemia presenta una alta
adaptabilidad a rangos grandes de salinidad (5-250g/L) y de temperatura (6-35°C),
tiene un ciclo de vida corto, una alta fecundidad presentando una estrategia de
reproduccion (reproduccion bisexual/partenogénica), es decir, la formacién de
quistes, los cuales resisten condiciones extremas de salinidad, temperatura,
concentraciones de oxigeno, radiacion solar, etc. Obteniendo asi su posterior
activacion de metabolismo y ulterior eclosién de los nauplios. Ademas Artemia se
exhibe como un organismo filtrador no selectivo, es decir, presenta una
adaptabilidad a varios nutrientes y es resistente a la manipulacion. Pérez et al.,
(2010) determinaron que la repetitividad y reproducibilidad de los bioensayos a corto
plazo con Artemia son al menos iguales, que los ensayos utilizando Daphnia spp. Y
en algunos casos a los valores obtenidos utilizando Brachydanio spp. Con las
caracteristicas intrinsecas anteriormente mencionadas, Artemia es un organismo
adecuado para ser utilizado como bioindicador en bioensayos de ecotoxicidad
acuatica, garantizando la fiabilidad, viabilidad y la relacion de coste-eficacia en la
investigacion ecotoxicolégica de xenobidticos. (Nunes et. al., 2006), ademas la
norma mexicana NMX-AA-110-1995-SCFI establece a la Artemia franciscana como
bioindicador para la evaluacion de toxicidad aguda 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.
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1.4.3 BIOLOGIA Y ECOLOGIA DE LA ARTEMIA

Clasificacion Taxondmica

Phyllum Artrépoda

Clase Crustacea

Subclase Branquiépoda
Orden Anostraca
Familia Artemiidae

Género Artemia, Leach 1819

Artemia es un crustaceo perteneciente a la Sublclase Branquiopoda, de mayor
distribucion mundial, por ser cosmopolita (Sorgeloos, 1987). Se caracterizan por
estar dotados de apéndices toracicos en forma de hoja, y al orden Anostraca, por la
ausencia de un caparazoén rigido (Bartolomé, 2005). El género Artemia es un grupo
de poblaciones de especies hermanas las cuales se clasifican de acuerdo a su
sistema de reproduccion. Entre las cepas bisexuales de Artemia se han descrito 6
especies hermanas: Artemia salina (procedente de Lymington, Inglaterra), Artemia
tusiniana (procedente de Europa), Artemia franciscana (América Norte, Centro y
Sur), Artemia persimilis (procedente de Argentina), Artemia urmiana (Iran) y Artemia
monica (procedente de Mono-Lake, CA-USA). Algunas cepas partenogenéticas han
sido encontradas en Europa y Asia, entre ella esta la Artemia partenogénica (Abreu-

Grobois y Beardmore, 1980).

Artemia habita en lagos salados y estanques hipersalinos distribuidos por todo el
planeta. Al mismo tiempo, podemos encontrar a este organismo bajo condiciones
climaticas extremas que pueden ir desde el tropico humedo y subhumedo hasta el
clima arido (Vanhaecke et al., 1987).Se adaptan a condiciones que oscilan dentro de
un amplio margen de temperatura (6—35°C), con una salinidad de 5-250g/L y aguas
ricas en cloruros, sulfatos y carbonatos. (Bowen et al., 1978 Sorgeloos, 1979).

Tienen una adaptabilidad a varias fuentes de nutrientes actuando como un filtro
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alimentador no selectivo, debido a esta capacidad que tiene la Artemia de incorporar
y almacenar minerales como Fe, Cu, Zn y Mn, los cuales se ven reflejados en las
células embrionarias y quistes. Estos minerales actian como componentes
esenciales de enzimas (arginasa y pepetidasa) por lo que intervienen en el
metabolismo de proteinas, lipidos, carbohidratos y en la sintesis de acidos nucleicos
(Nunes et. al., 2004, Akiyama et. al., 1993). Son fuente de alimento para peces,
aves, y varios invertebrados. Son capaces de sintetizar eficazmente hemoglobina y
poder hacer frente a los bajos niveles de oxigeno disuelto que existen en los
ambientes hipersalinos (Gilchrist, 1954, & Liu, 1987; Civera, 1993). Ademas la
hemoglobina de los crustaceos que forman quistes, se transforma en hematina y se
deposita en el coridn incrementando su grosor y de esta manera el corion se vuelve
protector del embrién a las altas salinidades y de la intensa radiacion solar. Presenta
tolerancia a concentraciones variables de oxigeno, de acuerdo a Amat (1985), lo que

le permite adaptarse frente a condiciones extremas.

1.4.4 MORFOLOGIA Y CICLO DE VIDA DE LA ARTEMIA

Crustaceo primitivo, caracterizado por un gran numero de segmentos en el
cuerpo, dividido en cabeza, térax y abdomen, posee una serie de apéndices no
especializados llamados toracopodos, en la parte anterior-lateral del cuerpo, los dos
segmentos posteriores del térax corresponden a la zona genital, el abdomen
corresponden a seis segmentos posteriores y concluye con el telson y el cual
termina en una corta cola caudal. Posee una serie de anténulas filiformes. En la
cabeza de los adultos pueden observarse un par de ojos compuestos y uno simple,
los nauplios por su parte, constan de un ojo medial hacia el final anterior
denominado ojo naupliar. El apéndice del primer segmento de la cabeza es el primer
par de antenas, las cuales no son articuladas y presentan quimio-sensores (Fig. 9)
(Pacheco, 2011).

59 |Pagina



Valoracion del riesgo toxicolégico agudo de tres colorantes de importancia en | 2012
acuicultura sobre nauplios de Artemia franciscana

O R b 1t
assle

D mveprests

Carzllishcas it iyoas o by Lilema

Figura 9. Caracteristicas morfolégicas de Artemia

Los quistes de Artemia tienen forma biconcava antes de hidratarse, después
toman forma esférica al hidratarse, el embridon recobra su metabolismo reversible
interrumpido. Después de 24 horas la membrana externa de los quistes se rompe y
aparece el embriéon rodeado de la membrana de eclosién. Durante las horas
siguientes, el embrién abandona la cascara del quiste colgando del “cascaron” vacio
a la cual permanece aun unido. Dentro de la membrana de eclosion se completa el
desarrollo del nauplio, sus apéndices comienzan a moverse y en un breve periodo

de tiempo la membrana de eclosion se rasga emergiendo el nauplio.

El primer estado larvario (Estado |) mide entre 400 y 500 micras de longitud, tiene
un color pardo anaranjado debido a la acumulaciéon de reservas vitelinas y posee
tres pares de apéndices; el primer par de antenas que tienen la funcién sensorial, el
segundo par de antenas con funcion locomotora y filtradora y las mandibulas con
una funcion de toma de alimento. Un unico ocelo de color rojo también llamado ojo
nauplial se encuentra situado en la cabeza entre el primer par de antenas. La cara
ventral del nauplio se encuentra cubierta por un amplio surco que interviene en la
toma de alimento. Su aparato digestivo no es todavia funcional permaneciendo aun

cerrados la boca y el ano (Fig. 10).
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anttwia 1

Swimming setae A

Figura 10. Nauplios de Artemia; (A) cara dorsal y (B) cara ventral.

Tras 24 horas después de la eclosion, la artemia evoluciona al segundo estado
larvario (Estado Il) o también llamado metanauplio de 24h. Mide aproximadamente
0.6mm. Pequefas particulas alimenticias; tales como células de microalgas vy
bacterias con un tamafio que varia entre 1 y 40 micras son filtradas por el segundo
par de antenas, siendo entonces ingeridas por un aparato digestivo ya funcional.
Estas particulas son arrastradas al atrio bucal e ingresan al eséfago, en seguida, a
los ventriculos globulares los cuales tienen accion digestiva. A continuacion, el
alimento pasa al tubo intestinal que tiene forma de J, finalmente los restos del
alimento filtrado son eliminados por el ano. El nauplio continia su crecimiento
apareciendo diferenciaciones a lo largo de las 15 mudas.

Las siguientes tres etapas (cada uno terminado por una muda) se clasifican como
etapas de metanauplius. Algunas de las tendencias en el desarrollo durante estas
ultimas etapas incluyen apéndices mas desarrollados en el aparato (maxilares y el
maxilar superior) y un térax mas largo, con una definicion de los segmentos
toracicos. Asi van apareciendo unos apéndices lobulares en la regién toracica que
se diferenciaran posteriormente en toracopodos los cuales tienen funciones
natatoria, respiratoria y filtradora de particulas alimenticias. Se desarrollan ojos
complejos laterales a ambos lados del ojo nauplial. Se producen importantes
cambios tanto morfolégicos como funcionales por ejemplo, las antenas pierden su
funcion locomotriz y se transforman en elementos de diferenciacion sexual. Los
futuros machos desarrollan unos apéndices curvados y prensiles que serviran para
el acto copulativo, mientras que las antenas de las hembras degeneran en

apéndices sensoriales.
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Los adultos de Artemia miden hasta 10 mm de longitud en las poblaciones
bisexuales y hasta 20 mm en las poblaciones partenogenéticas. Los adultos se
caracterizan por un cuerpo alargado con dos ojos complejos pedunculados, un
aparato digestivo lineal, unas anténulas sensoriales y 11 pares de toracépodos
funcionales. Viven un tiempo aproximado de 4 meses. El aparato circulatorio esta
formado por un largo corazén tubular con un ostiolo en su extremo posterior y por
varios senos en diversas zonas del cuerpo. A través del sistema circula hemolinfa y
hemoglobina. El sistema respiratorio se encuentra directamente relacionado con la
actividad locomotriz, ya que se localiza en los exopodocitos de los toracépodos

actuando como branquias (Fig. 11).

Antdmada

—Pl0 meopller
Qunglin svpraesctiqgiso
G1indu)a saxilac
Cocandn

Out

Intestino medlo
Ganglias

Qveria

Oviductot

Ovieaco o Staro

Intastine postacior T G1incula de da chscare
S~

Figura 11. Sistema circulatorio y digestivo de Artemia.

El macho posee un par de piezas prensiles musculadas muy caracteristicas en la
region cefalica mientras que en la parte posterior del térax se puede observar un par
de penes. La hembra de Artemia no tiene apéndices distintivos en la regién cefalica,
pero puede ser facilmente reconocida por el saco de puesta o Utero que esta situado
inmediatamente detras del undécimo par de toracoépodos (Fig. 12).
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Figura 12. Diferencias morfolégicas entre macho y hembra de Artemia.

Los huevos se desarrollan en dos ovarios tubulares situados en el abdomen. Una
vez maduros, tienen forma esférica y se desplazan hasta el utero a través de dos
oviductos. La precopula de los adultos se inicia cuando el macho sujeta a la hembra
entre el utero y el ultimo par de toracépodos, con sus antenas curvadas. Las parejas
pueden nadar de esta forma durante largo tiempo en lo que se conoce como
posicion de monta, para lo cual mueven sus toracopodos de forma sincrénica. La
copula es un rapido acto reflejo; la parte ventral del macho se dobla hacia delante y
uno de los penes es introducido en la abertura del utero fertilizando los huevos. En el
caso de las hembras partenogenéticas la fertilizacion no tiene lugar y el desarrollo
embrionario comienza tan pronto como los huevos han llegado al utero. A
continuacion, la hembra libera el contenido del utero al exterior (Reproduccidn
ovipara). Los quistes generalmente flotan en las aguas hipersalinas y son llevados
hasta las orillas donde se acumulan y se secan. Estos quistes se forman a partir de
una secrecion de hematina de las glandulas de la cascara, formando una corteza de
proteccion para mantener al embrién durante tiempo prolongado en estado de
criptobiosis (anabiosis). Tiene ventajas en cuanto a la adaptacién a condiciones
extremas, por ejemplo de temperatura ya que resisten temperaturas de hasta -271
°C o altas de entre 60-70 °C reduciendo su viabilidad en tan solo un 15% aprox.
También resisten bajas presiones, accion de diversos disolventes y radiaciones
(Bartolomé, 2005). El corion de los quistes desecados tiene la capacidad de captar
agua hasta el 200% de su peso, ya que el metabolismo aerdbico en el embrion
enquistado asegura la conversion de la trealosa, como carbohidrato de reserva, en

glicogeno (como fuente de energia) y glicerol que son acumulados por el embrién en

63|Pagina



Valoracion del riesgo toxicolégico agudo de tres colorantes de importancia en | 2012
acuicultura sobre nauplios de Artemia franciscana

la membrana cuticular externa. El incremento en la concentracién de un producto
altamente higroscopico como es el glicerol, ocasiona un mayor aumento en la
asimilacion de agua por el embrion a través de la membrana cuticular externa. Como
consecuencia de este fendmeno se produce un aumento de la presion osmotica en
el interior de la membrana cuticular externa hasta que se alcanza un punto critico,
momento en el cual se produce la ruptura de esta membrana y de la cascara del
quiste. La ruptura de la cascara va acompafnada de la liberacién de todo el glicerol al
medio de cultivo. El desarrollo del embrién hasta la eclosién dura aproximadamente
24 horas en condiciones adecuadas, llegando a su fase adulta en 20-30 dias de vida

libre alcanzando un tamafio medio de 7mm. (Fig.13).
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Figura 13. Ciclo de vida de Artemia franciscana (Tompkins & Dann, 2009).
1.4.5 Artemia franciscana

Es el anostraco mas utilizado como alimento vivo para larvas de peces
dulceacuicolas y marinos (Garcia-Ortega, 2000; Garcia-Ortega et al., 2000; Lavens
& Sorgeloos, 2000; Sato et al., 2004; Moraiti-Loannidou et al., 2007).

Es dominante en el continente americano, se encuentra distribuida desde Canada
hasta la zona central de Chile. Se distingue de otras especies ya que habita aguas
con una mayor diversidad en composicibn quimica y con un mayor rango de
salinidades que van desde 30 hasta 330g/l. Aunque de acuerdo a Triantaphyllidis et

al., (1995) y Agh et al.,, (2008), reportaron que el maximo crecimiento de A.
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franciscana en la forma juvenil fue observada a 35g/I de salinidad (10.16£0.85mm);
mientras que a 40g/l de salinidad experimentan 100% de mortalidad. De acuerdo a
Bowen et al. (1985), A. franciscana esta considerada como un conjunto de
subespecies aisladas tanto ecologica como fisiolégicamente; estos grupos
poblacionales pueden estar aislados reproductivamente en la naturaleza por
ejemplo; Artemia franciscana franciscana (Kellog, 1906) del Gran Lago Salado,
UTAH, EUA; y salinas costeras del Norte, Centro y Suramérica, aisladas con la
poblacion Artemia franciscana monica (Verril,1869) del lago Mono en California, EUA
o de Artemia franciscana sp., que incluye a poblaciones de aguas carbonatadas
como la que se encuentra en Nebraska, EUA (Browne & Bowen, 1991). En México,
Artemia franciscana se encuentra distribuida en 17 sitios, 14 en cuerpos de agua
salados costeros (4 en el golfo de México, 10 en costa del pacifico) y el resto de
aguas interiores en condiciones de salinidad y de temperatura especificas, (Castro et
al., 2000). La diversificacion entre poblaciones se debe a las diferencias que se
encuentran en la composicidon quimica de los habitats y por consiguiente en la
intolerancia de cada poblacién a habitar otro lugar diferente, al cual se encuentra
aclimatada.

Resiste mejor a los factores abidticos, en comparacion a las especies
partenogenéticas, al observarse sobrevivencia y fecundidad significativamente
mayores de A. franciscana (Triantaphyllidis et al., 1995, Barata et al., 1996), Artemia
franciscana tiende ademas a presentar mejor éxito colonizador si se introduce en
nuevos habitats, desplazando a la fauna nativa (Williams & Geddes 1991). Presenta
un comportamiento variable frente a la luz a lo largo de su desarrollo, mostrando
inicialmente un fototropismo positivo, seguido de una corta fase de fototropismo
negativo, y finalmente fototropismo positivo, esta variabilidad del comportamiento
esta vinculada a las necesidades de las primeras fases larvarias de alcanzar niveles
mas someros de la masa de agua, posiblemente en busca de temperaturas mas
favorables que faciliten su desarrollo, asi como alimentarse de la produccion
primaria en aguas superficiales (Valiela, 1995; Cebrian & Valiela, 1999). Durante las
mudas son particularmente vulnerables, por lo que es posible que las larvas
muestren un fototropismo negativo como respuesta a la busqueda de aguas mas
profundas, o refugio, que reduzca tal vulnerabilidad frente a posibles depredadores

(Rooth, 1965; Isenmann, 1975). Una vez que la Artemia ha alcanzado el estadio de
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adulto, con toda la capacidad de movimiento que esto le permite, mostraria un
comportamiento de fototropismo positivo en busca de la capa mas iluminada donde

se concentra el fitoplancton que le sirve de alimento.

El género Artemia es el unico género animal en todo el mundo cuyo estado
criptobidtico esta disponible comercialmente de manera continua, como fuente de
alimento para los peces y crustaceos en acuicultura. Favoreciendo su uso en

estudios de toxicidad aguda (Gémez, 2011).
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2. HIPOTESIS Y JUSTIFICACION
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HIPOTESIS

La presencia de productos terapéuticos antibacterianos utilizados en el sector
acuicultura como son los colorantes Azul de Metileno, Clorhidrato de Acriflavina y
Oxalato de Verde de Malaquita, son capaces de mostrar efectos toxicoldgicos
(toxicidad aguda) en organismos no objetivo entre ellos a los planctéonicos al cual

pertenece el microcrustaceo de aguas salinas Artemia franciscana.

JUSTIFICACION

En la actualidad, el manejo en altas concentraciones de una gran variedad de
sustancias quimicas en la profilaxis y/o tratamiento de enfermedades ocasionadas
por ectoparasitos en el sector de acuicultura, cuando éstas son vertidas a los medios
acuaticos en altas concentraciones generan residuos quimicos los cuales presentan

efectos toxicos en organismos no obijetivo.

Algunos sustancias de esta indole, por ejemplo productos quimicos organicos
ionizables o sustancias organometalicas pueden manifestar toxicidad diferente en
agua dulce y en agua de mar. En consecuencia numerosas sustancias quimicas no
han sido especificamente evaluadas desde el punto de vista de sus efectos sobre el

medio ambiente acuatico, en particular en aguas costeras.

El uso de colorantes sintéticos como antiparasitarios en la acuicultura generan un
riesgo no solo por sus propiedades téxicas y cancerigenas, sino también porque
inhiben la entrada de los rayos solares y ocasionen una disminucion en la
fotosintesis, asi mismo una reduccion critica en los niveles de oxigeno disuelto y

otros son persistentes tanto en el ambiente acuatico como en los organismos.

La importancia en la utilizacidon de especies planctonicas como bioindicadores
para evaluar efectos toxicoldégicos de numerosas sustancias quimicas, por ejemplo
la toxicidad aguda, permite desarrollar bioensayos toxicolégicos que sean sencillos
pero con una alta confiabilidad en sus resultados para predecir el impacto ecoldgico
qgue conlleva el utilizar este tipo de productos de manera deliberada (intensiva) en la

actividad acuicola.
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Entre los organismos planctonicos, se presenta a Artemia franciscana como un
excelente bioindicador para aguas salobres o salinas por su facil manejo y cultivo
pero sobre todo por su importancia ecoldogica ya que funciona como un enlace
principal entre los productores primarios y los niveles tréficos superiores. Artemia es
un organismo adecuado para ser utilizado como bioindicador en bioensayos de
ecotoxicidad acuatica, garantizando la fiabilidad, viabilidad y la relaciéon de coste-

eficacia en la investigacion ecotoxicoldgica de xenobidticos.
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3. OBJETIVOS
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OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la toxicidad aguda de los colorantes triciclicos organicos sintéticos:
Azul de metileno, Clorhidrato de Acriflavina y Oxalato de Verde de Malaquita, a
través de un bioensayo de procedimiento sencillo, con alta confiabilidad en los

resultados y de bajo coste, utilizando como bioindicador Artemia franciscana.

3.1.2 OBJETIVOS PARTICULARES

o Determinar el efecto toxico agudo que se puede derivar de la presencia del

colorante Azul de Metileno

e Determinar el efecto toxico agudo del colorante Clorhidrato de Acriflavina

e Determinar el efecto téxico agudo del colorante Oxalato de Verde de

Malaquita

e Comparar la sensibilidad de los nauplios de Artemia franciscana a estos

colorantes de acuerdo a las LCsp de 24, 48 y 72 horas de exposicién de cada

uno de los xenobidticos
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4. MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES Y METODOS
4.1 Agua marina sintética

Para la preparacion de agua de mar sintética se utilizé sal marina de la marca
Sera salt (SERA PREMIUM), libre de nitratos, fosfatos y silicatos

Se diluyé en 1000ml de Se midié el pHy se

Se pes6 33.33g de sal agua destilada para Py J
marina sintética (SERA, obtener una solucién al Ia-ljglsgl) fl&nhzzlt:ctll(r)ln dHe
SALT) 3.3% de salinidad (o 8.240 2 P
33gl/l) e

Diagrama 9. Preparacion del agua de mar sintética para el cultivo de Artemia franciscana

4.1.1 Organismo de prueba

Los ensayos se realizaron con quistes de Artemia franciscana de Salt Creek (Salt
creek, Inc), producto de E.U.A que garantizan un minimo de 260.000 huevos/g. A
partir de los quistes se obtuvieron poblaciones homogéneas de nauplios (90%

eclosioén), con un tamafio de 500-525 ym.
4.1.2 Obtencion de los nauplios de Artemia franciscana

Para la obtencion de nauplios se pesaron 0.1 g de quistes de A. franciscana se
incubaron durante 24h en 150ml de agua marina sintética en artemiero con
oxigenacion constante-saturada mediante bomba de aireacibn manteniendo los

siguientes parametros en bafio térmico:
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Tabla 13. Parametros seguidos para una optima eclosion de nauplios de Artemia franciscana.

8.210.2

33-35% (33-35g/1)

27-30°C (baino térmico)

1000 lux

4.1.3 Colorantes organicos

Los colorantes utilizados fueron de grado analitico, por lo que no se necesitd de
purificacion para cada uno de los colorantes. Para la realizacién de los ensayos de
toxicidad (CLsp), se prepararon soluciones patron a 10ml (10,000ul) con agua
destilada empleando tubos de ensaye, cuidando de colocarlos en ambiente de
oscuridad para evitar su fotodegradacion, en la siguiente tabla se muestran (Tabla
14) las caracteristicas, clasificaciéon y No. De CAS de cada uno de los colorantes

empleados:
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COLORANTE

Clorhidrato de
Acriflavina (3, 6-
diamino-10-
methylacridinium
hidroclorhidrato*

Euflavine)

Azul de Metileno
(3,7-bis
(dimetilamino)-
Cloruro de

fenazationio)

Oxalato de Verde
de Malaquita N -
[4-[14-
(dimetilamino -

fenil]

fenilmetilen] -2,5-

ciclohexadien-1-
ilideno]-N-metil-,

etanodioato)

Tabla 14.Colorantes y concentraciones empleados

ESTRUCTURA MOLECULAR

CONCENTRACIONES
UTILIZADAS EN ORDEN
CRECIENTE PARA EL
BIOENSAYO A LAS 24,

48 Y 72H
DE EXPOSICION (mg/l)

0.010, 0.015, 0.020,
0.025, 0.030, 0.035,
0.040, 0.045, 0.050,
0.055, 0.060, 0.065,
0.070, 0.075, 0.080,
0.085, 0.090, 0.095, 0.10,
0.15, 0.20, 0.25, 0.30
mg/L

0.15, 0.20, 0.25, 0.30,

0.35, 0.40, 0.45, 0.50,

0.55, 0.60, 0.65, 0.70,

0.75, 0.80, 0.85, 0.90,

0.95, 1.00, 1.50, 2.00,
2.50 mg/L

0.000030, 0.000050,
0.000070, 0.000090,
0.00010, 0.00030,
0.00050, 0.00070,
0.00090, 0.0010, 0.0030,
0.0050, 0.0070, 0.0090,
= 0.010, 0.030 mg/L

CLASIFICACION DEL

COLORANTE

ACRIDINA
AciDo*

TIAZINA
CATIONICO BASICO

TRIFENILMETANO
CATIONICO
AciDO

No. CAS
FORMULA QUIMICA
PESO MOLECULAR

SOLUBILIDAD

(C27H26Cl12Ne)
8063-24-9
Obtenido de Sigma-
Aldrich
259.7 g/mol
250-300 g/l (20°C)

(C16H1sCIN;S)
61-73-4
Obtenido de Sigma-
Aldrich
319,85 g/mol
(20 °C) ~ 50 g/l

(CasHsoN4O4 2H2C204)
2437-29-8
Obtenido de Golden
Bell
927.03g/mol
110 g/l (24 °C)
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4.1.4 Determinacién de la toxicidad aguda del Azul de metileno, Clorhidrato de

Acriflavina y Oxalato Verde de Malaquita en nauplios de Artemia franciscana

El ensayo letal 50 (LCsp) se realiz6 siguiendo la metodologia propuesta por
Vanhaecke & Persoone (1981) la cual se basa en la determinacién de la
concentracion que causa la muerte del 50% de nauplios de Artemia en 24 h. Se
inicid con la incubacion de los quistes de Artemia franciscana, en agua de mar
sintética con los parametros descritos en la Tabla 13. Se prepararon soluciones
patron de cada uno de los colorantes utilizados, descritos en la Tabla 14. En placas
multipocillo de 24 pocillos, los nauplios obtenidos de 24h, fueron distribuidos en
cajas Petri estériles para la contabilizacion posterior de 10 nauplios (n=10) en cada
pocillo utilizando una pipeta Pasteur estéril graduada a 970ul. Se realizaron los
bioensayos sobre las placas multipocillo con los 10 nauplios en cada pocillo,
utilizando alicuotas de 30ul de las soluciones patrén de cada colorante para la
obtencién final de 1000ul en cada pocillo utilizando concentraciones de forma
creciente con cuatro repeticiones cada una, dejando la columna A como control.
Posterior a la exposicion, la incubacién se realizd en ambiente de oscuridad,
manteniendo humedad, en temperatura media de 25°C y durante un periodo de
exposicion a cada uno de los xenobidticos de: 24h, 48h y 72h. (Toxicidad aguda).
Una vez transcurrido este tiempo, se pasé a la lectura de cada una de las placas de
ensayo, contabilizando el numero de nauplios vivos y muertos de Artemia
franciscana en cada uno de los pocillos de cada concentracion. La muerte
(respuesta) de los nauplios se establecio por la falta total de movimientos tanto

interno como externo durante 10 seg. de observacién bajo el estéreo microscopio.

76 |Pagina



Valoracion del riesgo toxicolégico agudo de tres colorantes de importancia en

2012

acuicultura sobre nauplios de Artemia franciscana

( Y

Incubacién de los quistes
de Artemia franciscana
en agua de mar sintética
con los parametros
descritos en la tabla no.1

é )

Distribucion de 10
nauplios de A.
franciscana de 24h en
placas multipocillo
(c/pocillo) con pipeta
pasteur estéril graduada
a 970ul

\ J

\. .

-

Después del
(toxicidad aguda)

tiempo de exposicion

~\

realizé

é )

Exposicion de los nauplios a
las concentraciones
utilizadas de cl/colorante
utilizando alicuotas de 30ul
en clpocillo, dejando Ia
_— columna A como control para
un volumen final de 1000ul en
c/pocillo con 4 repeticiones
c/concentracion

\. A

4 )

contabilizacion de nauplios A.
franciscana muertos (Respuesta) y vivos
por medio de estereoscopio en cada una
de las concentraciones. La respuesta se
establecio por la ausencia total de
movimientos durante 10seg.

Incubacién de las placas
a 24, 48 y 72h de tiempo
de exposicion en
ambiente de oscuridad
manteniendo humedad

\.

.

N

|
/

Obtencion de LCs a\
24, 48 y 72h de
exposicion por
Analisis Probit
(Finney 1971)
Curvas de Conc.-
Respuesta

\ y

Diagrama 10. Metodologia de los ensayos de toxicidad para la obtencién de LCso a 24, 48 y 72h de los 3

colorantes empleados.
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5. ANALISIS ESTADISTICO
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ANALISIS ESTADISTICO

Los valores de las LCsy 24, 48 y 72h en cada bioensayo fueron obtenidos,
primero realizando un analisis por medio de Curvas Concentracion-Respuesta (curva
sigmoidea) calculando los logaritmos de las concentraciones finales, relacionados
con el porcentaje de mortalidad (% mortalidad vs Log Concentracion). La respuesta
de Mortalidad de cada concentracion, se expresa a través del Teorema de
Tchebysheff:

Donde:
M=Media

k= cualquier valor mayor que 1 (Se utilizé k=2 de acuerdo a la regla empirica para
Distribucién Normal en la cual aproximadamente el 95% de los datos de mortalidad
deben estar dentro de la desviacidn estandar con respecto de la media de cada una

de las concentraciones utilizadas de los respectivos colorantes).
o= Desviacion estandar

Finalmente las LCsy de cada colorante se obtuvieron por medio del modelo de
Analisis Probit (Finney, 1971), el cual convierte el porcentaje de mortalidad de cada
concentracion de colorante a Unidades Probit y las concentraciones en logaritmos,
con el objetivo de obtener una regresion de tipo lineal y su correspondiente
coeficiente de correlacién. EI Método de Minimos Cuadrados se utilizé para el
ajuste de curva y disminucion del error. (Distribucion Normal), el nivel de intervalo
de confianza fue de a=0.05 (95%), seguido por la aplicaciéon del ANOVA para
comparar la sensibilidad en los tres diferentes estadios de la Artemia franciscana. Se
empled el paquete estadistico BioStat Professional 5.8.1.0 Version 2009 para

graficar resultados.
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RESULTADOS

Se valord la toxicidad aguda a 24, 48 y 72h de exposicion de los colorantes
Clorhidrato de Acriflavina, Azul de Metileno y Oxalato de Verde de Malaquita
sobre nauplios de Artemia franciscana mediante la determinacion de la respuesta

LCso de cada colorante ensayado, con cuatro repeticiones de cada concentracion.
6.1. Clorhidrato de Acriflavina

Se observd que para el Clorhidrato de Acriflavina, la respuesta de LCsp a 24h
sobre nauplios de Artemia franciscana fue de 0.2197mgl/l. En la siguiente Tabla 15
se muestran los valores obtenidos de LCsy con sus respectivos limites de confianza

del 95% asi como las Concentraciones Letales al 10% y 90% del colorante:

Tabla 15. Valores de LCsp A 24h del Clorhidrato de Acriflavina y sus limites de confianza 95%.

LCso (24n) 0.2197mgl/l

Limites de confianza 95% de LCs, 0.2181-0.2214
LCqo 0.1873mg/l
LCq 0.2522mg/l

La curva de Concentracion-Respuesta a 24h del Clorhidrato de Acriflavina se
obtuvo mediante la conversion de las concentraciones utilizadas a logaritmo vy, la
respuesta se representa en por ciento de Mortalidad, en el grafico 1 se presenta la

curva Concentracién-Respuesta:
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Analisis Probit- CURVA CONC.-EFECTO DEL CLORHIDRATO DE ACRIFLAVINA A 24H
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Grafico 11. Curva Concentracion-Respuesta del Clorhidrato de Acriflavina a 24h de exposicion en

nauplios de Artemia franciscana.

En el analisis Probit se obtuvo un coeficiente de correlacion lineal, mostrandose en

el Gréafico 2:

r=0.96
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Grafico 12. Analisis Probit del Clorhidrato de Acriflavina a 24h.

A 48h de exposicion del Clorhidrato de Acriflavina se obtuvo una LCsy de
0.2319mgl/l, con escasa diferencia estadistica al valor de la LCsy de 24h, se

presentan en la Tabla 16:

Tabla 16. Valores de LCso a 48h de exposicion de Clorhidrato de Acriflavina y limites de confianza del
95%.

LCso (asn) 0.2319mgl/I

Limites de confianza 95% de LCs, 0.2261-0.2378
LCo 0.1121mgl/l
LCoo 0.35191mg/l
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Andlisis Probit-Curva Conc-Respuesta a 48h
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Grafico 13. Curva de Concentracion-Respuesta del Clorhidrato de Acriflavina a 48h de exposicion en

nauplios de Artemia franciscana.

En el analisis Probit se obtuvo un coeficiente de correlacion lineal y el siguiente

grafico (Grafico 4):

r=0.88
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Grafico 14. Analisis Probit a 48H de exposicion del Clorhidrato de Acriflavina

A las 72h de exposicion del Clorhidrato de Acriflavina se obtuvo una LCso de
0.01406mg/l sobre nauplios de Artemia franciscana estadisticamente diferente a los
valores de LCso obtenidos de 24 y 48h de exposicidn al xenobiético, los resultados a

este tiempo se muestran en la Tabla 17:

Tabla 17. Valores de LCsq del Clorhidrato de Acriflavina y limites de confianza del 95% sobre nauplios de
Artemia franciscana.

LCso (72H) 0.01406mg/I

Limites de confianza del 95% de LCs, 0.01330-0.01483
LCyo 0.00190mg/I
LCqo 0.02623mg/I

Para la relacién de Concentracion-Respuesta se obtuvo la siguiente curva (Grafico
5):
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Analisis Probit
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Grafico 15. Curva de Concentracion-Respuesta a 72h del Clorhidrato de Acriflavina.

Con un coeficiente de correlacion lineal de y el Grafico 6:

r=20.95
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Grafico 16. Analisis Probit a 72h del Clorhidrato de Acriflavina

A 24h y 48h de exposicion al Clorhidrato de Acriflavina existié diferencia
significativa (F= 121.3 p<0.05 = 0.000001624, F=33.1 p<0.05= 0.000184g,) con
respecto a 72h de exposicion (F= 62.8 p<0.05= 0.00021), es decir, presentd mayor
sensibilidad en el estadio de 72h que a las 24 y 48h de Artemia franciscana.
(p<0.05).
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6.1.2 Azul de Metileno

Para el Azul de Metileno se obtuvo una LCsy a 24h de 1.2575mg/l, en la Tabla
18 se muestra la LCsop4n), sus respectivos limites de confianza del 95% vy la
respuesta de mortalidad al 10% y 90%:

Tabla 18. Valores de LC50 del Azul de Metileno a 24h con sus respectivos limites de confianza del 95%.

LCoso (24n) 1.2575mgl/l

Limites de confianza del 95% de LCs, 1.2289-1.2859
LCyo 0.7512mg/l
LCoo 1.7637mg/I

En la curva de Concentracion-Respuesta de exposicion se obtuvo el siguiente
grafico (Grafico 7):

Analisis Probit

Curva de Regresitn (Dosis Prevista)
Dosis (Puntos Experimentales)

Respuesta (%)
~N w w - o w “w 8
w o w o w Qo wn

20

-0.2. -0.15 -0.1 -0.05 o 0.05 0.1 0.15 02 025 0.3 035 0.4
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Grafico 17. Curva Concentracion-Respuesta del Azul de Metileno a 24H de exposicion en nauplios de

Artemia franciscana.

Con respecto al analisis Probit, en la regresion lineal se obtuvo un coeficiente de

correlacion de y el Grafico 8:

r=20.97
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Grafico 18. Analisis Probit del Azul de Metileno a 24h de exposicion.

A 48h de exposicion se obtuvo una LCsy de 0.6557mg/l, estadisticamente

diferente al obtenido a 24h, los resultados se muestran en la Tabla 19:

Tabla 19. Valores de LCs a 48h de exposicion del Azul de Metileno y limites de confianza del 95%.

LCs 0.6557mgll

Limites de confianza del 95% de LCs, 0.6298-0.6817
LCy 0.3686mg/I
LCq 0.9429mg/l

En el analisis de Concentracion-Respuesta a 48h se obtuvo la siguiente curva
(Gréfico 9):
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Grafico 19. Curva Concentracion-Respuesta a 48h del Azul de Metileno.

Para el analisis Probit se consiguié un coeficiente de correlacion lineal y el Gréafico

10:

r=0.97

90 |Pagina



Valoracion del riesgo toxicolégico agudo de tres colorantes de importancia en | 2012
acuicultura sobre nauplios de Artemia franciscana
¥ Predicha [Log10[Dosis (Estimulo)] ]
8.8
8.6
8.4
8.2
8
7.8
7.6
7.4
72 ° ®
7
6.8
6.6 °
6.4
6.2
6
5.8
5.6
= .
S
4.8 °
4.6
44
Z 4.2
X 4 >
238 °
A0
3.4
3.2
3 ®
2.8
24 0
2.2
2
1.8 :
-085 -08 -0.75 -0.7 -065 -06 -055 -05 -045 -04 -035 -0.3 -025 -02 -0.15 -0.1 -0.05 0 0.05
Log10[Dosis (Estimulo)]

Grafica 20. Analisis Probit del Azul de Metileno a 48H.

A 72H de exposicion del Azul de Metileno se determind la LCsy que fue de
0.3241mgl/l, en la Tabla 20 se muestran los respectivos Limites de Confianza al
95%:

Tabla 20. Valores de LCso a 72H del Azul de Metileno y limites de confianza del 95%.

LCsp (72h) 0.3241mgll

Limites de confianza del 95% de LC50 0.3122-0.3359mg/|
LCyo 0.1401mgl/l
LCq 0.5080mg/I
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Obteniéndose la siguiente curva de Concentracién-Respuesta a 72h (Grafico 11):

Andlisis Probit

Curva de Regresion (Dosis Prevista)
= Dosis (Puntos Experimentales)
90

Log10(Estimulo (Dosis))

Grafica 21. Curva Concentracion-Respuesta a 72h del Azul de Metileno.

En el analisis Probit se obtuvo la siguiente grafica (Grafico 12), con un coeficiente
de correlacion lineal de:

r=20.91
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Grafica 22. Analisis Probit del Azul de Metileno a 72H.

A 24h y 48h de exposicion al Azul de Metileno existié diferencia significativa (F=
219.2 p<0.05 =0 24h, F=88.9 p<0.05= 0.00024sn) con respecto a 72h de exposicion
(F= 37.3 p<0.05=0.0003), es decir, presenta mayor sensibilidad al estadio de 72h de
Artemia franciscana que a las 24 y 48h. (p<0.05).

6.1.3 Oxalato de Verde Malaquita

Para el Oxalato de Verde de Malaquita a 24h de exposicion en nauplios de
Artemia franciscana se obtuvo una LCsg de 0.00695mg/I, en la Tabla 21 se muestra
la LCsp con sus respectivos limites de confianza del 95% asi como las

concentraciones letales al 10 y 90%:

Tabla 21. Valores de LCso a 24h del Oxalato de Verde de Malaquita y limites de confianza del 95% sobre
nauplios de Artemia franciscana

LCs0 (24n) 0.00695mg/I

Limites de confianza del 95% de LCsp 0.00679-0.00711
LC1o 0.00376mg/l
LCqo 0.01013mg/l
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En la relacién Concentracion-Respuesta se obtuvo el siguiente grafico (Grafico 13):

Anslisis Probit-Curva Conc.-Respuesta

Curva de Regresion (Dosis Prevista)
Dosis (Puntos Exparimentales)

-2.5 -2’.4 2.3 2.2 -2.1
Log10(Estimulo {Dosis))

Grafico 23. Curva Concentracion-Respuesta del Oxalato de Verde Malaquita a 24h de exposiciéon en

nauplios de Artemia franciscana.

En el analisis Probit, se obtuvo un coeficiente de correlacion lineal de Pearson y
la siguiente grafica (Grafico 14) de regresion lineal:

r=0.993
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Grafico24. Analisis Probit del Oxalato de Verde Malaquita a 24H.

En el bioensayo a 48h se obtuvo una LCsy de 0.00319mgl/l, en la Tabla 22 se

muestra la LCsp, sus limites de confianza del 95% y sus respectivos LC1g y LCgou:

Tabla 22. Valores de LCs, del Oxalato de Verde Malaquita a 48H y respectivos LC95%.

LCso (4sn) 0.00319mg/l
Limites de confianza del 95% de LC50 0.00287-0.00351

LC1o 0.00110mg/I
LCso 0.00748mg/l

En la relacién Concentracion-Respuesta se obtuvo la siguiente curva (Grafico 15):
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Grafico 25. Curva Concentracion-Respuesta del Oxalato de Verde Malaquita a 48h de exposicion en

naulios de Artemia franciscana.

En el analisis Probit se obtuvo el siguiente coeficiente de correlacién lineal y su

respectiva regresion lineal (Grafico 16)

r=0.963
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Grafico 26. Analisis Probit del Oxalato de Verde Malaquita a 48h de exposicion.

Para el bioensayo a 72h del Oxalato de Verde Malaquita se obtuvo una LCs, de
0.000223mg/l, mostrando también los limites de confianza al 95% y las LCqo y
LCg0% en la Tabla 23:

Tabla 23. Valores de LC50 a 72H del Oxalato de Verde Malaquita y limites de confianza del 95%.

LCso (72H) 0.000223 mg/l

Limites de confianza del 95% LCs 0.000213-0.000234
LC1o 0.0000375 mg/l
LCgo 0.000409 mg/I

En la relacion Concentracion-Respuesta se obtuvo el siguiente grafico (Grafico 17):
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Grafico 27. Relacion Concentracion-Efecto del Oxalato de Verde Malaquita a 72H de exposicion sobre

nauplios de Artemia franciscana.

En el analisis Probit se consiguidé la siguiente regresion lineal asi como su

coeficiente de correlacion:

r=20.973
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Grafico 28. Analisis Probit del Oxalato de Verde Malaquita a 72H.

A 24h y 48h de exposicion al Oxalato de Verde de Malaquita existe diferencia
significativa (F=309.7 p<0.05 = 0.000061 24, F= 76.2 p<0.05=0.0001 4g,) con
respecto a 72h de exposicion (F= 70.7 p<0.05= 0.001) sobre Artemia franciscana,
es decir, presenta mayor sensibilidad a las 72h que a 24 y 48h. (p<0.05), sin

embargo también existe diferencia entre las 24 y 48h asi como 48 y 72h.
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Los resultados obtenidos tras la exposicién de larvas de Artemia, a los tiempos
de desarrollo larvario correspondientes a 24-, 48- y 72 horas de vida, se presentan

resumidos en la Tabla 24:

Tabla 24. Valores de Concentracion Letal 50 (CLso), con sus correspondientes Limites de Confianza al 95
% (LC 95 %), obtenidos para cada uno de los compuestos colorantes ensayados, sobre larvas de Artemia
franciscana de 24-, 48-y 72 horas de vida.

COLORANTE LCso 24H LCs, 48H LCso 72H LC1o Y LCsg
(LC95%) (LC95%) (LC95%)

Clorhidrato de

Acriflavina

Azul de

Metileno

Oxalato de
Verde
Malaquita
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Comparacion de Curvas Conc-Respuesta a 24H del Clorhidrato de
Acriflavina, Azul de Metileno y Oxalato de Verde Malaquita
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Grafico 29. Comparacion de Curvas Concentracion-Respuesta a 24H del Clorhidrato de Acriflavina, Azul

de Metileno y Oxalato de Verde Malaquita
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Comparacion de curvas Conc-Respuesta a 48H del Clorhidrato de
Acriflavina, Azul de Metileno y Oxalato de Verde Malaquita
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Grafico 30. Comparacion de Curvas Concentracion-Respuesta a 48H del Clorhidrato de Acriflavina, Azul

de Metileno y Oxalato de Verde Malaquita.
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Comparacién de curvas Conc-Respuesta a 72H del Clorhidrato de
Acriflavina, Azul de Metileno y Oxalato de Verde Malaquita
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Grafico 31. Comparaciéon de Curvas de Concentracion-Respuesta a 72H del Clorhidrato de Acriflavina,

Azul de Metileno y Oxalato de Verde Malaquita.

El estudio de letalidad en cada uno de los compuestos activos ensayados revela
que, tanto el oxalato de verde de malaquita como el azul de metileno y el clorhidrato
de acriflavina se comportan como elementos téxicos para los nauplios de Artemia.
Los resultados obtenidos frente a la exposicidon sobre larvas de Artemia de 24 horas
de vida indican que el oxalato de verde de malaquita resulté ser el colorante mas
téxico, con un valor para la CLsy de 0.0069mg/l seguido de la Acriflavina CLso de
0.2197mgl/l y del azul de metileno CLsy de 1.2574mg/l. Como se muestra en la
Tabla 24, comparando con las LCsp a cada tiempo de exposicion 24h, 48h y 72h con
los tres colorantes ensayados, el colorante que presenté mayor toxicidad de acuerdo
a los resultados obtenidos fue el Oxalato de Verde Malaquita. Ademas, en cada
una de las graficas anteriores de curvas Concentracién-Respuesta comparando a
24, 48 y 72h de exposicidon de los tres colorantes sobre nauplios de Artemia
franciscana, la curva del colorante Oxalato de Verde Malaquita en los Graficos 19,
20 y 21, se encuentra desviada hacia a la izquierda en los tres tiempos de
exposicion al xenobiético, o que indica que se necesita de menor concentracion,

para que el colorante presente una mayor toxicidad en el bioindicador utilizado.
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Los resultados obtenidos con la exposicion sobre larvas de Artemia de 48 horas
de vida no evidencian en cuanto al efecto letal de los compuestos ensayados que
aparezcan diferencias estadisticamente significativas entre la ClLsges4) ¥ 1a Clsous)
correspondientes aunque si se presentd una LCsp a 72h de Oxalato de Verde de
Malaquita 0.00022mg/l, estadisticamente diferente a los valores obtenidos en LCsg
del Clorhidrato de Acriflavina 0.014mg/l, y Azul de Metileno de 0.3241mg/l . El
mayor efecto letal provocado por el oxalato de verde de malaquita se contintda en los
ensayos con larvas de Artemia de 72 horas de vida. El estudio comparativo de la
sensibilidad de los tres estadios larvarios utilizados aporta la evidencia del aumento
de sensibilidad conforme se aumentd el grado de desarrollo larvario; las diferencias
estadisticas son significativas para los valores obtenidos entre larvas de Artemia de
24 y 48 horas de vida, y entre los correspondientes a los estudios con larvas de
Artemia de 48 y 72 horas de vida a excepcion de una marcada diferencia
estadisticamente significativa con el verde malaquita a las 72h donde la LCso (72n) €S
de 0.00022mg/l.

Artemia franciscana a las 72h de exposicion presenté una mayor sensibilidad en
cada uno de los colorantes ensayados, es decir, existi6 una diferencia significativa

con respecto a los estadios de 24 y 48h. (p<0.05).
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7. DISCUSION
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DISCUSION

El uso de productos terapéuticos como antifungicos, antibacterianos vy
antiprotozoarios en la acuicultura costera tiene el potencial de dar lugar a residuos
quimicos que aparecen en la fauna silvestre del entorno local. Los efectos
toxicologicos en las especies no objetivo pueden estar asociados con el uso de
tratamientos de bafios quimicos, asi mismo las exposiciones quimicas accidentales
y el consumo posterior de productos acuicolas pueden presentar riesgos para la

salud humana.

De acuerdo a los datos obtenidos de las CLsy a 72h de exposicién a cada uno de
los colorantes ensayados sobre nauplios de A. franciscana, se muestra que el
colorante con una LCso menor fue el Oxalato de Verde de Malaquita el cual mostro
una LCsp de 0.000223mg/l, es decir, fue el colorante que presentd mayor toxicidad a
una concentracion menor, seguido en respuesta de mortalidad por el Clorhidrato de
Acriflavina con una LCsy de 0.01406mg/l y por ultimo al Azul de Metileno LCso de
0.3241mgll, lo que sugiere que a mayor tiempo de exposicion se necesita de una
menor concentracion para que cada uno de los colorantes presenten una mayor
respuesta de letalidad. Ademas, A. franciscana presentdé mayor sensibilidad a las
72h de exposicion de cada xenobidtico tratado, lo cual estda de acuerdo a Barahona
et al.,, 1994 y Sanchez-Fortun et al.,, 1995 que sugieren el estadio naupliar de la
Artemia franciscana de 72h con mayor sensibilidad a distintos xenobidticos.
Asimismo con los resultados obtenidos a cada tiempo de exposicion se demuestra
que existen diferencias significativas con respecto a la sensibilidad de 72h que a las
24 y 48h de exposicion de toxicidad aguda. Aunque existen datos en la literatura
como los de Shazili & Pascoe (1986) donde se manifiesta que también la
sensibilidad a los distintos contaminantes puede variar dependiendo de los distintos
estadios de desarrollo. Los estudios de toxicidad normalizados son comunmente
realizados con organismos juveniles, ya que se les registra mas sensibilidad,
asegurando asi la obtencion de resultados que establezcan niveles de seguridad

mayores frente a las exposiciones (Bartolomé & Sanchez, 2007).

Acorde a la clasificacion propuesta por la EPA (Environmental Protection Agency)
para categorizar a las sustancias o contaminantes en ambientes acuaticos para

toxicidad aguda (LCsp en mg/l), se encuentra que en la categoria o clase | se
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clasifican las sustancias con una LCso < 1 mg/l, es decir, en sustancias altamente
téxicas para organismos acuaticos, en la categoria |l se encuentran las sustancias
con una LCsp >1 - < 10 mg/l en sustancias toxicas para organismos acuaticos, y en la
categoria Ill con una LCs >10 - < 100 mg/l en sustancias peligrosas para el
ambiente acuatico. Por tanto los colorantes de nuestro estudio expuestos a nauplios
de A. franciscana pueden clasificarse en la categoria |, es decir, en sustancias o
contaminantes altamente toxicos para organismos acuaticos a las 72h de

exposicion.
7.1 Clorhidrato de Acriflavina

La toxicidad aguda del colorante en organismos acuaticos fue investigada por
primera vez por Spangenberg en 1975. Entre 1995 y 1996 Obiekezie, Okafor y
Taege observaron las LCso de la acriflavina utilizando varias especies de bagre
africano encontraron valores de LCsp (48h) entre 10-11.37mg/|, Asi mismo un estudio
realizado sobre aguas dulces en Daphnia magna a 48h por Svodova et al., (1986),
dio como resultado una LCs (48h) de 100pg/I (0.1mg/l), clasificandola dentro de las
sustancias de alta toxicidad para organismos acuaticos pertenecientes al primer
nivel tréfico. Igualmente por Svodova et al.,, 1986 realizaron otro estudio sobre
Cyclops strenuus y encontraron una LCso (48h) de 18,700ug/l (18.7mg/l). Rodriguez
et al., (2011), concluyeron en un estudio realizado sobre el efecto de la acriflavina en
la desinfeccion y la eclosion de huevos de botete diana Sphoeroides annulatus, el
colorante causdé un porcentaje bajo de eclosion de los huevos, ademas de
observarse gran cantidad de bacterias heterétrofas en las dosis aplicadas con dicho
colorante, también percibieron cambios morfolégicos de los huevos como cambio
de color a oscuro y deformaciones, y un alto porcentaje de mortalidad embrionaria a

concentraciones de 2.5, 5y 10 mgl/l.

Meinelt et al., 1992 investigaron los efectos de la dureza del agua sobre la
toxicidad de la acriflavina en peces cebra Danio rerio y encontraron que la dureza

del agua incrementa la toxicidad del colorante.

La acriflavina tiene propiedades potencialmente mutagénicas, desde que se
demostré que provoca mutaciones en E. coli y en levaduras (Nasim & Brychcy,

1979; Albert, 1979), ademas presenta propiedades cancerigenas y foto induce
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clastogenicidad en queratinocitos de hamster, investigacion realizada por
Benchabane et al., (2009). En cultivo de leucocitos humanos se demostré que

induce translocacion y rotura de la cromatida. (Nasim & Brychcy, 1979).

Sin embargo, existe escasa informacién acerca de toxicidad aguda en peces o
animales superiores del Clorhidrato de Acriflavina asi como estudios de

bioacumulacion de este colorante.
7.1.2 Azul de Metileno

La toxicidad aguda del Azul de Metileno fue investigada por primera vez por
Fitzgerald et al., (1952) y determinaron la mortalidad de Anacystis aeruginosa a una
concentracion de 0.5mg/I (500ug/l) de azul de metileno. En 1973 Hughes determiné
sobre aguas salinas la toxicidad aguda en Morone saxitilis, siendo el pez mas
sensible el cual obtuvo una LCsy a 72h de 1mg/I. Asi mismo, lannacone et al., (2007)
sobre aguas dulces, obtuvieron en Daphnia magna una LCso a 72h de 0.54mg/l
clasificandola como sustancia de alto riesgo para organismos acuaticos; Rifici et al.,
(1996) realizando estudios sobre aguas dulces con larvas de Pimephales promelas
determinaron una LCsy a 96h de 15mg/l evidenciando a este colorante como

peligroso.

La toxicidad del Azul de Metileno en la biota acuatica viene dada por induccion de
fototoxicidad, a concentraciones inferiores a las que causa mortalidad, puede
presentar efectos sobre el crecimiento y la reproducciéon (Hall & Oris, 1991; Steinert,
Montee, & Sastre, 1998). Los efectos subletales del colorante fotoactivado son a
menudo debido a un dafio directo o indirecto al ADN (Gasparro, 1988; Gasper, &
Schuster, 1997; Lee & Kim., 2002). En un estudio realizado en Bufo arenarum por
Stockert & Herkovits (2003), observaron que este colorante induce fototoxicidad

dinamica a 10mg/l de azul de metileno.

Se sabe, que ademas provoca graves problemas de contaminacion acuatica al
reducir la penetracion de la luz y la inhibicion de la fotosintesis (Waranusantigui et
al., 2003; O’Mahony, 2002). Este colorante tiene un alto potencial de bioacumulacion
en tejidos de organismos acuaticos pues presenta un coeficiente de particion
octanol/agua Log Po/w de 5.85, de acuerdo a la clasificacién de bioacumulacion

propuesta por la GESAMP para sustancias quimicas en organismos acuaticos, se
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determina que para un Log Po/w de 1 a <2, se clasifican sustancias con potencial
bajo de bioacumulacién, 2 a <3 corresponde a un potencial bajo, de 2 a <4 el
potencial es moderado, pero si se encuentra un Log Po/w de 4 a <5 la clasificacion
ya pasa a encuadrar estas sustancias dentro de un potencial alto de biocamulacion,
mientras que si se encuentra con un Log Po/w >5 la clasificacion de las sustancias
ya es de muy alto potencial de bioacumulacion. Reema et al., (2011) comprobaron
en un estudio realizado sobre Lemna minor, que el azul de metileno presenta la
capacidad de acumularse en esta planta acuatica y que conforme aumenta la

concentracion del colorante disminuye su crecimiento.
7.1.2 Oxalato de Verde de Malaquita

Acorde con los resultados obtenidos a las 72h de exposicion, fue el colorante con
mayor toxicidad, es decir, que a menor concentracion presenta una mayor respuesta

de letalidad en organismos zooplanctonicos.

Su toxicidad aguda fue estudiada por lannacone et al., (2007) obteniendo una
LCso a 72h de 3.23mg/l sobre Daphnia magna, de acuerdo a este dato encontramos
que Artemia franciscana mostr6 mayor toxicidad (0.000223 mg/l), si bien este
aumento de sensibilidad puede deberse a que Daphnia magna y Artemia franciscana
son especies diferentes y de distinto habitat (agua dulce y salada, respectivamente).
Sin embargo lo que si queda claramente demostrado es que este colorante se

muestra como altamente téxico para los diferentes ecosistemas acuaticos.

Los peces como la trucha cuando son tratados con un bafo de verde de
malaquita por 1h a la concentracion de 2 mg/l muestran menor peso, mayor
mortalidad y anemia conforme aumenta su desarrollo, en sus etapas iniciales
mostraron una mayor incidencia de tumores en el abdomen, en intestinos y el higado
(Sudova et al., 2007). Se deduce de estos experimentos que las concentraciones
letales para los peces y las concentraciones terapéuticas recomendadas

frecuentemente se encuentran muy cercanas una de la otra.

El-Neweshy et al., (2011), encontraron una LCsy a 96h de exposicidn sobre tilapia
del Nilo de 0.76mg/l, y observaron cambios en las agallas e hiperplasia epitelial
proliferativa, incrementandose la difusién del colorante, asi como necrosis laminar,

degeneracion de células hepaticas por exposicién crénica al colorante y necrosis
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renal tubular, mientras que Hanan en el 2001 obtuvo sobre alevines de tilapia del
Nilo una LCspa 96h de 0.075mg/!.

Entre 1994 y 1995 Srivastava et al., estudiaron la toxicidad sobre bagre y
obtuvieron una LCsy de 1.0mg/l clasificandola de alta a muy alta toxicidad sobre

organismos acuaticos.

Meinelt et al., (2003), determinaron que un aumento en la concentracion de Ca*?
en el agua de cultivo de larvas de pez cebra Danio rerio, aumenta la toxicidad del
Verde de Malaquita obteniendo sobre este una LCsp a 96h de exposicion de
0.061mg/l con altos niveles de Ca*?, mientras que en bajos niveles de Ca*
obtuvieron una LCsy de 0.134mg/l. Probablemente debido a la estimulacién de la
union de calcio a la calmodulina activando a la calmodulina cinasa Il en altas
concentraciones de Ca*?, se sabe que esta proteina es encargada en mediacion de

procesos inflamatorios, apoptosis, etc.

Ademas en varios estudios han demostrado que este colorante es altamente
toxico para los organismos de agua dulce y se aumenta su toxicidad cuando se
incrementa la temperatura, tanto en exposiciones agudas como cronicas, y puede
ocasionar carcinogénesis, mutagénesis, fracturas cromosomicas, teratogénesis y
reduccion de la fertilidad en organismos acuaticos tratados con este agente

terapéutico. (Srivastava et al., 2004).

La acuicultura ha estado utilizando verde de malaquita de forma continua como
un tratamiento tépico de bafio sin prestar ninguna atencién al hecho de que este
agente terapéutico aplicado topicamente también puede ser absorbido
sistémicamente y producir importantes efectos internos. Este colorante fue nominado
por su toxicidad y propiedades carcinogénicas por la FDA y por el Instituto Nacional
de Ciencias de Salud Ambiental y para estudios carcinogénicos por el Programa
Nacional de Toxicologia (NTP), ademas la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA)
de EE.UU., no lo establece dentro de los aprobados, asi mismo esta prohibido tanto
en Asia como Japoén y Tailandia, asi como en algunos paises de la Union Europea y
Chile para su uso en cualquiera de las especies acuaticas, sin embargo, este
colorante se sigue utilizando por ser relativamente econdmico de facil acceso vy

altamente eficaz en paises como el Reino Unido, Canada, México entre otros. Tanto
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el colorante como su forma reducida, Verde de Leucomalaquita son persistentes en
el ecosistema y en los organismos acuaticos, por ejemplo, 1 mg/l de bafio de verde
de malaquita durante 1 hora puede producir un nivel en suero sanguineo en los
peces de hasta 14 mg/kg de agua a temperaturas templadas. Su eliminacién a partir
de tejidos de peces es extremadamente lento en exceso de 2000 dias grado, es
decir, 200 dias a 10 °C (GESAMP, 1997).

En la Union Europea de acuerdo a la Directiva 96/23/CE establece los Limites
Minimos de Funcionamiento Exigidos (MPRL) a sustancias para las que no se ha
establecido un limite permitido y, en particular, a sustancias cuya utilizacién no ha
sido autorizada ni prohibida especificamente, establece un MPRL de 2upg/kg tanto
para Verde de Malaquita como Verde de Leucomalaquita. En Alemania, por ejemplo,
se establecioé una tolerancia de menos de 0.01mg/kg en peces comestibles tanto de
Verde de Malaquita como su forma reducida Verde de Leucomalaquita (Srivastava et
al., 2004).

Finalmente, estos colorantes no estan autorizados para su uso en veterinaria en
organismos acuaticos de consumo humano de acuerdo a la FDA en E.U.A y estan
incluidos en Farmacos con Alta Prioridad de Regulacién (Cloranfenicol, Quinolonas,
Fluoroquinolonas, Benzocaina, Quinaldina, Nitrofuranos, Azul de metileno, Verde de
Malaquita y Acriflavina). Este grupo genera preocupacion por su residualidad en el
ecosistema acuatico y sus posibles efectos en el consumidor que accediera a
productos derivados de peces de consumo que no hubieran sufrido un tiempo de
retiro adecuado del farmaco en mencion. (Gonzéalez, 2010) y han sido catalogados
como carcinogénicos o mutagénicos, de ahi su prohibiciéon en algunos paises como,

E.U.A, La Unién Europea y Asia.
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8. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

Podemos afirmar que con el presente estudio se demostré como la utilizacion del
microcrustaceo Artemia franciscana, se trata de un organismo altamente adecuado
para ser utilizado como bioindicador en bioensayos de ecotoxicidad acuatica, sobre
todo de ambientes acuaticos salinos, garantizando la fiabilidad, viabilidad y la
relacion de coste-eficacia en la investigacién ecotoxicologica de xenobidticos. La
norma mexicana NMX-AA-110-1995-SCFI| ha establecido a la Artemia franciscana
como bioindicador para la evaluacion de toxicidad aguda en cuerpos de agua
salobres y marinos, asi como aguas residuales industriales, municipales y agricolas,

lixiviados, sustancias puras o combinadas y extractos acuosos salinos.

Asi mismo, se muestra que el colorante que presentdé mayor letalidad a las
concentraciones utilizadas fue el Oxalato de Verde de Malaquita a las 72h de
exposicion, seguido en respuesta de mortalidad por el Clorhidrato de Acriflavina y

por ultimo al Azul de Metileno.

Los tres colorantes ensayados de acuerdo a su LCso a las 72h, se clasifican en
sustancias altamente toxicas para organismos acuaticos zooplancténicos, lo cual
hace peligrar a organismos en los niveles superiores de la cadena trofica, ya que si
éste primer nivel queda afectado inmediatamente los niveles superiores también se
afectaran. Los nauplios de Artemia franciscana al mismo tiempo, presentan una
mayor sensibilidad a cada xenobiético ensayado a las 72h, debido a que conforme
aumenta el desarrollo naupliar, aumenta el desarrollo de su sistema nervioso hasta
llegar al estado adulto donde otros mecanismos les hacen mas resistentes; aunque
se muestra claramente que la magnitud de la variacion en la toxicidad es debida
también a variaciones en las condiciones ambientales y del compuesto quimico en

particular e incluso de la especie.

Conjuntamente, estos colorantes son persistentes tanto en el ambiente acuatico
como en los organismos que son expuestos a dichos colorantes, asi mismo, estas
sustancias presentan metabolitos los cuales tienen propiedades carcinogeénicas y
mutagénicas, estan prohibidos para su uso en veterinaria y estan clasificados como
farmacos de alta prioridad de regulacion por la EPA, FDA y la OMS en paises como

E.U.A, Unién Europea, Chile y en algunos paises de Asia como Tailandia y Japon,
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sin embargo, en México, por ejemplo el Verde de Malaquita se sigue utilizando como
terapéutico con alta actividad antiparasitida de amplio espectro por su bajo coste y

facil acceso.

En muchos casos, los productos quimicos acuicolas no se han desarrollado
especificamente para su uso acuicola. Asi, los datos necesarios para evaluar los
riesgos en el medio ambiente acuatico, y en particular las aguas marinas, no estan

disponibles.
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RECOMENDACIONES

Esta investigacion podria completarse con un estudio de toxicidad aguda en
ambiente iluminado, ya que estos colorantes se fotoactivan generando especies
reactivas del oxigeno (ROS), y por tanto la realizacion de un estudio comparativo
entre bioensayos con ambiente de oscuridad (en acuicultura estos colorantes se
administran en oscuridad por la causa anteriormente referida) versus ambiente
iluminado, proporcionaria resultados que ampliarian la informacién sobre los riesgos
toxicologicos por fotoactivacion. Ademas realizar ensayos de toxicidad cronica y de
bioacumulaciéon seria altamente recomendable ya que existe escasa informacion
acerca de este tipo de toxicidad sobre organismos de ecosistemas acuaticos, de
esta forma se podrian establecer dosis/concentraciones que fueran adecuadas para
la terapéutica y consumo de productos posteriormente, o bien en caso de alto riesgo

e impacto, buscar alternativas al uso de este tipo de colorantes.

e Control del estrés y mantenimiento de la salud de los peces: La
incidencia y gravedad de las enfermedades infecciosas dependen muchas
veces de la calidad del entorno en que viven los organismos. Por ello, el
primero y el mas importante de los pasos para combatir las enfermedades
infecciosas es mantener en la unidad de cultivo un entorno de la mayor
calidad posible para reducir el estrés en los organismos sometidos a cultivo.
El estrés en los peces puede definirse como la alteracion de una o mas
variables fisiolégicas hasta el punto de que corra peligro su supervivencia en
el largo plazo. Dichas alteraciones son muchas veces resultados de cambios
ocurridos en la calidad fisico-quimica, bioldgica y microbiana del ambiente
acuatico, y de la disponibilidad de alimento y espacio. El estrés se puede
reducir manteniendo densidades de repoblacién realistas y ofreciendo las
mejores condiciones posibles de cultivo. La reduccion del estrés combatira el
posible riesgo de infeccion y, de esa manera, disminuira la mortalidad y otras
pérdidas afines. En este contexto del manejo de la salud de los peces, debera
promoverse la colaboracidon entre los agricultores, extensionistas y
especializados en este tema, con el fin de lograr una mayor sensibilidad y
capacidad en la conservacion de la salud de los peces y una mayor eficiencia

en la ordenacion de las explotaciones
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e Utilizacion de medicamentos, antibioticos y otros productos quimicos
para combatir las enfermedades: Los acuicultores deberian contar con una
variedad suficiente de materiales ensayados y aprobados para el tratamiento
de las enfermedades acuaticas, y deberian formularse orientaciones y
organizarse actividades de capacitacion sobre su utilizacion responsable. En
lo posible, estos materiales deberian utilizarse bajo supervision veterinaria (o
de un profesional calificado equivalente), y deberia estar estrictamente
regulada, si no prohibida, la comercializacién y uso de medicamentos que no
hayan sido certificados para ser utilizados en la produccién acuicola. Para
conseguir una eficacia maxima y continuada de los antibiéticos, tanto para su
uso en la acuicultura como, especialmente, para el tratamiento de las
enfermedades de seres humanos, deberia evitarse en la medida de lo posible

el uso preventivo (profilactico) de esas sustancias.

En la mayoria de los casos, los acuicultores no tienen acceso a suficiente
informacion, tal como el método adecuado para su uso, dosis, eficacia, los
organismos objetivo, el potencial de efectos adversos, y tiempo de espera, en

relacion con los productos quimicos de control de enfermedades.

Por ejemplo, en determinadas ocasiones, las hormonas se utilizan en algunas
formas de practicas acuicolas para inducir o impedir la maduracion reproductiva,
para la inversion de sexos y para promover el crecimiento. Si bien es posible que las
hormonas se utilicen ampliamente en la ganaderia, su utilizacién en la acuicultura no
esta bien documentada y en ocasiones se lleva a cabo sin la debida comprensién de
las cantidades necesarias ni de su persistencia en el medio ambiente o en los
productos acuicolas una vez suprimido el tratamiento. Aunque no es probable que la
utilizacibn de hormonas para regular la reproduccidon tenga consecuencias
contaminantes en las poblaciones destinadas al mercado, cuando se utilizan como
promotoras del crecimiento, dicho uso debe estar perfectamente documentado y
deben cumplirse escrupulosamente los periodos de suspension de su administracion

antes de la cosecha.

Cuando estan disponibles multiples alternativas de terapéuticos quimicos, los
acuicultores deben seleccionar medicamentos no sélo sobre la base de los datos de

eficacia, sino también en la informacién disponible en relacién a la persistencia en el
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ambiente, los posibles efectos sobre organismos no objetivo, la posible resistencia

microbiana y la tasa de eliminacion de residuos.

Ademas se deben mantener registros del uso de quimicos, incluyendo los
agentes utilizados, las cantidades, las razones para utilizar, los métodos de
aplicacion, fechas de uso, la cantidad, numero y tamafo de poblaciones tratadas,

éxito y/o fracaso de los tratamientos.

No deben descargarse en cuerpos de agua naturales efluentes que contengan
cualquier residuo quimico en concentraciones que puedan causar efectos bioldgicos

adversos.

Implementar alternativas al uso de colorantes y de otros compuestos como el
cloranfenicol, y el desarrollo de probidticos, biorremediacion, inmunoestimulantes y

vacunas.

La industria farmacéutica humana y la de animales terrestres es mucho mas
lucrativa y con mejores expectativas financieras que lo que pueda derivarse de esa
misma inversion en drogas para uso acuicola. Por ello, muchos de esos esfuerzos
de inversion, no ven en la generacion de nuevos farmacos para la acuicultura, un
negocio de rapido retorno del capital invertido y mantenimiento de un volumen de

ventas elevado.
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