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Resumen

Los bioensayos constituyen una excelente herramienta en la evaluacion del riesgo ambiental. El
objetivo del presente trabajo fue realizar ensayos ecotoxicoldgicos con el proposito de deducir el
efecto que los residuales de Coproporfirias 1l pueden tener sobre el ecosistema a partir de las
consecuencias que produzca sobre una poblacion de organismos que formen parte fundamental
de la cadena tréfica. Los ensayos ecotoxicologicos en el experimento de la Artemia sp, se pudo
observar que existe una relacion directamente proporcional entre la mortalidad y los niveles de
concentraciones probados; evidenciandose el maximo dafio a partir de la concentracion del 5 %
con un 100 % de mortalidad. Para el bioensayo de Toxicidad Aguda con semillas de lechuga se
observé un 0% de germinacion, por tanto no hubo crecimiento. Quedando demostrado que los
residuales obtenidos en la técnica de Coproporfirias Il tienen efectos toxicos tanto para los
medios acuaticos, como para los terrestres.
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Abstract

Bioassays are excellent tools for the evaluation of environmental risks. The aim of this study was
ecotoxicological tests are carried out with the objective of inferring the effect that
Coproporphyrias Il residues can have on the ecosystem from the effect it produces on a
population of organisms that forms a fundamental part of the food chain. The clinical and
toxicological tests in the Artemia sp experiment, it was observed that there is a directly
proportional relationship between mortality and the concentration levels tested; evidencing the
maximum effect from the concentration of 5% with 100% mortality. And for the bioassay of
Acute Toxicity with lettuce seeds observed 0% of germination, therefore there was no growth. It
is demonstrated that the residuals obtained in the technique of Cropporphyrias Ill have toxic
effects for both aquatic and terrestrial environments.

Keywords: coproporfirinas, ecotoxicologicaltests, Artemia, lethal concentration.

Introduccion
La toxicologia proporciona herramientas que ayudan a la deteccion y control de

descargas de residuos peligrosos. Una de ellas es el analisis detallado de las
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propiedades fisicas y quimicas de los contaminantes, lo cual permite en algunos
casos, evaluar el grado de riesgo que presenta para los organismos y de esta
forma realizar predicciones con un alto grado de confiabilidad. Sin embargo, la
caracterizacion quimica de los contaminantes es bastante compleja y costosa,
por lo cual se contempla el uso de pruebas biolégicas como complemento de los
analisis fisicoquimicos /1/. Estas pruebas ayudan a evaluar la calidad de los

efluentes y de esta forma prevenir o alertar sobre riesgos en el ecosistema /4/.

En el presente articulo se realiza la evaluacion medioambiental mediante el

empleo de ensayos ecotoxicoldgicos.

Actualmente se utilizan diferentes especies de organismos acuaticos y terrestre
de varios niveles filogenéticos como “indicadores” para determinar los efectos

toxicos de contaminantes vertidos o liberados en el ecosistema.

En la legislacion de varios paises como Estados Unidos, Canada y los de la
Comunidad Europea, entre otros, se han incluido los ensayos con organismos
vivos para cuantificar el grado de toxicidad de efluentes industriales, aguas
residuales y/o residuos solidos, para determinar los limites de descarga y los

efectos toxicos sobre la biota /2,4/.

En Cuba el control de la contaminacion del agua generalmente se basa en
analisis fisicoquimicos y microbiologicos de las aguas, centrdndose en la
implementacion de sistemas de tratamiento para la eliminacion de materia

organica y microorganismos.

Es de mucho interés en la Toxicologia actual el estudio de los efectos sobre la
salud humana de la exposicién a bajas concentraciones de sustancias quimicas.

Esta exposicion a bajos niveles muchas veces esta relacionada con la aparicién
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de efectos crénicos y con el desarrollo de enfermedades aparentemente no

vinculadas a factores téxicos.

Los residuos generados por el Laboratorio de Quimica Analitica del Centro de
Toxicologia y Biomedicina (TOXIMED) son vertidos al medio ambiente, sin
tratamiento. En este articulo se realizan ensayos ecotoxicol6gicos con el objetivo
de inferir el efecto que los residuales de Coproporfirinas 11l pueden tener sobre
el ecosistema a partir de las consecuencias que produzca sobre una poblacion
de organismos que forme parte fundamental de la cadena trofica (bacterias,

algas, invertebrados, peces).

La determinacion de Coproporfirinas Il en orina, constituye un método para la
determinacién de Pb (en forma de porfirinas) en la orina. Es una manera de
percibir los niveles de esta sustancia en personas ocupacionalmente expuestas
y que pudiesen llegar a padecer la enfermedad del saturnismo que ocasiona
dafos irreversibles en el ser humano (depdsito de Pb en las articulaciones,

dafos en el sistema nervioso central, ceguera y la muerte).

Los efectos biolégicos que se producen en los ensayos se pueden definir de
varias formas, los cuales van a ser los parametros que se utilicen para determinar

la toxicidad. A continuacion se definen dos de los pardmetros mas usados:

1. Concentraciéon efectiva (CEx): concentracion del efluente que produce
efectos negativos apreciables en un porcentaje "X" de la poblacion de
ensayo. Se usa el CEsg 0 ECsp, que seria la concentracion efectiva que
afecta al 50 % de la poblacién.

2. Concentracion letal (CLx): concentracion del efluente que produce la
muerte de un porcentaje "X" de la poblacion de ensayo. Se usa el CLso 0
LCso, que seria la concentracion letal que elimina al 50 % de la poblacion.

Para emplear los resultados de los ensayos de toxicidad se emplean las
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unidades de toxicidad (UT), que se utilizan como criterio base de la

normativa.

Materiales y métodos
Al residual liquido procedente de la determinacién de Coproporfirinas Il en
muestras de orina, se le realiz6 la evaluacion de la toxicidad aguda mediante los
siguientes bioensayos ecotoxicoldgicos:

1. Toxicidad Aguda en Artemia sp

2. Bioensayo de Toxicidad Aguda con semillas de lechuga

(Lactuca sativa L)
Toxicidad aguda en Artemia sp /7/

Esta prueba esta basada en la determinacion de la concentracion de la sustancia
en estudio que provoca la muerte al 50 % de las nauplius (Larvas) de Artemia
sp, después de 24 h de exposicion (CL50) ademas de efectos subletales. Es un
ensayo rapido que se realiza en una o dos etapas segun sea necesario; una
preliminar que proporciona un valor aproximado de CLso y determina el rango de
concentraciones a probar en el ensayo definitivo y una final la cual se realiza en
los casos donde el valor aproximado proporcionado por el preliminar no es
suficiente. Esta permite calcular la CLsp y determinar el 0 % y el 100 % de

mortalidad.

Justificacion del método a emplear: En la actualidad existe una tendencia a
reemplazar, reducir y/o refinar los métodos que utilizan vertebrados superiores
por lo que han surgido una serie de ensayos que emplean otros sistemas
bioldgicos e informaticos, estos son conocidos como los métodos alternativos a
la experimentacién animal, muchos de estos métodos, como los que emplean
invertebrados, han sido utilizados ademas desde el punto de vista

ecotoxicolégico para detectar el impacto de sustancias quimicas, residuales y
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contaminantes en general, en ecosistemas acuaticos, ya que son organismos
representativos por ocupar eslabones inferiores de la cadena tréfica y cualquier
alteracion originada por la presencia de un contaminante, tendria repercusion en
los organismos superiores. En este grupo de métodos se encuentra el Ensayo
de Toxicidad Aguda en Artemia sp, excelente para evaluar los efectos de

productos quimicos y residuales sobre ecosistemas marinos.

Justificacion para la seleccion del sistema de estudio: La Artemia sp es un
crustaceo que normalmente constituye un excelente alimento para la cria de
peces en los sistemas de acuicultura y los ecosistemas marinos naturales. Al ser
un organismo representativo de las cadenas troficas de estos ultimos constituye
un elemento basico que puede ser empleado con éxito en los bioensayos de
ecotoxicidad para conocer los efectos de los productos quimicos. La seleccion
del sistema de estudio animal se sugiere entonces sobre la base de criterios
practicos de disponibilidad durante todo el afo, facil manutencién, conveniencia
para la prueba, entre otros factores relevantes de tipo econdémico, biologico y

ecoldgico.

Caracterizacion del sistema de estudio: En este estudio seran utilizados quistes
viables de Artemia sp suministrados por el Centro de Investigaciones Pesqueras

de La Habana.

Condiciones previstas de alojamiento: los quistes son mantenidos en

refrigeracion (4°C) y humedad relativa apropiada para su conservacion.

El método de administraciéon de la sustancia a probar es por aplicacién al agua

de diluciéon de diferentes concentraciones del residual.
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Niveles de concentracion: Se probaron tres concentraciones (5, 25, 50 %)
aplicadas de manera Unica, al comienzo del ensayo de toxicidad, cuyo tiempo de

duracion es de 24 h. Se realiz6 el siguiente procedimiento experimental:
1) Incubacién de los quistes de Artemia sp para la eclosion/7/.

Para lograr la eclosion de los quistes de Artemia sp se utiliz6 una camara de
vidrio dividida en dos compartimentos por una lamina con pequefos orificios,
garantizando oscuridad en uno de ellos. Se le adicion6 agua de mar artificial,
aireando a saturacion aproximadamente durante 15 min antes de comenzar el
experimento, aireacion que se mantuvo durante todo el tiempo que durd la
incubacion. La temperatura se mantuvo en un rango de 27°C a 300C. Se pesaron
25 mg de huevos y se le adicionaron al compartimento oscuro de la camara de

eclosion.

El otro se ilumino por una lampara a una distancia de 30 cm de forma paralela a
la camara, con el objetivo de atraer las larvas. Estas, al eclosionar, pasan a
través de los orificios por fototaxia positiva. Alrededor de las 24 h de haber puesto
los huevos en el agua debe ocurrir la eclosion dando lugar a larvas nauplius y la
migracion de estas hacia la recAmara iluminada donde se colectan. Se extraen

y se cuentan.
2) Ejecucion del ensayo. Prueba de toxicidad.

Se depositaron 10 nauplius en cada recipiente (vasos de precipitado). El volumen
de agua transferido con las nauplius no debe ser superior a 50 pL. Se valuaron
tres concentraciones de la sustancia de estudio (5, 25, 50 %) con tres réplicas
cada una, incluyendo un grupo control. Cada recipiente se completa con un
volumen de 10 mL de las concentraciones respectivas del téxico en estudio y se

incuban en oscuridad a temperatura de 25 °C por 24 h.
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3) Tratamiento de los resultados
Culminado el periodo de exposicion se cuentan en el estereoscopio las larvas
supervivientes y se anota cualquier comportamiento anormal. Los efectos sobre
la mortalidad se expresan como CLso24h, parametro que se determina por el
programa profesional EPA PROBIT. Se realiz6 ademas como indice para evaluar
la toxicidad del vertido, la determinacién de las UT (Unidades de Toxicidad).

Estas se calculan mediante el siguiente cociente:

100

UT =
CLs

-100

Siendo mas toxico cuanto mas UT presente.

Bioensayo de Toxicidad Aguda con semillas de lechuga (Lactuca sativa L)

El bioensayo con semillas de lechuga ha sido recomendado y aplicado por
diferentes organismos de proteccion ambiental para la evaluacidon
ecotoxicolégica de muestras ambientales, ya que mide los procesos fisioldgicos
gue ocurren durante el periodo de germinacion y los primeros dias de desarrollo
de la plantula, siendo estos generales para la gran mayoria de las semillas. De
igual modo existen mdltiples estudios realizados que apoyan esta
hipétesis /3,5,6/ demostrando la sensibilidad que presenta esta especie
comparada con otras especies de plantas frente a los contaminantes
ambientales, asi como su importancia desde el punto de vista horticola, su rapida
germinacioén, su facil manutencion en el laboratorio, su amplia aplicacion en
muestras de diferentes caracteristicas y origenes, la sencillez, corta duracion del

bioensayo, asi como su buena correlacion con otros sistemas de prueba /5,6/.

Es un ensayo estéatico de toxicidad aguda (120 h de exposicion) en el que se
evaluaron los efectos fitotoxicos de una muestra residual liquido de la técnica de

Coproporfirinas Il en el proceso de germinacion de semillas de lechuga (Lactuca
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sativa L.) y en el desarrollo de las plantulas durante los primeros dias de

crecimiento.

Las semillas de lechuga variedad BSS utilizadas, fueron suministradas por la
Empresa de Semillas de Santiago de Cuba, y almacenadas previamente en
ambiente seco y a 4°C. Para la ejecucion del ensayo se seleccionaron
cuidadosamente por su forma y tamafio mas frecuente. Se sembraron un total
de 20 semillas en placas de petri de 90 mm de diametro cubiertas con un papel
de filtro Whatman de igual didmetro, dejando suficiente espacio entre ellas para
su adecuado crecimiento. Se probaron un control (agua destilada) y 3
concentraciones del residual: 5, 25, 50 % (tratamientos), usando como disolvente
agua destilada, con 3 réplicas cada uno, 3 mL de volumen de aplicacion, y una
temperatura mantenida de 22 + 2°C en la oscuridad. Como puntos finales para
la evaluacion de los efectos, se determiné la Cig50 (concentracion efectiva a la
cual se produjo inhibicion de la germinacion al 50 %, respecto al grupo control);
la CIr50 (concentracion efectiva a la cual se produjo inhibicién en la elongacion
de la radicula al 50 %, respecto al grupo control) y la Clh50 (concentracion a la
cual se produjo inhibicion en la elongacion del hipocotilo al 50 %, respecto al
grupo control).

Cada punto final se evalu6 comparando el efecto generado en los organismos
expuestos a las muestras con respecto a la respuesta en los organismos del
control negativo sujetos a las mismas condiciones de ensayo, excepto por la
ausencia de muestra.

Terminado el periodo de exposicion, se cuantificd el efecto en la germinacion, en
la elongacién de la radicula y del hipocotilo. Como criterio de germinacion se
considerd la aparicion visible de la radicula.

Para el analisis de la presencia de anomalias en las plantulas tratadas, se siguio

la metodologia referida en el Manual para la Evaluacion de Plantulas en los

Ensayos de Germinacion.
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Se determiné la unidad de toxicidad letal (UTL) para el parametro de
germinacion, obtenida por el cociente entre la concentracion verdadera medida
de un toxico o sustancia en particular, dividida por la Clgso de dicha sustancia,
en este caso esta relacién se calcula con referencia a la concentracion inicial del
efluente (la concentracion real equivale al 100% del mismo), y se calculd

mediante la siguiente expresion:

100
UTL =

- 100
lgso

Se tuvo en cuenta que las relaciones menores que uno indican niveles no
letales y mayores que uno muy letales. Ademas, se determinaron otros
indicadores que aportan elementos para la clasificacion de los residuales, en
cuanto ala germinacién se consideraron no toxicas a las muestras en las cuales
germinaron mas del 90 % respecto del control con agua destilada; toxicas a las
gue presentaban valores comprendidos entre 75 % y 90 %, y muy toxicas a las
gue tenian menos del 75 % de germinacion respecto del control.

De igual modo para los parametros de crecimiento se determind la inhibicién de

la elongacion de la raiz e hipocatilo (Elr o Elh) mediante la formula:

L, Muestra — Control
Inhibicion(Elr y Elh %) = .

Control

donde
Muestra: Promedio de la longitud de la raiz o hipocotilo, segun sea en cada
caso, teniendo en cuenta que n= 20 para cada concentracion donde
se presente crecimiento, expresada en mm.
Control: Promedio de la longitud de la raiz o hipocotilo, segun sea en cada
caso, teniendo en cuenta que n= 20 para el grupo control, expresada
en mm.
Los resultados de la inhibicion (El) se clasifican de la siguiente forma:
e EI <0: Toéxica (inhibicion de la prolongacion de la raiz o hipocotilo segun
el parametro medido);
e EIl > 0: Se considero estimulacion del crecimiento;
e EI=0: No toxica.
Para el calculo de los valores medios, porcentuales y las concentraciones
efectivas Clgso, Clrso, y Clhso para cada punto final medido se emple6 el

programa Microsoft Excel 2003. Estas Ultimas se calcularon a partir del
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estadigrafo Prondstico, el cual calcula o predice un valor futuro en una tendencia

lineal usando valores existentes.

Resultados y discusion

Toxicidad aguda en Artemia sp

Culminado el tiempo de exposicién de la Artemia sp frente al residual liquido de
Coproporfirinas Il se observa que el porcentaje de mortalidad en los controles

fue menor del 10 % (6,66 %), por lo que se considera vélida la prueba /7/.

Se muestran en la tabla 1 los resultados obtenidos al final de las pruebas, donde
se puede apreciar la existencia de una relacion directamente proporcional entre
el efecto adverso medido (mortalidad) y los niveles de concentraciones

probados.

Se evidencia que el maximo efecto ocurre a partir de la concentracion del 5 %
con un 100 % de mortalidad luego de 24 h y es valido referir que para la
concentracion del 50 % la muerte es de manera instantanea para el 100 % de
los organismos expuestos, lo que se corresponde con la alta toxicidad del

residual liquido de Coproporfirina.

Tabla 1
Resultados de la prueba de Toxicidad Aguda en Artemiasp.
ante la exposiciéon del Coproporfirinas Il

Concentracion Cantidad de Artemias sp vivas por T P
pocillo
1 2 3
Control (0%) 10 10 10 30 0
50% 0 0 0 0 100
25% 0 0 0 0 100
5% 0 0 0 0 100

donde

T: Numero total de Artemias vivas al final del ensayo

P: % de mortalidad al final del ensayo
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El residual de Coproporfirinas Il en sus tres diluciones resulté letal en un

100 % para las larvas de Artemia sp.

Evaluacion de Ia fitotoxicidad en semillas de lechuga (Lactuca sativa)

Al finalizar el ensayo, en la totalidad de los controles se obtuvo un porciento de
germinacion mayor del 90 % del total de las semillas plantadas, con crecimiento
normal y libre de malformaciones, por lo que se considera valido el ensayo. En
la tabla 2 y en la figura 1, se muestran los resultados obtenidos en el estudio
toxicologico del residual de Coproporfirinas observandose un 0 % de

germinacion, por tanto no hubo crecimiento.

Tabla 2
Resultados del % de germinacion de las semillas de Lactuca sativa (lechuga) con el
residual liquido de Coproporfirinas i

Concentracién Cantidad de semillas de Lactuca sativa por | T Tg G
placa
Placa 1 Placa 2 Placa 3
Control (0%) 20 20 20 60 59 98,3
50 % 0 0 0 60 0 0
25% 0 0 0 60 0 0
5% 0 0 0 60 0 0
donde

T: es el total de semillas expuestas
Tg: es el total de semillas germinadas para cada concentracion

G: porciento de germinacion para cada concentracion
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Concentracion del residual Coproporfirinas

Fig. 1 Porciento de germinacion de las semillas de lechuga en
el residual de Coproporfirinas Ill.

En la figura 2 se compara el sistema radicular y apical del control con los
resultados obtenidos a las diferentes concentraciones de residual de
Coproporfirinas Ill.

La toxicidad de una muestra residual, no solamente depende de los efectos
adversos de uno de sus componentes sino también de las posibles interacciones
entre ellos, aun cuando originalmente no sean potencialmente toxicos. Es por
ello, que los efectos letales y subletales (incluyendo las anomalias) encontrados,
pudieran estar dados por la accion de las diferentes sustancias quimicas que
componen el efluente evaluado y sus interacciones, partiendo de sus
propiedades fisico-quimicas, y analizando los posibles efectos que pueden ser
aditivos o sinérgicos; antagonicos; de potenciacion o inhibicién; hecho reportado

en la literatura y que no fue determinado en el estudio.

5%

Corttral Cortrol Cortrol

Fig. 2 Anomalias en el sistema radicular y apical ala concentracién de 5, 25y
50 % del residual liquido de coproporfirinas y comparacion con el control.
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Conclusiones
Después de haber realizado los estudios toxicologicos a los residuales obtenidos

de la técnica de Coproporfirinas Ill en el laboratorio de quimica de TOXIMED

hemos arribado a las siguientes conclusiones:
1. Con el biomodelo de experimentacion de Artemia sp el residual de

Coproporfirinas Il en sus tres diluciones resulté letal en un 100%.

2. Al evaluar la fitotoxicidad en semillas de lechuga para las tres
concentraciones, se demostré que el residual de Coproporfirinas Ill,
inhibe por completo la germinacion de la plantulay la elongacion de

la radicula e hipocatilo.

3. Quedd demostrado que el residual de latécnica de determinacion de
Coproporfirinas lll tiene efectos toxicos tanto para los medios

acuaticos, como para los terrestres.
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