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Abreviaciones y Simbolos

AE: Condiciones aerobias.

AEL: Nivel de efecto adverso.

Antagonismo: Con referencia a la toxicidad, cuando la toxicidad de una
mezcla es menor que la suma de las toxicidades de sus componentes.
Anthropogenico: Generado por las actividades del hombre.

AP: Condociones anaerobias.

BCF: Factor de bioconcentracion.

Bioaccumulation factor (BAF): Concentracion de una sustancia quimica
en un animal/concentracién de la misma sustancia quimica en su alimento.

Bioconcentration factor (BCF): Concentracion de una sustancia quimica
en un organismo/concentracién de la misma sustancia quimica en el medio
ambiente.

Biomagnificacion: Aumento de la concentracion de una sustancia quimica
en organismos vivos con el paso a lo largo de la cadena alimentaria.

Biomarcador: Una respuesta bioldgica a una sustancia quimica ambiental a
nivel individual o inferior que demuestra una desviacion del estado normal.

Biotransformacion: Conversion de una sustancia quimica en uno o mas
productos mediante un mecanismo biolégico (predominantemente por
accion enzimatica).

Carboxilesterasas: Esterasas que hidrolizan compuestos organicos con
enlaces éster carboxilico. Las carboxilesterasas que son inhibidas por los
OP pertenecen a la categoria EC 3.1.1.1 en la clasificacion IUB de enzimas.

ChE (coolinesterasa): Término general para las esterasas que hidrolizan
los colinesteres.

Colinergico: Asociado con el neurotransmisor acetilcolina.

Congenero: Miembro de un grupo de compuestos estructuralmente
relacionados.

Conjugado: En toxicologia bioquimica, una estructura (a menudo un
anion) formada por la combinacién de un xenobidtico (normalmente un
metabolito de fase I) con un componente endégeno, por ejemplo: sulfato
de glucuronato o glutation.
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EC(D)50: Concentracién (dosis) que tiene un efecto sobre el 50% de la
poblacion. También conocido como concentracion media del efecto (dosis).

ECso: Concentracion que causa un 50% de inhibiciéon de un proceso.
Electrofilo: Un 4tomo o grupo que busca electrones.

Disruptores endocrinos: Productos quimicos que causan alteraciones del
sistema endocrino, por ejemplo: actuando como agonistas o antagonistas
en el receptor de estrogeno.

Esterasas: Enzimas que hidrolizan los ésteres.

Eucariotas: Organismos que contienen ADN dentro de sus nucleos.

FC: Condiciones facultativas.

Radical libre: Una molécula o atomo que posee un electron desapareado.

Fugacidad: Tendencia de una sustancia quimica a escapar de lafase en la
que se encuentra a otra fase (por ejemplo, de liquido a gas).

g: gramo.
HQ: Cociente de peligro.

Hydrofilico: ‘Amante del agua’. Los compuestos organicos polares tienden
a ser hidrdfilos.

Hydrofébico: ‘Odio al agua’. Los compuestos organicos no polares son
hidréfobos.

ka: Coeficiente de absorcion.

ke: Coeficiente de eliminacion.

kg: Kilogramo.

Know: Coeficiente de reparto octanol/agua.
Ko/c: Organic carbon partition coefficient.
Ko/w: Octanol-water partition coefficient.
Kp s: Kin permeability coefficient.

L: Liter.

LCso: Mean lethal concentration.

LDso: Lethal dose, 50% kill.

Lipophilic:'Lipid-loving'. Such organic compounds tend to be of low polarity
and are hydrophobic.

LOAEL: Lowest observed adverse effect level.
LOC: Level of concern.
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LOEC: Lowest observed effects concentration, determined by statistical.

LOEL: Lowest observed effects level, determined by statistical hypothesis
testing methods.

MATC: Maximum allowable toxicant concentration, determined by graphical
or statistical methods.

methods. This parameter is reported as a dose.
Mg: Milligram.
mL: Milliliter.

MTC: Minimum threshold concentration, determined by statistical hypo-
thesis-.

MW: molecular weight.
N.R.: not reported.

Neurotransmitter: Endogenous substance involved in the transmission
of nerve impulses.

NOAE: No observed adverse effects level, determined by statistical hypo-
thesis-testing methods.

NOAEC: No observed adverse effects concentration determined by statis-
tical hypothesis testing methods. The effect is usually chosen for its impact
on the species tested.

NOAEL: No observed adverse effect level.

NOE(C)D: No observed effect concentration or dose.

NOEC: No-observed-effect concentration.

NOEC:No observed effects concentration determined by hypothesis testing.
NOELo: No-observed-effect level.

NOEL: No observed effects level determined by statistical hypothesis
testing.

NOSo: Not otherwise specified.

Nucleophile: An atom or group that seeks a positive charge.
OP: Organofosforados.

Polarity: Possessing electrical charge.

Ppm: Parts per million.

Procariota: Organismo que no tiene nucleo celular diferenciado mediante
una membrana.
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Sinergismo: Similar a potenciacion; donde un componente de una mezcla,
el sinergista, no causaria toxicidad si se aplica solo a la dosis en cuestion.

TCP: 3,5,6-trichloro-2-pyridinol.

Toxic equivalent (TEQ): Un valor que expresa la toxicidad de una mezcla
de productos quimicos en relacion con la de un compuesto de referencia.

U.S.: Estados Unidos.

U.S. EPA: U.S. Environmental Protection Agency.
USDA: U.S. Department of Agriculture.

USGS: U.S. Geological Survey.

WHO: World Health Organization.

Xenobiotic: Un ‘compuesto extrafio’ que no tiene ningun papel en la
bioquimica normal de un organismo vivo.
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Prefacio

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la respuesta toxicolégica gene-
rada por el insecticida Clorpirifos y su metabolito 3,5,6-tricloro-2-piridinol
en forma individual y en mezcla, mediante una bateria de bioensayos
estandar, usando organismos procariotas y eucariotas (Aliivibrio fischeri,
Pseudokirchneriella subcapitata 'y Daphnia magna), asi como en modelos euca-
riéticos in vitro con cultivos celulares animales (HEK293 y N2a), y cultivos
de levaduras marinas, estudiados como posibles indicadores toxicologicos.
Con los modelos anteriores, se analizé la respuesta fisioldgica y toxicologica
de diferentes levaduras marinas, proponiéndolas como indicadores, y asi
aportar al desarrollo de la ecotoxicologia microbiana.

Los resultados de investigacion generados se han publicadoy presen-
tado enrevistas y eventos internacionales, quedando pendientes estudios
que seguiran fortaleciendo la linea de investigacion de procesos bioldgicos
y de biotecnologia del Grupo de Microbiologia y Ambiente —GIMA— del
Programa de Bacteriologia de la Universidad de San Buenaventura,
Cartagena.
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Resumen

El uso de compuestos quimicos para combatir diferentes plagas, entre ellas,
los insectos, ha generado contaminacion ambiental por su uso masivo e
indiscriminado. La contaminacién quimica por plaguicidas genera un gran
problema ambiental, donde los ecosistemas acuaticos costeros tienen gran
riesgo de impacto, especialmente en estuarios de grandes centros urbanos
e industriales. Los insecticidas organofosforados, ampliamente utilizados
en Colombia, son usados en agricultura y otras areas, acumulandose en
aguas, suelos y sedimentos, afectando gran variedad de organismos que
no son su objetivo. El clorpirifos (CP) es uno de los insecticidas organofos-
forados mas usados actualmente en todo el mundo, tanto en actividades
agricolas como no agricolas. Su uso se da en ambientes internos y externos
de hogares e industrias para combatir plagas, siendo fuentes de exposicion
para nifios, mascotas, vida silvestre y en general el medio ambiente.

En ecotoxicologia el uso de modelos estandar de organismos se ha
empleado para medir la toxicidad aguda del clorpirifos (CP) y su metabolito
principal 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP) solo y en combinacion utilizando
una bateria de prueba que comprende organismos acuaticos de diferentes
niveles troficos como bacterias marinas luminiscentes Aliivibrio fischeri,
alga unicelular de agua dulce Pseudokirchneriella subcapitata y cladoceran
Daphnia magna. Esta Gltima fue el organismo mas sensible a los compuestos
probados, siendo el CP mas toxico que su metabolito. Por el contrario, se
encontré que el TCP era mas tdxico que su compuesto parental para A. fis-
cheriy P. subcapitata. En todos los casos, la mezcla de CP y su metabolito fue
mas toxica que los compuestos probados por separado, multiplicandose
entre 5y 200 veces el nivel de toxicidad de CP y hasta 15 veces el nivel de
toxicidad de TCP. Estos resultados indican que la coexistencia del producto
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quimico original y su producto de degradacion en el medio ambiente puede
dar lugar a una interaccién sinérgica que implica un alto riesgo para los
ecosistemas acuaticos.

Los sedimentos marinos estan expuestos al clorpirifos-CP y su metabo-
lito TCP, estos son una fuente de levadura (modelo eucariota) con impor-
tantes capacidades bioquimicas y fisiolégicas aplicables a la biotecnologia
ambiental y ecotoxicologia. Los factores relacionados con las caracteristicas
fisiologicas (temperatura/concentracion de sal/concentraciones toxicas)
requieren bioensayos de laboratorio basicos, que brindan informacion
muy importante para aplicar en estas areas de investigacion.

Las levaduras estudiadas se aislaron de sedimentos de la bahia de
Cartagena y se caracterizaron bioquimicamente haciendo pruebas de
antibiosis y crecimiento con concentraciones de sal de 2%, 4%, 10% y
25%, de crecimiento usando diferentes temperaturas (4°C, 25°C, 37°Cy
45°C), prueba de esterasa en superficie de agar y una prueba piloto de
toxicidad (CP/TCP) en superficie de agar. Se recuperé y cuantificé el acido
dexoxirribonucleico (ADN) total mostrando mayores concentraciones en
el sedimento liofilizado y, con la técnica DGGE (Degrading Gel Gradiant
Electrophoresis) se mostré una mayor diversidad de hongos.

Se aislaron 10 levaduras, el género dominante fue la Candida (60%),
seguida de Cryptococcus (30%), y Rhodotorulla (10%), las cuales mostraron
asimilacion de carbohidratos, baja antibiosis entre ciertas levaduras,
presencia de esterasas/lipasas en todas, crecimiento en temperaturas
extremas y en concentraciones de sal obteniendo levaduras extremdfilas
y concentracién minima inhibidora de CP y TCP en cuatro levaduras que
muestran mayor toxicidad de TCP. Se pueden utilizar técnicas microbiol6-
gicas basicas, generando informacion valiosa para su aplicabilidad.

El principal 6rgano diana del CP es el sistema nervioso que des-
encadena efectos predominantemente neurotéxicos, sin embargo, se
han sugerido otros mecanismos de accién como la citotoxicidad y la
alteracién endocrina. Las agencias reguladoras y los administradores de
recursos naturales reconocen cada vez mas el riesgo que representan los
metabolitos de los plaguicidas en los organismos no objetivo. Se evalu6
la citotoxicidad y la actividad estrogénica del CP y su principal metabolito
3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP) mediante ensayos in vitro, utilizando dos
lineas celulares de mamiferos (HEK293 y N2a), y una levadura recombi-
nante. Los resultados indican que el TCP es mas téxico que el CP para
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las dos lineas celulares ensayadas, siendo las células N2a mas sensibles
a ambos compuestos. Estos muestran una actividad estrogénica similar
siendo entre 2.500 y 3.000 veces menos estrogénica que el 17p-estradiol.
Con el fin de encontrar nuevos modelos de medicion de la toxicidad, las
levaduras aisladas de sedimentos marinos que contienen residuos de CP se
han probado contra CP y TCP mediante un ensayo de viabilidad celular. De
las doce cepas de levaduras aisladas de sedimentos marinos y probadas,
seis de ellas mostraron sensibilidad y una respuesta dependiente de la
concentracion a los compuestos probados, por lo que podrian considerarse
como modelos futuros para las pruebas de toxicidad.
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Capitulo 1.
Introduccion

El uso indiscriminado en la agricultura y en el hogar de plaguicidas
organofosforados como el Clorpirifos (Roberts y Aaron 2007), generan
gran impacto ambiental sobre ecosistemas acuaticos, que, sumado a
la generacion de metabolitos como el TCP (Xu et al., 2008; Baskaran et
al., 2003), puede aumentar los efectos sobre organismos en diferentes
niveles tréficos. La medicion de los efectos de estas sustancias —puras o
en mezcla— es de gran importancia para determinar la magnitud de estos
impactos a los ecosistemas acuaticos.

En ecotoxicologia, estos efectos se miden sobre organismos estan-
darizados unicelulares procariotas (bacterias) o multicelulares eucariotas
(crustaceos), asi como en lineas celulares de mamiferos, fortaleciendo los
estudios in vitro siguiendo directrices de la toxicologia del siglo XXI.

Ademas de ver las diferentes respuestas de los organismos y lineas
celulares estudiadas: Aliivibrio fischeri, Pseudokirchneriella subcapitata,
Daphnia magna y lineas HEK293, N2a, (O'Brien et al., 2000; Hamid et al.,
2004; Rampersad 2012; Gilberty Friedrich 2017; LePage et al.2005; Provost
2010; Wang et al.,, 2015; Qiu et al., 2016; Sindi et al., 2016; Acevedo et al.,
2018), y con el proposito de contribuir con el desarrollo de la ecotoxicologia
microbiana, siguiendo recomendaciones internacionales (Ghiglione et
al., 2016; Ghiglione et al., 2017), se estudian las levaduras marinas como
microorganismos, que ademas de ser unicelulares son eucaridticas, de
facil manejo y se proponen como indicadores ecotoxicolégicos y posibles
biorremediadores (Ribeiro et al., 2000; Cabral et al., 2003; Papaefthimiou et
al., 2004; Esteve et al., 2009; Baronian 2004; Braconi et al., 2011; Routledge
y Sumpter 1996; Garcia-Reyero et al., 2001).
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Capitulo 2.
Aspectos Generales de
Clorpirifos y Ecotoxicologia

Clorpirifos un insecticida organofosforado
de gran impacto ambiental

La contaminacién quimica por plaguicidas genera un gran problema
ambiental (Kazemi, M et al., 2012; Carod, E. 2002), donde los ecosistemas
acuaticos costeros tienen gran riesgo de impacto y riesgo de contaminacion,
especialmente en estuarios de grandes centros urbanos e industriales
(Wang, F et al., 2010). Los insecticidas organofosforados —ampliamente
utilizados en Colombia en la Agricultura y en diferentes ambientes (Ramirez,
JAetal., 2001; Kazemi, M et al., 2012; Narvaez, JM et al., 2012)—, son usados
indiscriminadamente (Sogorb, MA et al., 2002), acumulandose en aguas,
suelos y sedimentos, afectando gran variedad de organismos que no son
su objetivo (Carballo, O. 2003; Denine, GJ et al., 2008; Kazemi, M et al.,
2012). Su uso, aumenta el consumoy la generacion de residuos al entorno,
impactando ecosistemas costeros.

El uso de compuestos quimicos para combatir diferentes plagas
como en el caso de los insectos, ha generado aspectos de contaminacion
ambiental por su uso masivo y a veces indiscriminado, que afectan el medio
ambiente, encontrandose concentraciones de insecticidas en diferentes
matrices ambientales, como en suelo, agua y sedimento. El problema
de contaminacion por insecticidas en ambientes costeros es inminente,
especialmente con el organofosforado clorpirifos de uso masivo.

El empleo indiscriminado de insecticidas organofosforados es un
problema de contaminacién que afecta el ambiente y a los seres vivos,
lo que pone en alerta a organizaciones gubernamentales, para que se
tengan alternativas de control. El clorpirifos es un insecticida clorado
organofosforado, uno de los mas utilizados en el mundo en actividades
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agricolas y no agricolas. Su uso se da en ambientes internos y externos de
hogares e industrias para combatir plagas, siendo fuentes de exposicién
para nifios, mascotas, vida silvestre y en general el medio ambiente (Fig. 1).

Figura 1. Clorpirifos como insecticida organofosforado

Nota. Construccion propia

El clorpirifos se libera directamente al medio ambiente cuando se utiliza
como plaguicida, pudiendo ser movilizado desde su origen por el medio a
lugares remotos a nivel mundial, lo que hace que sea de gran interés conocer
sus impactos y asi contribuir a las medidas de control (Watts M, 2013).

Las aguas costeras cercanas a estuarios y grandes centros urbanos e
industriales tienen alto riesgo de contaminacion (Wang, F et al., 2010); los
sedimentos de ecosistemas acuaticos son reservorio natural de contamina-
ciény donde gran cantidad de organismos estan expuestos a insecticidas
organofosforados (Carballo, O. 2003; Sogorb, MA et al., 2002), conllevando
a su acumulacion en diferentes ambientes y generando consecuencias
ecologicas que producen dafo o efecto ambiental, y perturbando a una
gran variedad de organismos que no son su objetivo (Denine, GJ et al., 2008);
representan la tercera parte en aplicacion en la agricultura en Colombia,
y de los mas usados es el clorpirifés (Ramirez, JA et al., 2001; Kazemi, M
et al.,, 2012; Narvaez, JM et. 2012), afectando aguas superficiales, aguas
subterraneas, aguas de bebida, sedimentos, suelos, alimentos y organismos
vivos (Kazemi, M et al., 2012).

Muchos contaminantes emergentes, en donde se incluyen los plagui-
cidas organofosforados, impactan el medio ambiente y a los organismos
vivos, afectando a los ecosistemas acuaticos en todo el mundo (Deblonde,
T etal., 2011). La contaminacién quimica por plaguicidas genera un gran
problema ambiental (Kazemi, M et al., 2012; Carod, E. 2002); las aguas
costeras cercanas a estuarios y grandes centros urbanos e industriales
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tienen alto riesgo de contaminacion (Wang, F et al., 2010); los sedimentos
de ecosistemas acuaticos son reservorio natural de contaminacion y donde
gran cantidad de organismos estan expuestos a estos compuestos quimicos
(Carballo, O. 2003).

El clorpirifos [O,0-dietil-O-(3,5,6-tricloro-2-piridil) fosforotionato], de baja
solubilidad y fuerte absorcién en particulas de suelo y sedimentos de agua
dulce y salada, con toxicidad moderada (Carod, E. 2002. Li, X et al., 2007), es
considerado un contaminante emergente en sedimentos acuaticos (Jaglal,
K. 2015. John, EM et al., 2015). Los microorganismos pueden degradarlo y
utilizarlo como fuente de carbono y fésforo, generando 3,5,6-tricloro-2-pi-
ridinol (TCP) y dietiltiofosfato (DETF) en su proceso de hidrdélisis (Tiwari, MK
et al., 2014, Murcia, AM et al., 2008. Devine, GJ et al., 2008. Varona, M et al.,
2012. Mohammad, HB et al., 2008. Kazemi, M et al., 2012).

Clorpirifos y su metabolito

El Clorpirifos (CP) es un IOP clorado de amplio uso, baja solubilidad y fuerte
absorcion a las particulas de sedimentos, de toxicidad moderada y persis-
tencia media, que genera un metabolito TCP (3,5,6-tricloro-2-piridinol), mas
hidrosoluble y persistente.

Figura 2. Estructuras del Clorpirifos y su metabolito 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP)

Nota. Construccion propia
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Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de CP y TCP

Nota. Construccion propia

La principal degradacién del medio ambiente es 3,5,6-tricloro-2-piri-
dinol (TCP). Es menos toxico que el clorpirifos. Un metabolito secundario
es 3,5,6-tricloro-2-metoxipiridina (TMP) (EC2005). El clorpirifos también
se puede oxidar a un activo metabolito, clorpirifos oxon (NMFS 2008). El
oxon se forma rapidamente en agua clorada, pero también se degrada
réapidamente a TCP (Duirk & Collette 2005). Clorpirifos oxon es aproxi-
madamente 12 veces mas toxico que el clorpirifos (US EPA 2013a). Seis
productos de degradacion, incluido el clorpirifos oxon, se han identificado
después de la electroquimica degradacion de clorpirifos en aguas residuales
(Robles-Molina et al., 2012).

Concentraciones de CP en diferentes ambientes

La concentracion reportada en diferentes matrices ambientales para CP es
0.080-0.280 pg/L encontrada en aguas (Martinez et al., 2004), CP en aguas a
14.260 pg/L (Burga P. et al., 2009), en agua de rios a 150-520 pg/L en 2010
(MOLINA et al., 2012; Benitez-Diaz & Miranda-Contreras, 2013), como CP en
agua superficial de 0.016 mg/L (Garcia Hernandez et al., 2018), en suelo CP
0.015 pg/g y en sedimento de finca 2.850 pg/g, como en fresco, alimento
de nopal CP 0.002 pg/g, camardn de granja 0.013 pg/g, CP en sedimentos
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marinos frente a Cartagena en el Mar Caribe fueron 20-52 ng/g (RepCar,
2009), en tomate de 0.095-2.660 mg/kg y estar en naranjas (56%), uvas
(35,4%), citricos (29,6%) todo ello en escuelas primarias (Garcia Hernandez
et al.,, 2018; Guerrero, 2003). Segun la Alianza Salud y Medio Ambiente
(HEAL, 2018) esto puede causar amenazas para la salud contaminando
frutas y verduras (Rios et al., 2017; Rey et al., 2018) y aguas (Sanchez et al.,
2016; Fournier et al., 2019), aumentando el riesgo de contaminacion a otros
compartimentos ambientales como el aire, el suelo y la biota, afectando
poblaciones de peces y otros organismos acuaticos que no son su objetivo,
hasta llegar al ser humano por la cadena alimentaria (Feng, Y et al., 1997;
Fournier et al., 2019); Schaaf, 2016; Mufioz y Lucero, 2017).

Con referencia a niveles ambientales para agua, no se detecté clor-
pirifos en encuestas de agua potable municipal y privada —suministros
en Canada entre 1971 y 1986— (Health Canada, 1989). La EPA de EE. UU.
(1998) ha informado de la deteccion de clorpirifos en aguas superficiales, la
mayoria de los resultados estan por debajo de 0,1 pg/litro y con un maximo
informado concentracion de 0,4 pg/litro. Se detect6 en aguas subterraneas
en menos del 1% de los pozos probados, con la mayoria de las mediciones
por debajo de 0,01 pg/litro. Para alimentos, se detectd clorpirifos en solo
49 de las 6391 muestras de alimentos domésticos en los EE. UU., donde el
94% tenian concentraciones inferiores a 2,0 mg/kg (Hundley et al., 1988).
Basado en encuesta de la canasta de mercado de EE. UU., se estim6 que
la ingesta diaria promedio de 0,241 pg (Gartrell et al., 1986).

Ingestas diarias maximas tedricas estimadas para las cinco regiones de
SIMUVIMA/alimentos las dietas, basadas en los limites maximos de residuos
existentes, estaban en el rango del 6 al 30% de ADI (FAO/OMS, 2000). Los
valores directrices para IDA de 0,01 mg/kg de peso corporal establecida
por la reunién de la JMPR de 1982 (FAO/OMS, 1983) se basé en un NOAEL
de 0,1 mg/kg de peso corporal por dia para inhibicién de la actividad de la
acetilcolinesterasa de eritrocitos en humanos. La JMPR de 1999 Meeting (FAO/
OMS, 2000) afirmo esta IDA sobre la base del NOAEL de 1 mg/kg de peso
corporal por dia para inhibir la actividad de la acetilcolinesterasa cerebral
en estudios en ratones, ratas y perros, utilizando un factor de seguridad
100 veces mayor y sobre la base de NOAEL de 0,1 mg/kg de peso corporal
por dia para la inhibicién de eritrocitos actividad de la acetilcolinesterasa en
humanos, utilizando un factor de seguridad de 10 veces. Debido a que el
clorpirifos se usa como larvicida de mosquitos en cuerpos de agua, se siente
deseable establecer un valor de referencia para el agua potable. Asumiendo
una asignacion del 10% de la IDA de 0,01 mg/kg de peso corporal al agua
de bebida, el valor de referencia para clorpirifos es por tanto de 30 pg/litro.
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Concentraciones maximas seguras de CP

Para conocer con mayor claridad el impacto de estas sustancias sobre el
medio ambiente y los organismos vivos, las publicaciones referentes a
concentraciones maximas seguras de CP reportadas en la literatura son
LMR (Limites Maximos de Residuos) de 0.500 mg/kg para productos para
consumo humano en Colombia (Guerrero, 2003). Las recomendaciones de
la EPA para la proteccién infantil son concentraciones inferiores a 0,030
mg/L (ATSDR, 1997), el FDA con limite de tolerancia en productos agricolas
es de 0,050-15 mg/L (ATSDR, 1997), y el valor de referencia de clorpirifos es
de 0,030 mg/L (OMS, 2006). Por su parte, MAC (Concentraciones maximas
aceptables), establece 0,100 pg/L para clorpirifos (rios, lagos, cuerpos de
agua artificiales o altamente modificados) y criterios para la concentracion
toxica de sustancias vertidas en agua dulce y salada, fijando valores guia de
concentracién toxica para la vida acuatica de 0.041 pg/L (Garcia Hernandez
etal., 2018; Guerrero, 2003). Los valores de calidad acuatica para la protec-
cion de la vida no deben exceder 0.025 pg/L (Starner & Goh, 2013) y otros
valores de referencia son los dados por la NOOA para aguas superficiales
dulces (valor agudo de 0,083 pg/L y valor crénico de 0,041 pg/L), o aguas
marinas (valor agudo de 0,011 pg/L y valor crénico de 0,006 pg/L) (NOAA,
2008; Mansano et al., 2017; Greenstein et al., 2008) (Tabla 2).

Tabla 2. Umbrales de seguridad para Clorpirifos en diferentes entornos y aplicaciones

CONCEFTO VALOR ORGANIZACION BIBLIOGRAFiA

Proteccidn infantil > 0.030 mg/L EFA ATSDR, 1997

Limites de tolerancia en productos | 0.050-15 mg/L FDA ATSDR, 1997

agricolas.

Valores de referencia 0.030 mg/L WHO WHO, 2008

MAC (Maxima concentracién | 0.100 pg/L Garcia, ] etal. 2018

aceptable). Rios, lagos, masas de agua Guerrere, JA . 2003

artificiales o muy modificadas.

Criterios de concentracién toxica de | 0.041 pg/L Garcia, Jetal. 2018

sustancias vertidas en agua dulce ¥ Guerrero, JA. 2003

zalada, estableciendo valores guia de

concentracién toxica para la vida

acuatica.

Valores de calidad acudtica para la | < 0.025 ug/L Starner, K et al.

proteccion de la vida. 2013

Valores en aguas dulces superficiales | Valor agudo: 0.083 pg/L NODA Buchman, MF. 2008
Valor crénico: 0,041 pg/L

Valores en aguas marinas Valor agude: 0.011 pg/L NOOA Buchman, MF, 2008
Valor crénice: 0,006 ug/L

Nota. Construccion propia
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Estos valores han sido desarrollados por varios estudios, donde se ha
incluido el efecto ecotoxicologico de muchos compuestos en organismos
unicelulares y multicelulares de diferentes niveles tréficos (eucariotas
autétrofos y heterotrofos, procariotas heterétrofos) (Hassan et al., 2016),
permitiendo fortalecer un grupo de analisis, lamados baterias de bioen-
sayos (Mendonca et al., 2009), bioensayos in vivo o in vitro (Schipper et al.,
2010); (Moura et al., 2012).

Tabla 3. Modelos para evaluar la toxicidad individual y en mezcla*

MODELO VALOR* ESCALA REF.
L HAZARD 0 0 1 1 2 3 0=Minimo (>100)/5light (10-100) (Sabra et
RAITING OF verde verde amarillo amarillo naramja  rajo  {=Moderado (1-10)/High (0.1-1) al,
PESTICIDES 2=Extremo (0.01-0.1) 2015)
LCs0 (mg/L) 3=Super (<0.01)
2. ECOTOXICITY [ 1 2 3 0=No Toxico (>100) (United
VALUES verde  amarillo  naranja  rojo  {-Nocivo a organismos acudticos (10-100) Nations,
ECs0 (mg/L) 2=Toxico (1-10) 2011)

3=Altamente Toxico (<1)

3. CATEGORIES 0 1 2 3 0=No Toxico (<1} (Schnell
OF verde  amarille naranja  roje  {=Toxico (1-10) etal,
TOXICOLOGICAL 2=Muy Toxico (10-100) 2013)

CLASSIFICATION
TU = 1/ECs*100
(mg/L)

3=Altamente Taxico (>100)

4, AQUATIC ] 1 2 3 0=Bajo (>100) (Decisio
ACUTE TOXICITY verde  amarillo  naranja  rojo  {=Moderado (10-100) netal,
ECse y /o ICw 2=Alto (1-10) 2014)
(mg/L) 3=Mu Alto (<1)
5. GLOBALLY 0 1 2 3 0=Nivel 4 (Nocive a organismos acudticos) (United
HARMONIZED verde  amarillo  naramja  mjo 5100 Nations,
SYSTEM OF 1=Nivel 3 (Nocivo ala vida acuatica) 10-100 2011)
CLASSIFICATION

2=Nivel 2 (Toxico a la vida acuatica) 1-10
3=Nivel 1 (Muy Téxico a la vida acudtica) <1
*Con Globally ized System of Classificati
**Construccién propia

(mg/L)

Clorpirifos compuesto organico
persistente global (COP)

Los contaminantes organicos persistentes (POPs), como los insecticidas
organoclorados, son compuestos quimicos toxicos que afectan la salud
humana y el medio ambiente, y se han encontrado en diferentes com-
partimentos como agua, suelo, sedimentos y biota, con alta capacidad
de acumulacién y adsorcién en materia organica en ambientes acuaticos,
especialmente en sedimentos y sélidos suspendidos. Los contaminantes
en ecosistemas acuaticos se reparten en suelo, sedimento, interfase sedi-
mento agua, agua intersticial, biota e interfase aire agua, lo que permite
la exposicién de organismos a dosis bajas y tiempos prolongados, como
a concentraciones altas en aguas contaminadas. Los microcontaminantes
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tienen alta relevancia en ecosistemas acuaticos por su gran potencial eco
toxicologico, en donde se ha evaluado el riesgo con organismos acuaticos
usando bioensayos con bacterias, algas, microcrustaceos y peces (FAO,
2009; Rudolf S.S. et al., 2008; Schipper, CA et al., 2010; Segui, X et al., 2013;
Stuart, M, et al., 2012; Xiuting, H. et al., 2011).

Las propiedades de COPs, son:
1. Persistencia: Los criterios son:

* Pruebas de que la vida media de la sustancia quimica en agua es
mayor a dos meses, o que su vida media en suelo es mayor que
los seis meses, o que su vida media en sedimentos es mayor que
seis meses.

* Pruebas de que la sustancia quimica es de alguna otra forma su-
ficientemente persistente como para justificar que sea incluida.

El clorpirifos no cumple con los umbrales de criterio anteriores, con
excepcion de la estadistica de EPA de Estados Unidos en Comité de Revision
de COPs sobre vida media en suelos. Sin embargo, estadisticas adicionales
reflejan que en varios estudios los umbrales de persistencia se cumplen
tanto para suelo como para agua, y estudios de modelacién indican que
los criterios de persistencia se cumplen bajo condiciones del Artico.

Los criterios de la Convenciéon de Estocolmo aseguran con evidencia de
que CP es suficientemente persistente. La persistencia en suelo por varios
reportes va de unos pocos dias hasta 4 afios, en dependencia de la tasa de
aplicacién, el tipo de ecosistema y factores ambientales, en donde la vida
media de disipacién es significativamente mas larga en suelos organicos
que en suelos minerales (Gebremariam et al., 2012; Racke et al., 1994) de
la Dow Chemical, fabricante de clorpirifos, encontré vidas medias de 175,
214,230, 335,y 1.576 dias en cinco suelos de diferentes estados de Estados
Unidos, en estudios de laboratorio de disipacion bajo condiciones estandar
de laboratorio (25°C, oscuridad, capacidad de humedad de terreno) con
tratamientos termiticidas, con tasas de aplicacibn mas altas que las usadas
en agricultura de 738-897 pg/gm. Baskaran et al., (1999) encontraron
una vida media de clorpirifos de 462 dias en suelo australiano de tierra
rojiza-café bajo condiciones de laboratorio de temperatura constante de
25°Cy humedad (60% de capacidad de retencién maxima de agua), y tasas
de aplicacion de termiticida de 1000 mg/kg, encontrando que la descom-
posicion hidrolitica de clorpirifés es mas rapida en condiciones alcalinas.
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Para sedimento y agua, los valores tienen afinidad mayor para sedi-
mentos acuaticos que para suelos (Gebremariam et al., 2012). Una revision
de destino ambiental de la industria quimica Dow (Racke 1993) da un DTso
de 150 a 200 dias, en sedimentos anaerdbicos de arroyos, mientras que
el gobierno australiano (NRA 2000) encontré 200 dias, excediendo los
criterios de persistencia de la Convencién de Estocolmo. Para humedales
construidos en busca de remocién de clorpirifos y piretroides provenientes
de escurrimientos de agua de riego agricola en California, demostré que
el DTso de 106 es de mas de 54 dias (Budd et al., 2011).

La persistencia de clorpirifos, bajo condiciones tropicales, parece
ser similar a la de endosulfan en un estudio de microcosmos de agua/
sedimentos. Laabs et al., (2007) encontré que clorpirifos y endosulfan tenian
DTs similaresy podian ser considerados como moderadamente persistentes
(clorpirifos=36.9 dias: alfa endosulfan= 20.4 dias; beta endosulfan = 63,6 dias).
La degradacion de clorpirifos es significativamente mas lenta en agua de mar
que en agua fresca. Un estudio en California encontré un DT50 de 49.4 dias
a 100C para agua de mar, de manera que la temperatura tiene un efecto
importante en la degradacién de agua de mar (Bondarenko et al., 2004).

2. Bioacumulacion: los procesos regulatorios no han requerido estudios
de bioacumulacién para clorpirifos, habiendo pocos estudios de bioa-
cumulacién en una variedad de especies, reportando un valor de 5.100
para el factor de bioacumulacion en peces, excediendo de esta manera
el valor del umbral de 5.000. Ademas, la mayor parte de los valores
reportados de log Kow cumplen o exceden el umbral de 5, e incluso
el valor mas bajo (4.7) es mas alto que el que registra el COP lindano,
ya registrado (3.5), habiendo suficiente evidencia de que clorpirifos
cumple con los criterios de evidencia fijados como sustancia quimica
bioacumulativa.

3. Transporte de largo alcance: la vida media atmosférica, basada en con-
diciones templadas no cumple con el umbral fijado, sin embargo, la fal-
ta de radiacion ultravioleta y de humedad atmosférica caracteristicos
del Artico puede explicar el largo rango de transporte observado en
clorpirifos a pesar de su generalmente asumida corta vida media at-
mosférica. Clorpirifos ha sido medido de forma sistematica en el Artico
en hielo, nieve, bruma, aire, agua de mar, sedimento lacustre, pecesy
vegetacion, en niveles tan significativos que algunos cientificos han co-
mentado que podria tener efectos dafinos en la biota, especialmente
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los organismos acuaticos. Hay suficiente evidencia de que clorpirifos
cumple con los criterios y que tiene el potencial para transporte am-
biental de largo alcance.

4. Efectos adversos.

Genotoxicidad y mutagenicidad: la estadistica es variada, pero diversos
estudios recientes indican que clorpirifos es mutagénico o genotoxico en
seres humanos, ratas, ratones, hamster chino, renacuajos, peces, mosca
de la fruta y células de plantas.

Cdncer: los estudios de laboratorio no han indicado cancer, salvo
por aquellos que muestran la multiplicacién de células humanas de
cancer mamario. Sin embargo, hay un nimero considerable de estudios
epidemiolégicos que indican una asociacidn entre exposicion a clorpirifos
y cancer, especialmente cancer de pulmén y recto.

Toxicidad del sistema inmunoldgico: hay evidencia de toxicidad al sistema
inmunnolégico, incluyendo efectos en linfocitos, timocitos, células T, factor
de necrosis de tumor, y autoinmunidad.

Toxicidad para el desarrollo: clorpirifos es una neurotoxina para el desa-
rrollo muy potente en bajos niveles de exposicién, por debajo de los niveles
que gatillan la inhibicién fetal de la colinesterasa. Esto se ha demostrado
en muchos estudios de laboratorio y en varios estudios epidemiolégicos
recientes. Las exposiciones in utero y en la nifiez temprana pueden llevar
a anormalidades de comportamiento en la adolescencia y la vida adulta.
Estudios epidemiolégicos encontraron retraso en el desarrollo cognitivo y
psicomotor, y disminucién del 1Q.

Toxicidad acudtica: clorpirifos es muy téxico, de forma crénicay aguda,
para organismos acuaticos. Causa descoordinacién motora, retraso en
la maduracion, dafio al crecimiento y la reproduccion, deformidades, y
disminucion de las poblaciones. Es genotdxico, inmunotoxico, y alterador
endocrino, embriotdxico, teratogénico y neurotoxico para el desarrollo.

Alteracion endocrina: clorpirifos inhibe el metabolismo de la testos-
teronay el estradiol, y la sintesis de la testosterona. Es anti-androgénico
y estrogénico, induce crecimiento de las células de cdncer mamario, y
representa un riesgo de cancer mamario via sus acciones endocrinas.
Clorpirifos disminuye los niveles de suero de cortisol y de la hormona
tiroides T4, induce alteraciones en la glandula tiroides y las suprarrenales y
afecta en forma diferencial en hombres y mujeres, los niveles hormonales
de estimulacién de la tiroides.
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Toxicidad reproductiva: los efectos teratogénicos en estudios en
animales incluyen malformaciones de la columna vertebral, reduccion de
las extremidades delanteras y traseras, falta de desarrollo de la columna,
ausencia de vértebras toracicas, y paladar hendido; en seres humanos,
las malformaciones de cerebro, ojos, oidos, paladar, dientes, corazon,
pies, pezones y 6rganos genitales se han asociado a la exposicion genital
a clorpirifos. Otros efectos en animales incluyen disminucién del peso
y viabilidad fetal, aumento de la muerte del feto y de la reabsorcién
temprana, disminucién de la motilidad y cantidad de los espermatozoides,
disminucion en la capacidad y viabilidad para el desarrollo de ovocitos. En
los seres humanos la exposicion a clorpirifos se asocia con disminucion del
peso y estatura al nacer; dafio al ADN del espermatozoide y disminucion
de la concentracion y motilidad del espermatozoide. Se ha encontrado
clorpirifos en varios tejidos reproductivos del ser humano, incluyendo fluido
cervical y semen, cordén umbilical, meconio y leche materna.

Neurotoxicidad para el desarrollo: clorpirifos es una potente neurotoxina
para el desarrollo a niveles bajos de exposicidn, inferiores a aquellos niveles
que gatillan la inhibicién de la colinesterasa fetal. Esto se ha demostrado
en numerosos estudios de laboratorio y varios estudios epidemiolégicos
recientes. Las exposiciones in utero y en la nifiez temprana pueden llevar
a anormalidades de comportamiento en la adolescencia y la edad adulta.
Estudios epidemiolégicos encontraron retraso del desarrollo cognitivo y
psicomotor, y disminucién del 1Q.

Ecotoxicidad: la reevaluacion de clorpirifos hecha por EPA de USA
(2009A). Identificd preocupaciones sobre riesgos agudos y crénicos para
pajaros, mamiferos, vertebrados terrestres, peces y vertebrados acuaticos.
El clorpirifos es cronico y agudamente toxico para organismos acuatico;
causa ataxia, maduracion retrasada, dafio al crecimiento y la reproduc-
cién, malformaciones y disminucién de las poblaciones. Es genotdxico,
inmunotdxico, y alterador endocrino, embriotdxico, teratogénico y es un
neurotoéxico para el desarrollo.

Hay suficiente evidencia de que el clorpirifos cumple con los criterios
de evidencia de la Convencion de Estocolmo respecto de que la sustancia
quimica causa efectos adversos.
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Ecotoxicologia acuatica

La ecotoxicologia estudia los riesgos de contaminaciéon del ambiente,
detectando, identificando y valorando su grado de toxicidad, abarcando
estudios clinicos, analiticos o experimentales. La ecotoxicologia aplicada
desarrolla protocolos de ensayo para usarse como herramienta de predic-
cion temprana, en donde con organismos estandar se establecen limites
de control dentro de las caracteristicas de peligrosidad de las sustancias
quimicas toxicas, usando criterios de riesgo de toxicidad, que las clasifica
en agudas, crénicas y ecotoxicas.

La ecotoxicologia acuatica evalla la calidad del agua y normaliza la
contaminacion para predecir el efecto de las sustancias quimicas sobre orga-
nismos vivos, estudiando la respuesta fisiologica, bioquimica o inmunolégica
de organismos modelo. Para evaluar la calidad quimica del agua se tiene en
cuenta la concentracién maxima persistente, ademas de la concentracion
permisible o segura para el uso o exposicion destinada, en donde el enfoque
ecotoxicologico estima esta calidad, usando organismos como indicadores
del cambio ambiental acuatico. El monitoreo ambiental de sustancias
quimicas con potencial téxico en el ambiente es retrospectivo y estudia
efectos bioldgicos en los que se incluyen ensayos de toxicidad, monitoreo
biol6gico de campo y medicion de parametros quimicos convencionales.
Para un monitoreo en contexto de evaluacion de riesgos de productos
quimicos, uno de los objetivos es evaluar los efectos adversos. La evaluacion
de riesgo ambiental en sistemas acuaticos estudia la exposicidon en agua
de organismos, evaluando efectos acuaticos, caracterizacion, estimacion y
reduccion del riesgo, en donde se requiere mas capacidad técnica en pruebas
de toxicidad y analisis de exposicién, como mayor investigacion en métodos
de evaluacién que sustituyan animales y se promuevan los estudios de
ecotoxicologia ecologica (ONU, 2011; PNUMA/IPCS, 1999; Rudolf S.S. et al.,
2008; Wang, F et al., 2010; Xiuting, H. et al., 2011).

Ecosistemas acudaticos y niveles troficos

En ecosistemas acuaticos costeros se pueden aplicar estrategias de
prevencion de la contaminacion y gestiéon de los sitios contaminados
por compuestos quimicos (Laane, R. et al., 2011; Republica de Colombia,
MAVDT, 2005). En las medidas de control a este problema de contaminacion
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de aguas y sedimentos costeros por insecticidas recurrentes, se tienen en
cuenta los procesos de degradacion de plaguicidas, que son determinantes
en la fase ambiental para su persistencia y toxicidad (Narvaez, JM et. 2012).

La cadena trofica es la representacion grafica de la transferencia de
energia a través de una serie de organismos, mientras que la red tréfica
es la representacion grafica de las interrelaciones existentes entre esas
cadenas tréficas. Una red tréfica es el mapa de las interrelaciones entre la
estructura de una comunidad ecoldgica, su estabilidad y los procesos que
ocurren dentro de un ecosistema. Se trata de la forma mas elemental y
efectiva de visualizar una comunidad, ya que las interacciones alimenticias
permiten mapear el flujo de materiales y nutrientes, identificando las
relaciones tréficas importantes a fin de definir una estructura que pueda
ser comparada con otros ecosistemas. Desde el punto de vista de su
estructura o topologia, las redes tréficas estan constituidas por nodos,
eslabones y niveles troficos.

Los nodos son la representacion de las especies o trofoespecies presen-
tes, siendo estas Ultimas un agregado de especies que comparten depreda-
dor y/o presa en una red troéfica. La suma de los nodos equivale a la riqueza
de especies componentes (S). La riqueza de una red trofica no es funcién
solo de la riqueza biolégica de una comunidad, sino del nivel de resolucion
adoptado para la definicion de las trofoespecies. Mientras que los eslabones
representan las relaciones entre nodos y cuando son direccionales, el sentido
de la flecha siempre sefiala el sentido del flujo de energia.

Los niveles tréficos, que son grupos de especies o trofoespecies de una
comunidad que ocupan un lugar equivalente en la red trofica, siendo los
niveles basicos los productores, consumidores y descomponedores. Por su
parte, la posicion tréfica es una variable continua que cuantifica el nimero
de pasos o transferencias troficas, es decir, determina cuantas veces la
biomasa consumida por un organismo es procesada metabdlicamente
dentro de la cadena alimenticia. El nivel trofico indica la transformacion en
energia quimica de la dieta de un consumidor en biomasa a lo largo de la
cadena, energia que esta siendo transferida inicialmente de los productores
primarios a los consumidores primarios, de los consumidores primarios
a los consumidores secundarios, de los consumidores secundarios a los
consumidores terciarios y asi sucesivamente, en donde normalmente son
considerados un maximo de cuatro niveles troficos en un ecosistema.
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El analisis de las redes tréficas permite obtener informaciéon de
la estructura de los ecosistemas en tres diferentes niveles: individual,
intermedio y de grupo. A nivel individual las medidas pueden describir
la posicién de una especie dentro de la red, asi como su potencial efecto
sobre otras especies de esta. En este caso, uno de los indicadores mas
importantes es el grado de centralidad, el cual se refiere al nimero de
contactos directos que tiene una especie en la red, y se dividen en grados
de entrada y grados de salida que dependen de la direccién del flujo. Los
grados de salida son la suma de relaciones que una especie dice tener
con las demas especies que conforman la red, es decir cuantas especies o
grupos se la comen (Acero, A et al., 2012).

Para entender la dindmica de un ecosistema, es fundamental conocer
la estructura y funcion de las comunidades que lo componen. Se han
desarrollado diversos enfoques metodolégicos para cuantificar la magnitud
de las relaciones entre las especies o grupos de especies, y evaluar la
importancia relativa que cada componente tiene en el mantenimiento
general del sistema. Estos enfoques permiten estudiar los atributos
relacionados con los flujos de energia que se mueven dentro de una red
tréfica, la direccion y magnitud del transito de la biomasa y el impacto
reciproco entre las especies ante una perturbacién externa; todos ellos
representados e interpretados en un contexto de gestion de recursos
naturales (Cruz, H et al., 2013; Beltran, JE, 2008).

Figura 3. Niveles tréficos en ecosistemas

Nota. Construccion propia
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La zona litoral de los ecosistemas leniticos continentales ofrece mayor
cantidad de habitats en comparacion con la zona limnética, de ahi que la
riqueza de especies en dicha zona sea también mas alta. En general, los
estudios sobre cadenas tréficas en los lagos son realizados con base en
muestreos en la zona limnética, hecho que limita el analisis de las interaccio-
nes que existen entre los diferentes compartimientos de estos ecosistemas.
Claramente la zona que ha concentrado la atencién en los estudios ecolégicos
ha sido la limnética, dejando de lado las zonas riparia, litoral y bentdnica,
a menudo concebidas Unicamente como fuente o sumidero de nutrientes
y no como parte integral de las cadenas tréficas. Por tales razones, se
encuentra necesario incluir en nuevos estudios muestreos en varias zonas
de los ecosistemas leniticos y, de manera especial, abordar las zonas litorales
con influencia de macrofitos acuaticos, ya que muchas de las interacciones
bidticas que son criticas para la integridad de estos ecosistemas ocurren en
estas zonas (Pedroza, A et al., 2016; Cagiga, E, et al., 2003).

Contaminacion acuatica

La contaminacion del agua es una preocupacién para la salud de los eco-
sistemas acuaticos, siendo de interés para la investigacion la resolucion de
estos problemas. Los paises generalmente consideran la contaminacion del
agua no tanto como un problema de salud, sino mas bien una cuestion de
conservacion, estética y preservacion de belleza y recursos naturales. Sin
embargo, los lagos, los rios y los arroyos han sufrido y siguen sufriendo los
efectos de la contaminacién del agua. Ademas, los problemas asociados
con la contaminacion del agua han empeorado en muchos paises, espe-
cialmente en los de via de desarrollo.

Las principales fuentes de contaminacion del agua son inorganicas y
organicas, generadas por residuos solidos, liquidos y gaseosos, generados
por la industria y las viviendas, pudiendo haber compuestos de petréleo,
residuos municipales, residuos agricolas, pesticidas y drenaje acido de minas.

Las aguas costeras cercanas a estuarios y grandes centros urbanos e
industriales tienen alto riesgo de contaminacién. Las descargas no contro-
ladas por desechos industriales, agricolas y urbanos a cuerpos naturales
de agua estan aumentando las concentraciones de sustancias quimicas,
afectando el ambiente acuatico y la salud humana, por lo que aumenta el
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riesgo de exposicion. Es por esto, que la contaminaciéon ambiental y el uso
de sustancias quimicas son considerados peligros modernos, y necesitan
ser identificados en el entorno.

En ecosistemas acuaticos costeros, el estado ecoldgico y ambiental,
tiene consecuencias en la sostenibilidad de recursos y exposicién humana,
lo que permite tener en cuenta el mantener un buen estado quimico, donde
se pueden aplicar estrategias de prevencion de la contaminacion o de
gestion de los sitios contaminados, priorizando y seleccionando opciones.
La contaminacién marina representa un gran problema para el ser humano
y el medio ambiente, y la complejidad de ecosistemas marinos y costeros
necesita la integracién de protocolos de evaluaciéon para el manejo del riesgo.

Los biomarcadores son medidas funcionales de exposicion a estre-
sores expresados a nivel de suborganismo, fisiolégico y comportamental
(Galloway, TS. 2006; Laane, R. et al., 2011; Republica de Colombia, 2005;
Republica de Colombia, 2010; Vargas, F. 1996).

Interacciones en ecosistema acuatico

Las acciones de los toxicos individuales se ven afectadas por muchos
factores, como portales de entrada, modo, metabolismo y otros descritos
anteriormente. Sin embargo, los organismos generalmente estan expuestos
a una mezcla compleja de diferentes contaminantes.

La exposicion simultdnea a mas de un téxico puede tener un impacto
dramatico sobre el resultado de la exposicién. Los toxicos pueden interactuar
para producir aditivos, efectos de potenciacion, sinérgicos o antagonistas.
Los factores que afectan los resultados de la exposicién son complejos
e incluyen, entre otras, las caracteristicas de los productos quimicos y la
condicion fisiologica del organismo (Cabrera, JM. et al.,1995; Castillo, G. 2000;
DSA, 2011; Orddfiez, G. 2000; Republica de Colombia, 2005).

Se produce una interaccion aditiva donde los efectos combinados
de dos compuestos son simplemente aditivos. Sinergismo, sin embargo,
describe una toxicidad combinada que es mayor que el simple efecto
aditivo de dos compuestos. Potenciacion describe el sinergismo donde
generalmente se supone que un compuesto tiene poca o no tiene toxicidad
intrinseca cuando se administra solo (con sinergismo, pues ambos los
compuestos tienen una toxicidad apreciable cuando se administran por
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separado). El antagonismo se refiere a una situacién en la que la toxicidad
de dos 0 mas quimicos presentes es menor de lo que cabria esperar si los
productos quimicos se administraran por separado. El antagonismo puede
deberse a caracteristicas quimicas o fisicas de los contaminantes, o puede
deberse a las acciones bioldgicas de los productos quimicos involucrados
(FAO, 2009).

Toxicidad acuatica

La toxicidad acuatica de los productos quimicos es uno de los principales
aspectos del reglamento REACH (Reglamento CE 1907/2006) y un para-
metro importante para la evaluacion de sustancias. De hecho, el agua
es el constituyente principal de todos los seres vivos y en la mayoria
de ellos constituye mas del 70% de peso mojado. Se producen muchas
transferencias de energia, difusion de sustancias y reacciones enzimaticas
en aguas; por esta razén tiene una preocupaciéon bioldgica preeminente.
Por tanto, la evaluacion de la ecotoxicidad en organismos acuaticos es
un paso fundamental en toda la evaluacién y proceso de una sustancia
quimica. En las pruebas de ecotoxicidad, los organismos estan expuestos
a diferentes concentraciones de productos quimicos/contaminantes que
pueden asumirse mediante la respiracion o los tegumentos; entonces los
mecanismos de reparto de equilibrio entre el agua y los compartimentos
de absorcion tienen lugar con el resultado de un aumento progresivo del
toxico en el organismo (bioconcentracion).

Después de la absorcién, el toxico esta sujeto a la distribucion y tam-
bién a los procesos metabdlicos, en cuanto a excrecion; por estas razones
es dificil estimar la concentracién interna de téxicos y convencionalmente
la toxicidad se cuantifica en términos de concentracién de la sustancia en
el medio (Gaggi, 1998; Paoletti et al., 1998). En particular, en ecotoxicologia,
cuando se presentan los acuaticos, especialmente los invertebrados, es
muy dificil estimar la cantidad de téxico asumido en el cuerpo; entonces,
este parametro es desconocido, pero se conoce la concentracion del toxico
en el agua. De todos modos, también se consider6 que a los vertebrados
(peces o mamiferos) el toxico puede administrarse directamente en el
cuerpo (sangre y/o musculo) y, por lo tanto, ciertamente se conoce su
cantidad. Entonces, estos dos casos son notablemente diferentes y en el
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primer caso se pueden expresar los resultados como LC50 (Concentracion
letal), mientras que en el segundo como LD50 (Dosis letal) las pruebas se
pueden subdividir en agudas y crénicas.

La toxicidad aguda se refiere a experimentos, por ello se lleva a cabo
durante horas o dias y generalmente se expresa como LC50, que corres-
ponde a la concentracion capaz de reducir la supervivencia de los organismos
expuestos hasta en un 50%, o CE50, que corresponde al resaltado de un
efecto adverso medible como la inmovilizacion. La toxicidad crénica se refiere
a una exposicién a largo plazo (semanas, meses) y teéricamente puede
ser extendido durante todo el ciclo de vida de los organismos; los puntos
finales actuales son el NOEC (Concentracién sin efecto observado) y LOEC
(Concentracién con efecto minimo observado) que generalmente consideran
la supervivencia, el crecimientoy la reproduccién. El reglamento recomienda
utilizar métodos estandarizados, pero también protocolos no estandarizados
bien descritos o los métodos modificados pueden ser aceptables.

Los analisis toxicolégicos evaltian toxicidad por ensayos en organismos,
mientras que la evaluacién toxicolégica de productos quimicos usa bioen-
sayos que valoran el efecto de una matriz ambiental o mezcla compleja
sin necesidad de saber el tipo de sustancias quimicas; estos ensayos de
toxicidad incluyen pruebas que evaluan el efecto de los organismos sobre
las sustancias. Hoy, los bioensayos monoespecie son aplicados en proto-
colos para evaluacién de riesgo ambiental, pudiéndose aplicar bioensayos
multiespecies en microcosmos y mesocosmos.

En la caracterizacion de la exposicion y efecto, se requiere el uso
de métodos mas efectivos para su identificacion y cuantificacién, lo que
requiere mayor desarrollo y uso de biomarcadores.Tradicionalmente los
biomarcadores dan informacién del efecto téxico de los contaminantes, lo
que representa la evaluacién de riesgo ambiental, que se complementa con
un biomonitoreo, determinando los niveles de contaminantes que contribu-
yen a programas de monitoreo ambiental global; los biomarcadores tienen
el potencial de detectar ocurrencias tempranas dando informacion sobre
la calidad del medio ambiente con un enfoque de evaluacion de la calidad
ambiental acudtica (Cagiga, E. et al., 2003; Laane, R. et al., 2011; Castillo, G.
et al., 2000; Sanchez, P; Vargas, F, 1996; Xiuting, H. et al).
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Estudios ecotoxicoldgicos en sistemas acudticos

Efectos de CP Toxicidad Aguda

Para desarrollar ensayos de toxicidad acuatica (SR Silva et al., 2019) se utilizan
diferentes especies de vertebrados, macroinvertebrados, invertebrados,
microorganismos y plantas, con métodos tradicionales (ensayos agudos y
crénicos, como estimacion de estos) y otros métodos (rapidos, biotesty modi-
ficado) (Mitchell et al., 2002); (Halmi, 2016) que habian sido desarrollados para
una variedad de aplicaciones analiticas, tales como: soluciones acuosas en
laboratorio, muestras de agua dulce y marina (Ramirez & Mendoza, 2008),
evaluacién ecotoxicoldgica de la calidad del agua marina (Losso & Ghirardini,
2010), bioensayos de agua basados en plantas (Siddiqui et al., 2011); (Igbal
etal., 2019), corriente de agua y aguas residuales (Hassan et al., 2016), eco-
toxicologia acuaticay calidad del agua (Li et al., 2019), calidad ecotoxicologica
para aguas de riego (Tamayo et al., 2019), analisis ecotoxicoldgico en acuarios
(Tancredo et al., 2019), prueba ecotoxicolégica de la calidad del agua en
estuario urbano tropical (Nilin et al., 2019), ecotoxicidad aguda en unidades
de tratamiento de aguas residuales (de Souza Celente et al., 2020); (Nazir et
al., 2019), estudio ecotoxicoldgico sistematico en diferentes niveles tréficos
acuaticos (Lomba et al., 2020).

Con el fin de evaluar el riesgo ecotoxicologico en ambientes acuaticos,
se encuentra en la literatura el uso de varios organismos modelo para
pruebas de ecotoxicidad aguday crénica que evallan riesgos ambientales
(Vestel et al., 2016), evaluaciéon de ecotoxicidad en ambientes acuaticos
(Kovats et al., 2019), evaluacion de riesgos ambientales en comunidades
plancténicas (Parra Anguita et al., 2019), evaluacién de riesgos eco-
toxicolégicos en aguas superficiales (Peteffi et al., 2019), evaluacion de
toxicidad biolégica y seguridad en la remediacion de un rio (Xu et al.,
., 2020). Ademas de lo anterior, los modelos para evaluar la toxicidad
individual encontrados en la literatura con escalas numéricas de menor a
mayor toxicidad como clasificacion de peligro de plaguicidas (Sabra et al.,
2015), valores de ecotoxicidad (Nations, 2011), categorias de clasificacion
toxicolégica (Schnell et al., 2013), toxicidad acuatica aguda (Decisién et al.,
2014) y sistema globalmente armonizado de clasificacién para toxicidad
individual y mixta que genera niveles de menor a mayor toxicidad (Nations,
2011), que permiten claramente mostrar el impacto y las condiciones de
seguridad de diferentes ambientes acuaticos.
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Sin embargo, la evaluacién de la (eco)toxicidad aguda en ambientes
ha utilizado organismos modelo como Daphnia, Aliivibrio fischeri (Vibrio
fischeri) y Raphidocelis subcapitata (Pseudokirchneriella subcapitata), que
son representativos de ecosistemas acuaticos, cuyas pruebas estan
estandarizadas para evaluar la ecotoxicidad (Maselli et al., 2015; Mendonca
et al.,, 2009) y que son eficaces, simples, faciles de cultivar, reproducibles,
sensibles y rentables (Urbanczyk et al., 2007; Maselli et al., 2015; Estandar,
2012; Moore et al., 1998).

El clorpirifos presenta una toxicidad moderada para varios organismos
(Carod, B, 2002), donde a bajas concentraciones es altamente toxico para
peces, invertebrados acuaticos y organismos estuarinos (Zhao et al., 2017).
El TCP es mas toxico que el CP y su mezcla, categorizado como moderado
con posible efecto sobre los microorganismos (Feng, et al., 1997), o en
otros casos, considerado altamente téxico debido a una mayor solubilidad
en ecosistemas terrestres y acuaticos (Wang, S et al., 2019). Las mezclas
equitdxicas encontradas en la literatura, que incluyen clorpirifos con otros
insecticidas o herbicidas organofosforados, muestran efectos aditivos
y sinérgicos en modelos de insectos y anfibios (lannacone et al., 2011),
mientras que una mezcla de CP y TCP actuia de forma aditiva (Caceres et
al., 2007). Este estudio tiene como objetivo evaluar la toxicidad aguda de
CP, TCP y CP puros en productos comerciales, como su efecto sobre una
mezcla equimolar de CP y TCP (efecto aditivo, efecto sinérgico y, efecto
antagonista), en los modelos biologicos estandarizados Aliivibrio fischeri
(bacterias heterétrofas marinas luminiscentes), Pseudokirchneriella subca-
pitata (microalgas autotrofas unicelulares) y Daphnia magna (invertebrados
crustaceos heteroétrofos) y comparando los resultados presentados con
diferentes modelos de evaluacion de toxicidad encontrados en la literatura.

Ensayos in vivo e in vitro

La toxicologia del siglo XXI debe profundizar en el analisis in vitro con
relevancia in vivo, adquiriendo conocimientos mecanisticos de eventos
toxicologicos para la identificacién de biomarcadores. La implementacién
de tecnologias 6micas son esenciales para conocer vias y eventos claves de
toxicidad en organismos y sistemas biolégicos, en donde la toxicogenémica
adquiere gran relevancia. Se buscan nuevas vias de establecer el nivel de
no efecto, lo que hace posible monitorear el efecto a bajas concentraciones
del compuesto, mostrando la informacién en la identificacion del peligroy
la evaluacion del riesgo (Andersen, ME et al., 2009).
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Los desafios en ecotoxicologia para el siglo XXI se direccionan hacia
un realismo ecolégico de evaluacion de exposicion y efecto, en donde
haya fortalecimiento basado en ecologia, con énfasis en efectos ecolégicos
indirectos, respuestas a multiples estresores, vulnerabilidad de ecosis-
temas, modelamiento ecoldgico, evaluacion de riesgo ecoldgico basado
en ecologia, incremento en la aplicacién de las émicas en ecotoxicologia
(gendmica, protedmica y metaboldmica), entre otros (Vighi, M et al., 2013).

Las técnicas omicas proveen una fuente potencial para la selecciéon de
biomarcadores y bioindicadores usando ensayos in vitro (Edwards, SW et
al., 2008). La toxicogenomica es la integracion de las tecnologias 6micas,
la bioinformatica y la toxicologia, y ha sido limitada a una descripcién cua-
litativa de alteraciones en niveles de transcripto, proteinas o metabolitos,
con poca correlacién toxicoldgica o contribuir a elucidar mecanismos
de toxicidad. Los altos desarrollos en modelos computacionales y en
herramientas mecanicisticas permiten abordar la identificacion de bio-
marcadores de exposicidn, identificacion de biomarcadores de toxicidad,
extrapolacion de especies, identificacion de especies sensibles y analisis
de toxicidad de mezclas, y una necesidad sentida es la integracién de las
ciencias 6micas (Boverhof, DR et al., 2006); asi mismo, la toxicogendmica ha
permitido el aumento del nimero de datos, comparado con la toxicologia
tradicional de ensayos in vitro e in vivo, contribuyendo a la identificacién de
multiples modos de accién (MOA) y la comprensién de pasos mecanisticos
involucrados en la toxicidad quimica, donde las tecnologias émicas (datos
de microarrays, rtPCR, protedmica y metabolémica) son aplicadas en el
screening y priorizacion de programas (Wilson, VS et al., 2013).

La ecotoxicogendmica acuatica, donde hay una comprensiéon mas
realistica, permite el desarrollo de nuevos biomarcadores de exposicién
y de efecto adverso, que sustentan una evaluacion de riesgo ecoldgico
(Miracle, AL et al., 2005). La ecotoxicogendmica ayuda en la practica de
la evaluacion del riesgo ecotoxicoldgico del suelo (van Gestel, 2012). Las
técnicas toxicogendmicas (proteémica y metabolémica) se vinculan en
la investigacién de la toxicologia acuatica, basadas en puntos finales en
programas de monitoreo ambiental y modelamiento ecolégico con el fin
de predecir efectos a nivel poblacional (Martinyuk, CJ et al., 2011).

La aplicacion de bioensayos in vitro e in vivo en la evaluacién de peligro
toxicologico, y evaluacion de riesgo e impacto en sedimentos, ha crecido
en los ultimos afos, enfocados en la determinacion rapida de peligro o
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potencial de toxicidad (Scheerer, S et al., 2006). La evaluacién de riesgo
ecoldgico se ha basado en puntos finales de toxicidad aguda (ECso y LCso)
en diferentes organismos de diferentes niveles tréficos, pero son insufi-
cientes para evaluar el riesgo asociado con muchas clases de quimicos,
lo que ha permitido la introduccion de técnicas moleculares avanzadas
(perfiles trascripcionales y chips de DNA), como alternativa al uso masivo
de bioensayos con animales. Los chips de DNA son capaces de identificar
nuevos genes biomarcadores discriminadamente, pudiéndose construir
reporteros celulares, que facilitan la evaluacién de riesgo ecotoxicologico
(ecotoxicogendmica).

El sistema acuatico es el ultimo reservorio de contaminantes, por lo
que la ecotoxicologia acudtica es un elemento muy importante en ERA,
en donde organismos acuaticos de diferentes niveles tréficos como algas,
dafnidos y peces enddégenos son organismos modelo obligados para ERA
(Robbens, | et al., 2007).

Los nuevos biomarcadores dados por la toxicologia genética (la toxico-
gendmica y protedmica), proveen de herramientas en la investigaciéon del
riesgo y su evaluacion con relacién a los contaminantes ambientales (Liu,
SS et al.,, 2009). La toxicogendmica basada en biomarcadores de exposicion
y toxicidad estan siendo usados en programas screening, permitiendo
estratificacion de poblaciones e identificando grupos sensibles (Boverhof,
DR et al., 2006).

Bateria de organismos acudticos

Organismos de prueba en toxicidad acudtica: En los ensayos de toxicidad
acuatica, los organismos procarioticos, las algas, las plantas y los animales
se utilizan como especies de prueba. Una especie de prueba debe mostrar
sensibilidad a un agente de estrés, sufriendo alteraciones de vitalidad, de
funciones, inhibicién del crecimiento, trastornos reproductivos y metabdlicos.

La eleccién de una especie de prueba no es facil, porque cada especie
tiene su propia sensibilidad y, por lo tanto, proporciona una respuesta
diferente. Es conocer la especie de prueba, que implica el conocimiento del
ciclo devida, tasa de mortalidad natural de la poblacién y tasa de mortalidad
de las primeras etapas para evitar interferencias en la mortalidad por
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estrés toxico. Frente a la respuesta, las especies que pueden sobrevivir y
se reproducen en diversas condiciones ambientales son mas tolerantes a
los toxicos que las especies adaptadas para vivir en condiciones definidas.

La investigacién sobre el empleo de organismos animales en ecotoxico-
logia ha tenido un notable impulso durante las Ultimas dos décadas, y varias
especies se han utilizado en pruebas ecotoxicoldgicas; por lo tanto, la lista
de especies que se ha propuesto y que tienen un papel en la ecotoxicologia
es muy larga y todavia esta en progreso.

Hasta la fecha, en ecotoxicologia se tiene como principio que la toxi-
cidad potencial de una sustancia puede ser evaluada solo con baterias de
pruebas de ecotoxicidad. Cada bateria debe tener al menos tres especies
de prueba con etapas de vida bien definidas; la prueba debe realizarse
teniendo en cuenta los diferentes niveles de la red alimentaria; por lo
tanto, es esencial utilizar un productor primario, como un alga unicelular,
un consumidor primario, filtradores invertebrados y un consumidor
secundario, como las larvas de peces. También un saprétrofo/saproéfito y
un alimentador de detritos debe incluirse entre las especies consideradas.
De igual forma, es posible obtener resultados Utiles mediante sistemas
in vitro, como cultivos celulares de células de pez u otras. Finalmente, la
bateria de prueba debe tener una buena sensibilidad y una potencialidad
discriminatoria para responder lo mejor posible a los contaminantes.

Entre los organismos acuaticos, los crustdceos tienen un papel clave
en el medio ambiente por su posicién intermedia en la red alimentaria y
también por su amplia distribucién y alta densidad; por esta razén, en las
pruebas ecotoxicolédgicas se han propuesto varias especies de crustaceos
y tienen un amplio empleo, tanto en agua dulce como en agua marina.

Utilizacidn de crustdceos en ecotoxicologia: los pequefios crustaceos
son un eslabén importante dentro de la red alimentaria y juegan un papel
importante como consumidores primarios y, a veces, también como
consumidores secundarios, por lo que son elegibles para ser utilizados en
evaluaciones ecotoxicoldgicas; de hecho, conectan los flujos energéticos
entre los productores primarios (principalmente algas) y los consumidores
de niveles superiores (como peces) y, por lo tanto, se colocan en un nivel
clave en lared alimentaria. Hasta la fecha solo el Cladoceran de agua dulce
Daphnia magna esta aprobado como crustaceo adecuado para ensayos
acuaticos en ecotoxicologia de agua dulce.
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Crustdceos de agua dulce: Daphnia magna es la especie de prueba mas
importante en ecotoxicologia de agua dulce. La reproduccion parteno-
genética en Daphnia permite tener idéntica especimenes utiles para la
prueba. Durante la partenogénesis, las hembras producen huevos no
fertilizados, de los cuales solo nacen las hembras. Durante condiciones
ambientales adversas (extremas temperaturas, aumento de la densidad de
poblacién, acumulacion de productos de excrecion, escasez de alimentos
disponibilidad) también se producen machos; estos machos fertilizan
huevos particulares (huevos en reposo) que luego son transportados por
las hembras a una estructura particular conocida como ephippium. A partir
de estos los huevos eclosionan hembras que se reproduciran de nuevo
partenogenéticamente.

Daphnia magna se utiliza fundamentalmente, porque se distribuye
ampliamente en agua dulce y constituye un eslabdn importante en la
red tréfica colocandose en una posicion intermedia entre productores
primarios y consumidores de pescado; ademas, en algunos ecosistemas
pequefios es el consumidor final. La cria de Daphnia magna en el labora-
torio es facil y, gracias a sus caracteristicas biolégicas, es posible obtener
facilmente una gran cantidad de ejemplares homogéneos parala edady la
tasa de crecimiento. Ademas, gracias a la partenogénesis es posible tener
individuos idénticos; este es un factor muy importante para minimizar las
variaciones individuales en la respuesta a los toxicos. Ademas, Daphnia
magna tiene un ciclo de vida corto, por lo que es posible realizar pruebas
rapidas de toxicidad cronica también para mas generaciones.

En la prueba de toxicidad con Daphnia magna, dos parametros prin-
cipales: la mortalidad y la inmovilizacién, son registrados y los resultados
se expresan respectivamente como LCso y ECso. Sin embargo, el parametro
‘inmovilizacion’ ha sido objeto de criticas debido a que se observado en
muestras ‘lentas’ que estaban inmoviles después de la estimulacion, pero
posteriormente puede volver a nadar activamente.

Las pruebas con Daphnia magna deben realizarse de acuerdo con
estandares bien definidos. Los organismos deben tener una edad homo-
génea (<24 horas). En general, las pruebas deben realizarse durante 24-48
horas en condiciones de flujo estatico, a 20°Cy pH 7.5-8.5, con periodo de
luz-oscuridad de 16 horas a 8 horas. El agua estandar utilizada debe tener
total dureza 140-160 mg CaCO3/I, alcalinidad 110-120 mg CaCO3/I.
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La OCDE publicé6 métodos recientes: el método OECD 202 (2004) se
refiere al uso de dafnidos jovenes, de menos de 24 horas, y la exposicion
a diferentes concentraciones de toxicos durante 48 horas contra la prueba
de control. La inmovilizacion debe evaluarse después de 24y 48 horas y los
resultados deben expresarse como CEso. Otras especies de dafnidos, como
Daphnia pulex, Ceriodaphnia affinis y Ceriodaphnia dubia, se pueden utilizar
en esta prueba. El método OCDE 211 (2008) se refiere a la evaluacién de la
reproducciény utiliza especimenes de menor edad de 24 horas. La exposicion
se prolonga durante 21 dias y se produce la descendencia viva, evaluando
supervivencia, LOEC y NOEC son la expresion comun de resultados.

Crustdceos marinos: los crustaceos marinos Utiles para las pruebas
ecotoxicolégicas son tanto benténicos como plancténicos y se puede
elegir principalmente entre copépodos adultos y larvarios, camarones de
salmuera larvarios, percebes larvales y anfipodos.

En general, Artemia, el camarén de salmuera tipico de las aguas
hipersalinas se ha considerado durante mucho tiempo la especie ‘estandar’
y se ha utilizado actualmente para evaluar la toxicidad aguda de varios
contaminantes organicos e inorganicos. Los especimenes de Artemia estan
facilmente disponiblesy la reproduccion no muestra dificultades particula-
res, siendo factores importantes para promover el uso de este organismo.
A pesar de esto, hasta la fecha el empleo de Artemia es controvertido, dada
su supuesta sensibilidad inadecuada. De lo contrario, estudios recientes
indicaron que la evaluacion de la supervivencia en Artemia en las pruebas
de toxicidad a largo plazo son un parametro util y sensible.

En ecotoxicologia marina algunos copépodos, como el calanoide Acartia
tonsa y el harpacticoides Nitocra spinipes, Tisbe battagliai, Tigriopus fulvus y
otras Tigriopus spp., y los anfipodos Corophium insidiosus, Corophium orientale
y Corophium volutator y otros especies indicadas por ASTM (1999) parecen
ser elegibles para desempefiar el papel de especies de prueba con el fin
de apoyar la Artemia, ya ampliamente utilizada, y para reemplazar especies
no facilmente disponibles, como el mysid Mysidopsis bahia, un autéctono
especie de las costas orientales de América del Norte, que se indicaba en
algunos reglamentos sin considerar las dificultades de su importacién en
la UE. Los anfipodos se utilizan ampliamente en ecotoxicologia, debido a su
sensibilidad a varios contaminantes como los metales, para la evaluacion
de sedimentos en ambientes marinos y de transicién, y se han empleado
para elaborar pautas de calidad de sedimentos.
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Los copépodos harpacticoides pueden ser organismos de prueba
utiles para su amplia distribucion, dada su posicion clave dentro de la red
alimentaria, su sensibilidad satisfactoria a los contaminantes y porque son
mas faciles de criar que otros crustaceos y que los copépodos pelagicos.
Ademas, la cria de algunos harpacticoides permite tener muchos organismos
que estan disponibles debido a la constante y abundante produccion de
descendencia con muy bajos costos y esfuerzos. En algunos harpacticoides
también se puede estimular la produccion de descendencia. Por estas razo-
nes, los copépodos harpacticoides parecen ser el principal candidato para
desempefiar el papel de consumidor principal en ensayos ecotoxicolégicos.

Hasta la fecha los estudios sobre la respuesta ecotoxicolégica de Acartia
tonsa y Tigriopus fulvus, dos especies elegibles para el papel de especies de
prueba en ecotoxicologia acuatica, estan en progreso con el objetivo de con-
tribuir a la estandarizacién de las metodologias de prueba frente a metales.

Modelo eucaridtico de levadura Saccharomyces cereviciae en viabilidad
celular: las levaduras son células eucariéticas y robustas con semejanza
a la humana, tienen facil y rapido crecimiento, ademas de una facil
manipulacion y uso de diferentes fuentes de carbono, entre otras. Estas
caracteristicas las hacen fundamentales en la investigacion cientifica, con
aplicaciones en el desarrollo de biosensores, evaluacion de toxicidad, res-
puestas metabdlicas, toxicogendmica, y considerado como un organismo
experimental y modelo de la biologia del siglo XXI (Walmsley, RM et al.,
2000. Ribeiro, IC et al., 2000. Yuan, HL et al., 2005. Bahrim, G et al., 2007.
Yasokawa, D et al., 2010).

Los hongos son importantes para los ciclos biogeoquimicos y son
responsables de la degradacion de los xenobidticos ambientales, siendo
potenciales en procesos de biorremediacion (Shen, et al., 2012) (Da Silva,
NA et al., 2013) (Deshmukh, R et al., 2016) (Maya, K et al., 2012) (Gadd, GM,
2016). Frente a la degradacién del Clorpirifos, se han estudiado hongos
como —Verticillium sp. DSP, Acremonium sp. GFRC-1, Phanerochaete chry-
sosporium, Hypholoma fasciculare, Coriolus versicolor, Acremonium sp. GFRC-1,
Trichoderma sp., Trichosporum sp., Aspergillus niger, Trichoderma viridae,
Aspergillus sp. Fusarium sp.—, TCP —Acremonium sp GFRC-1, Cladosporium
cladosporoides Hu-01, Ganoderma sp JAS4—, Clorpirifos y TCP —Clados-
porium cladosporioides Hu-01— (Shen, S et al., 2012; Quintero, JC. Xie, H
etal., 2010; (Kukhrestha, Getal., 2011; Tiwari, M. Ket al., 2014; Yadav, M et al.,
2015; Yadav, M et al 2015; Farthan, M et al., 2012; Peng, L et al., 2013; Singh,
DP etal., 2011; Li,J et al., 2010).
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Las levaduras con capacidad degradativa pueden utilizar sustratos
hidréfobos como triglicéridos de aceites y grasas, alcanos, acidos grasos e
hidrocarburos (Hassanshahian, M et al., 2012). Levaduras sedimentarias, tales
como Debaryomyces, Pichia, Saccaromyces, Candida, Cryptococcus, Geotrichum,
Kloeckera, Rhodotorula, Trichosporum y Pullularia, degradaron diésel (Da
Costa, E etal., 1979). La levadura Candida tropicalis biodegrad6 el m-cresol 'y
fenol (Jing, B et al., 2006). Los plaguicidas como dinitrofenol (Saccharomyces
cerevisiae) (Zaharia, M et al., 2013), asi como la degradacion de compuestos
organofosforados, Diazindn (Rhodotorula glutinis y Rhodotorula rubra),
(Bempelou, ED et al., 2013), Malation, Demeton-S y VX p-s (Saccharomyces
cerevisiae), (Makkar, MS et al.) y Metamidofos (Saccaromyces rouxii WY-3).

Meétodos fluorometricos basados en células con indicadores fluorogenicos:
para evaluar la toxicidad aguda en ambientes acuaticos por levadura, se
utilizan diferentes técnicas como la espectrofotometria para medir la
disminucion de la emision de fluorescencia o bioluminiscencia (Valimaa et
al., 2008). Los métodos fluorométricos in vitro basados en células utilizan
indicadores o marcadores fluorescentes o fluorogénicos para evaluar
la citotoxicidad (Fritzsche y Mandenius, 2010). La prueba de reduccion
de resarzurina se ha utilizado como indicador de la viabilidad celular en
diferentes tipos de ensayos (Carneiro, 2009; Pace & Leadbetter, 2016;
O'Brien et al., 2000), aplicado a sistemas biolégicos y ambientales, en
bacterias, levaduras, cultivo de hongos, protozoos y células de mamiferos
(Rampersad, 2012, Rodriquez & Josan, 2017; Ibafiez et al., 2012; Zare et al.,
2015; Chadha & Kale, 2015; Moraes, 2017; Prakash et al., 2017; Kim y Jang,
2018; Knapp, 2018; Bitacura, 2018; Sangkaew et al., 2018; Blazi y Fischer,
2019; Zuas, 2008).

El uso de rojo neutro para evaluar la endocitosis activa (integridad
del lisosoma y del aparato de Golgi) es de menor sensibilidad, se utiliza
para evaluar la citotoxicidad in vitro en células animales CHO, ademas
se implementa como modelo de células cultivables realizando medidas
colorimétricas, a la vez de predecir toxicidad aguda in vivo por el efecto de
diferentes sustancias quimicas (Zwolak, 2015) y citotoxicidad evaluada para
laintegridad de los lisosomas en fibroblastos murinos (Garcia et al., 2019).
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Bioensayos de toxicidad de mezclas

Tanto los sistemas celulares como los microorganismos manipulados
genéticamente se han utilizado para medir la toxicidad de compuestos
individuales y de mezclas presentes en el medio ambiente (agua, suelo
y sedimentos). Dichos bioensayos tienen varias ventajas, siendo simple,
rapido y econémico. Pueden proporcionar evidencia de la existencia en
muestras ambientales de productos quimicos con propiedades toxicas,
actuando individualmente o en combinacién. Algunos de ellos proporcio-
nan medidas del funcionamiento de ciertos modos de accién, dando asi
evidencia de los tipos de compuestos responsables de los efectos toxicos;
bioensayos simples que utilizan amplias indicaciones de toxicidad, como
letalidad o reduccién de la tasa de crecimiento como puntos finales.

La deficiencia de los sistemas de bioensayo dificulta las respuestas
toxicas que miden los efectos tdxicos por organismos de vida libre, si se
exponen a las mismas concentraciones de productos quimicos en el campo.
Estos sistemas simples no se reproducen en vertebrados e invertebrados
vivos. Los factores toxicocinéticos son determinantes de la toxicidad y pue-
den existir diferencias muy grandes de la toxicidad entre especies debido
a diferencias metabdlicas. Los sistemas de bioensayo tienen un potencial
considerable para biomonitoreo y evaluacion de riesgos ambientales, dando
una indicacién rapida de toxicidad, para llegar a métodos mas sofisticados
que establezcan causa y efecto, incluido el analisis quimico y los ensayos
de biomarcadores en organismos vivos. En el contexto del biomonitoreo,
son Utiles para comprobar la calidad de las aguas superficiales y efluentes,
y para dar una alerta temprana de problemas de contaminacién, teniendo
ventajas considerables sobre el analisis quimico, siendo mas baratos y
pudiendo medir la toxicidad de compuestos que escapan a la deteccion
de la sustancia quimica en el laboratorio.

Varios bioensayos utilizan microorganismos, como la prueba Microtox
dando una medida no especifica de toxicidad, utilizando el microorganismo
bioluminiscente marino Vibrio fischeri, que emite luz debido a la accién de
la enzima luciferasa, midiéndose la toxicidad por el grado de inhibicion
de la luz.

Un tipo de prueba mas especifico es el ensayo de mutagenicidad bacte-
rianay su ejemplo mas conocido es la prueba de Ames. Este tipo de prueba
ha sido ampliamente utilizado en la industria quimica para seleccionar
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pesticidas y medicamentos en busca de propiedades mutagénicas. En la
prueba de Ames, las cepas de la bacteria Salmonella typhimurium depen-
dientes de histidina estan expuestas a sustancias quimicas individuales
0 mezclas. La mutacién se manifiesta por una pérdida de histidina, con
dependencia a las tasas de mutacién que estan relacionadas con la dosis.
Una caracteristica importante de la prueba de Ames es que incorpora un
sistema de activacion metabdlica con alta actividad monooxigenasa. Asi,
se puede hacer una distincién entre contaminantes que son en si mismos
mutagénicos y otros que requieren activacion metabdlica por parte del
sistema P450.

Se han utilizado varias lineas celulares de mamiferos y peces para
realizar pruebas de toxicidad, algunos de ellos midiendo mecanismos
particulares. Se han desarrollado sistemas de bioensayo que prueban la
toxicidad mediada por el receptor Ah. Lineas celulares de hepatoma de
ratones, que contienen el receptor Ah, y las células de este tipo se han
transfectado con genes indicadores. Un ejemplo es el CALUX sistema,
donde la interaccién de PCB coplanares, dioxinas, etc., con el receptor
Ah de las células del hepatoma desencadenan la sintesis de luciferasa 'y
la consiguiente emisién de luz. La ocupacion del receptor Ah por estos
compuestos determina la cantidad de luz que se emite. Por tanto, el sistema
CALUX puede dar una medida integrada de los efectos de mezclas de
compuestos polihalogenados sobre el receptor Ah, y una indicacién, por
lo tanto, del potencial de tales mezclas para causar toxicidad.

En otro ejemplo, se han utilizado lineas de hepatocitos de peces para
detectar la presencia de estréogenos ambientales. Cultivos primarios de
hepatocitos de trucha arco iris que contienen el receptor de estrégeno
puede mostrar niveles elevados de vitelogenina cuando se expone a estroé-
genos ambientales. Ensayos con este sistema, junto con ensayos para la
produccion de vitelogenina en peces machos enjaulados, han demostrado
la presencia de actividad estrogénica en desagues de aguas residuales. El
receptor de estrogeno es sensible a una serie de compuestos ambientales,
incluido el organoclorado dicofol y o, p'-DDT, nonil fenoles (bastante débiles)
y naturalmente fitoestrégenos presentes. Una vez mas, un sistema de
ensayo que se basa mecanicamente puede dar una medida integrada de los
efectos adversos de mezclas de productos quimicos ambientales. También
se han desarrollado lineas de hepatocitos de peces que pueden mostrar
el citocromo P4501A1 induccion debida a HAP y compuestos aromaticos
policlorados planos que se unen al receptor Ah.
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Aparte de las ventajas cientificas que ofrece esta nueva tecnologia,
también ha sido acogido por organizaciones que buscan una reduccién en
el nUmero de animales utilizados en pruebas de toxicidad.

-Potenciacion de la toxicidad en mezclas

La potenciacién es a menudo la consecuencia de interacciones a nivel toxi-
cocinético, especialmente la inhibicidon de desintoxicacién o aumento de la
activacion. Las consecuencias de tal potenciacién pueden ser evidentes no
solo a nivel animal completo, sino también en las respuestas mejoradas de
biomarcadores ensayos que miden la toxicidad. Los biomarcadores de expo-
sicién por si solos no deben reflejan la potenciacién a nivel toxicocinético.

El verdadero problema de la potenciacion es anticipar donde puede
ocurrir, cuando los Unicos datos de toxicidad disponibles son para los com-
puestos individuales que constituiran la mezcla, siendo un tema frecuente
en la regulacion de plaguicidas. Al considerar la toxicidad de mezclas, se
tiende a suponer que los productos quimicos interactuaran de forma
aditiva, a menos que haya pruebas claras de lo contrario, enfoque que
ha funcionado bien en la practica, con importantes excepciones. Se debe
prestar plena consideracion a los mecanismos conocidos de potenciacion
cuando surgen dudas sobre la posible toxicidad de las mezclas. Donde
existe un riesgo aparente por buenas razones mecanicas, se deben realizar
pruebas para establecer la toxicidad de las mezclas en cuestién. De esta
forma, los recursos muy limitados disponibles para probar las mezclas
deben centrarse en los casos mas importantes.

Con el rapido crecimiento de la comprension de la base mecanicista de la
toxicidad, es posible anticipar dénde se produce una potenciacion sustancial
de la toxicidad ocurrida. En este campo, nada puede sustituir al conocimiento
experto. Los recursos hacen que no exista ningun requisito legal general para
las pruebas de toxicidad de mezclas de productos quimicos industriales, que
pueden liberarse al medio ambiente. Incluso si tales recursos existiesen, tal
ejercicio seria en gran medida una pérdida de tiempo, porque la potenciacion
de la toxicidad en mezclas es un evento raro.

A medida que crece la comprension de los mecanismos bioquimicos
que conducen a una fuerte potenciacion de toxicidad, se debe prestar mas
atencion a la liberacién de compuestos que no son tdxicos en si mismos, pero
que pueden aumentar la toxicidad de los contaminantes ya presentes en el
ambiente. Los fungicidas EBI, pueden potenciar la toxicidad de los insecticidas
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piretroidesy fosforotionato. Ademas, puede haber situaciones en las que su
uso en la agricultura aumente los peligros que presentan ciertos insecticidas
comunmente aplicados a la vida silvestre (Walter, CH, 2001).

Evaluacion de citotoxicidad

El uso indiscriminado de plaguicidas en diferentes actividades humanas
genera contaminacion de ecosistemas costeros como los estuarios, los cuales
soportan cargas de contaminacion generando alto impacto (Deblonde et al.,
2011; Nilin et al., 2013). Los insecticidas organofosforados, como el clorpirifos
(CP), pueden causar efectos en los seres vivos a diferentes niveles troficos,
incluidos organismos no objetivo (Jaglal, 2015; Marin, 2017; Bejarano et al.,
2017), que contribuyen ecolégicamente a la produccién primaria, reciclajey
descomposicion de nutrientes (De Lorenzo et al., 2001), a través de efectos
indirectos que alteran directamente los niveles tréficos inferiores, y que a
su vez pueden afectar los niveles superiores (Preston, 2002).

Las células vivas responden rapidamente a diferentes condiciones
ambientales adversas (Gomez, 2006) y, las pruebas in vitro se consideran
una alternativa al analisis in vivo de reemplazo en toxicologia (Hernandez
& Ibis, 2014; Bhattacharya et al., 2019; Mushtaq et al., 2018). La evaluacién
de la citotoxicidad y la proliferacion en diferentes tipos de células, desde
microorganismos hasta mamiferos, se centra en pruebas simples in vitro,
donde se mide la viabilidad celular (O'Brien et al., 2000; Pace & Leadbetter,
2016). Los analisis de ensayos in vitro utilizan bacterias, levaduras, proto-
zoos, como cultivos de células de mamiferos y humanos, para determinar
multiples criterios de valoracién en toxicologia (Knight, 2008).

La evaluacion de la citotoxicidad y la proliferacion en diferentes
tipos de células, desde microorganismos hasta mamiferos, se centra en
pruebas sencillas in vitro, donde se mide la viabilidad celular (O'Brien et
al., 2000; Pace & Leadbetter, 2016). En la evaluacién de la citotoxicidad,
lineas celulares como las células embrionarias de rifidn humano (HEK) y
los neuroblastos de ratén (N2a) se han utilizado para efectos neurotéxicos
y neurodegenerativos, siendo modelos biolégicos de gran importancia
(LePage et al., 2005; Gojanovich et al., 2016; Provost, 2010; Acevedo-Barrios
etal., 2018; GUner et al., 2019; Ghorbani et al., 2019; Soudy et al., 2019). El
uso de estas lineas celulares en la toxicidad de plaguicidas se ha investigado
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en insecticidas organofosforados (Chedik et al., 2019), como el paratiény
el clorpirifos con su metabolito TCP (Y. Wang et al., 2019; Van Emon et al.,
2018) y con el herbicida Paraquat (Cai et al., 2019).

El uso de pruebas microbioldgicas y toxicolégicas con organismos
procariotas o eucariotas se ha aplicado en el estudio de la contaminacion
ambiental (Mager & Ferreirat, 1993; Lucau et al., 2005; Valimaa et al., 2008).
En la practica microbiologica, se utilizan una amplia variedad de indicadores
para determinar el estado fisiolégico y la viabilidad de cultivos celulares
(Grela et al., 2018), destacando el modelo de levadura Saccharomyces
cerevisiae, utilizado para muchos estudios de respuesta celular general a los
desequilibrios metabdlicos, ademas de evaluar una amplia variedad de sis-
temas (Terziyska et al., 2000) y buscar cambios en parametros fisiolégicos,
bioquimicos, citologicos, morfolégicos y genéticos (Mager & Ferreirat, 1993;
Lucau et al., 2005). La levadura Saccharomyces cereviciae es un organismo
unicelular, eucariota, no patégeno y facil de manipular, que se utiliza como
sistema un modelo para determinar las respuestas fisiologicas a los efectos
toxicos de los herbicidas y se propone para evaluar la toxicidad (viabilidad)
de los contaminantes ambientales (Cabral et al., 2004; Esteve et al., 2009) y
la citotoxicidad a diferentes compuestos quimicos (Hollis & Killham, 2000).

Saccharomyces cereviciae responde al estrés térmico, osmético y
oxidativo (Folch et al., 2004), preferido para el estudio de la respuesta al
estrés en células eucariotas, por tratarse de un modelo sencillo, econémico,
de facil manipulacién genética, de secuencia gendmica conocida, como
la conservacién de mecanismos moleculares entre levaduras y células
humanas, por homologia en sistemas de mamiferos, y puede sobrevivir a
diferentes condiciones ambientales, donde pueden ser evaluados desde
el punto de vista toxicolégico (Bahrim et al., 2007; Valimaa et al., 2008;
Yasokawa & lwahashi, 2010; SC dos Santos et al., 2012; Gaytan et al., 2013;
Mattiazzi et al., 2013).

El uso de bioensayos in vitro con levaduras es de gran importancia para
incorporarlos en el seguimiento de respuestas citotdxicas y genotoéxicas.
Se utilizan para evaluar la toxicidad aguda de la bateria de organismos de
diferentes sensibilidades (Amaeze et al., 2015; Rojickova-Padrtova et al.,
1998). Saccharomyces cerevisiae se ha estudiado en la determinacién de la
viabilidad celular (Bitacura, 2018), generando una respuesta metabdlica a nivel
intracelular y midiendo su actividad con colorantes vitales, donde las células
vivas son capaces de reducir estos indicadores redox (Bahrim et al., 2007).
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La evaluacién de la toxicidad de diferentes plaguicidas como Azoxistro-
bina, Cimoxanil y Diuron, se ha realizado midiendo la inhibicién metabdlica
en S. cereviciae a nivel de sintesis de ATP, siendo mas rapido, mas econémico
y menos sensible que con Daphnia magna 'y, mas rapido y sensible que
con Vibrio fischeri (Esteve et al., 2009). El fungicida Mancozeb fue evaluado
con S. cereviciae con herramientas toxicoprotedmicas para monitorear
estados de respuesta toxicoldgica y su adaptacion de respuesta a estos
pesticidas (P. M. Santos et al., 2009; Armengaud et al., 2014). El desarrollo
de la toxicogendmica ha permitido observar cambios en la expresion génica
tras la exposicién a toxinas en la levadura S. cereviciae, respondiendo al
estrés quimico (Yasokawa & lwahashi, 2010; SC dos Santos et al., 2012;
Mattiazzi et al., 2013; McHale et al., 2014). La toxicologia funcional ha
permitido el estudio del plaguicida persistente Dieldrin con S. cerevisiae
(Gaytan & Vulpe, 2014). El efecto ecotoxicoldgico del insecticida Clorpirifos
ha sido evaluado en diferentes microorganismos unicelulares, como en
las cianobacterias por ser la base nutricional de los consumidores a altos
niveles troficos (Shoaib et al., 2012). El clorpirifos induce una respuesta al
estrés en Klebsiella sp. (S. Wang et al., 2013).

Esto deja en claro la importancia de desarrollar o adaptar ensayos
in vitro con el uso de modelos biolégicos eucariotas de lineas celulares
HEK y N2a, asi como levaduras aisladas de sedimentos marinos contra
el efecto citotoxico de CP, TCP y mezcla, y se puede ver si existe son
diferentes respuestas a una cepa de control de S. cereviciae. Ademas, si
estos compuestos muestran actividad estrogénica se utiliza una levadura
modificada, para ello, se propone evaluar la citotoxicidad sobre las lineas
celulares y levaduras aisladas en el medio marino, como ver la actividad
estrogénica en la levadura modificada, utilizando un método fluorimétrico
y ensayando las respuestas a la resazurina y marcadores rojos neutros.

Evaluacion de estrogenicidad

Los contaminantes ambientales clasificados como disruptores endocrinos
—algunos pesticidas—, tienen un efecto estrogénico al inducir receptores
de estrégenos humanos (RYA, YES), que pueden evaluarse con ensayos
basados en levaduras y cuantificarse mediante métodos fluorogénicos
(Noguerol et al., 2006; Anwer et al., 2016; Westlund et al., 2018; Gerunova
et al., 2019). Estudios con la levadura S. cerevisiae recombinante, mediante
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un ensayo in vitro (Routledge & Sumpter, 1996; Coldham et al., 1997; Vin-
ggaard et al., 2015; Fang et al., 2000; Tanaka et al., 2001), se ha aplicado al
monitoreo de disruptores endocrinos en aguas superficiales (N. Garcia et
al., 2001), sedimentos de ambientes acuaticos (Legler et al., 2002), aguas
residuales y aguas superficiales (Murk et al., 2002; Pawlowski et al., 2003;
Huggett et al., 2003; Vieira et al., 2015), evaluacion de tratamiento de aguas
residuales (Onda et al., 1998), aguas de rio (Quiros et al., 2005) y compuestos
organoclorados en extractos de pescado (N. Garcia et al., 2005- 2007).

Ecotoxicologia microbiana

Debido a su ubicuidad, abundanciay actividades metabdlicas, los microor-
ganismos juegan un papel crucial en el ciclo biogeoquimico de elementos
en el ambiente. En cualquier perturbacién en la actividad y diversidad
de los microorganismos es probable que la comunidad genere impactos
significativos, no solo en términos de biogeoquimica, sino también la
resiliencia de los ecosistemas.

Actividades humanas e industrializacion han dado lugar a la liberacion
de millones de toneladas de sustancias quimicas y contaminantes en los
ambientes, siendo algunos de ellos téxicos para los organismos vivos. Sin
embargo, hay una falta de informacién sobre los efectos de la toxicidad a
nivel de ecosistema, en donde los estudios de toxicidad usan especies que
incluyen plantas (germinacién), gusanos (supervivencia de las lombrices de
tierra) y microorganismos (prueba de bioensayo Microtox), para evaluar el
efecto del contaminante en los organismos objetivo.

La ecotoxicologia microbiana representa una disciplina emergente
que abarca la ecologia microbiana, la toxicologia microbiana, la quimicay
la fisica, las cuales ofrecen un gran potencial en la evaluacién del destino
y el impacto ambiental de contaminantes a nivel de ecosistema.

La primera parte del término ‘ecotoxicologia microbiana’ pone el interés
en los microorganismos como una gran fraccién de la biota del ecosistema.
Los microorganismos no solo se ven afectados por contaminantes, sino
que también desempefian funciones esenciales en los ecosistemas. La
variedad de funciones que realizan incluye la transduccién de energia solar
en energia organica: materia, transformar, descomponer y mineralizar la
materia organica, ademas de contribuir a la retencion y transformacion de
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materiales (incluidos los contaminantes) en ecosistemas acuaticos. En si
mismo, el enfoque ‘microbiano’ previsto en la ecotoxicologia microbiana
no debe mantener una gran distancia de otras disciplinas compartiendo el
interés comun por los microorganismos, y en el caso de la ecotoxicologia
microbiana, esta se centra en los efectos y respuestas de los microorga-
nismos y los procesos que catalizan a los contaminantes.

La segunda parte del término ‘ecotoxicologia microbiana’ es, a su
vez, un compuesto de dos términos diferentes, correspondientes a las
disciplinas ‘ecologia’ y ‘toxicologia’.

En el pasado, estos dos se separarony evolucionaron individualmente,
ignorando mutuamente el uno al otro. La ecologia destinada a comprender
las razones por las que los sistemas naturales funcionan y por qué habia
un orden en la distribucién de especies, poblaciones y comunidades. La
toxicologia se ha centrado especialmente en comprender los efectos adver-
sos de los productos quimicos, fuertemente determinados a cuantificar la
dosis (concentraciones) de sustancias quimicas respectivas a sus efectos
sobre los organismos vivos. La aplicacion de conceptos ecolégicos a la
respuesta de contaminantes en las comunidades biolégicas ha sido rara,
aunque con importantes excepciones.

La tolerancia comunitaria inducida (PICT) describid que un téxico podria
ejercer una presiéon de seleccion hacia una comunidad mas tolerante,
cuando se aplica a una concentracion durante una duracién adecuada. La
comunidad biolégica, por lo tanto, experimentd un cambio composicional
o fisioldgico progresivo en la tolerancia general al toxico, lo que lleva a una
explicaciéon causal de efectos de los productos quimicos en la comunidad.
Este concepto también reconocié que la tolerancia a uno o varios estresores
fue modificada por factores externos (ambientales), y que podrian ocurrir
efectos cruzados entre téxicos y otros factores ambientales estresantes.
Este concepto revolucionario abrio la perspectiva hacia una mayor concien-
cia de la necesidad de incorporar la perspectiva ecoldgica en la maquinaria
toxicolégica. Esta es ya la perspectiva de la ecotoxicologia microbiana
moderna. Segun Ghiglione et al (2016), la ecotoxicologia microbiana esta
relacionada con la taxonomia y biodiversidad microbiana funcional que, a
su vez, es importante para apoyar funciones del ecosistema y asegurar su
estabilidad y recuperacién.
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Los microorganismos son los organismos mas abundantes del planeta,
siendo las bacterias la mayor diversidad de microorganismos y metabdlica,
en donde una variedad de métodos dependientes de cultivo determina
la gran diversidad de vida microbiana, siendo las técnicas microbianas
moleculares las que han mostrado ampliar el conocimiento de esta
gran diversidad. En particular, el advenimiento de la secuenciacion de
proxima generacion de bajo costo de tecnologias ha llevado a un aumento
exponencial de microorganismos basados en secuencias de estudios
comunitarios que investigan la diversidad de taxonesy la estructura de la
comunidad (analisis de genes de ARNr) y/o funcién microbiana, a través de
la metagendmica de microorganismos presentes en el medio ambiente,
proporcionando nuevos conocimientos de las funciones y adaptaciones
ecologicas y biolégicas de los microbios, y asi comprender la diversidad
microbiana y complejidad de la funcién del ecosistema.

En ambientes naturales, los microorganismos interactlian con compo-
nentes bidticos y abidticos de sus ecosistemas, esenciales para la funcion
del ecosistema con funciones clave especificas (ciclos biogeoquimicos,
biodegradacién de contaminantes e impactos de microorganismos sobre
la actividad y salud de plantas y animales, incluidos los seres humanos).

Las comunidades microbianas juegan un papel central en el funciona-
miento de los ecosistemas, lo que cualquier perturbacion en la actividad y
diversidad de la comunidad microbiana conduce a impactos significativos
en términos de ciclos biogeoquimicos y de resiliencia del ecosistema, por
lo que los impactos ecoldgicos de contaminantes a escala microbiana y
sobre las diversas funciones que desempefian en el ecosistema, junto con
el papel de las comunidades microbianas en la ecodinamica del ecosistema
afectado por contaminantes, han formado la base de la ecotoxicologia
microbiana (Ghiglione et al., 2016), una disciplina que ha surgido de la
ecologia microbiana.
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Figura 4. Disciplinas de la ecotoxicologia microbiana

Nota. Construcciéon propia, basada del autor Ghiglione, JF. et al., 2016

La ecotoxicologia microbiana es una nueva disciplina que abarca la
ecologia microbiana, toxicologia microbiana, la quimica y la fisica. Esta
nueva disciplina puede se distingue de la toxicologia microbiana, ya que
esta Ultima tiene efectos toxicos de los compuestos sobre un determinado
microorganismo e infieren la toxicidad para toda la comunidad, mientras
que la ecotoxicologia microbiana tiene como objetivo recopilar todos
los diferentes enfoques, tales como métodos analiticos, mediciones
enzimaticas, mediciones de toxicidad y métodos independientes del
cultivo, entre otros, para tener una evaluacion precisa de los compuestos
toxicos en toda la comunidad. Esto es un desarrollo significativo a partir
del trabajo de toxicologia microbiana simple, que requiere el estudio de
enfoques ecotoxicolégicos a nivel comunitario. Sin embargo, el resultado
de la ecotoxicologia microbiana tiene relevancia ecolégica.
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En consecuencia, esta disciplina se ha ido consolidando recientemente.
Durante algun tiempo, los ecologistas microbianos han estado realizando e
informando exitosamente estudios sobre la biorremediacién de compues-
tos téxicos. La mayoria de estos estudios han usado métodos analiticos
como la cromatografia de gases —espectrometria masas— para confirmar
la degradacién de los contaminantes; sin embargo, también hay la nece-
sidad de evaluar la toxicidad de los compuestos restantes después de la
remediacion con varios métodos de toxicidad como el bioensayo Microtox
y la prueba Toxi-chromoPad. Estas pruebas se han utilizado durante mas
de veinte afios y se pueden clasificar como: pruebas de una sola especie,
transformaciones de carbono y nitrégeno, pruebas enzimaticas, mediciones
de biomasa y pruebas que evalian cambios en diversidad microbiana
(Ghiglione et al.2016; Ghiglione et al., 2014; Cravo, C et al., 2017).

Contaminacion ambiental

La contaminacién ambiental es un término que se refiere a la liberacién,
descarga o eliminacién de diversos contaminantes (sélidos, liquidos o
gases) fisicos, quimicos y biolégicos, como consecuencia de la difusién de
la contaminacion y los procesos industriales, sin el tratamiento adecuado
para cumplir con las regulaciones estandar requeridas antes de vertido en
el medio ambiente (agua, aire y suelo), provocando una amenaza para los
seres humanos, animales, plantas y todo el medio ambiente. Desafortuna-
damente, aproximadamente del 90% al 95% de las aguas residuales urba-
nas sin tratar son téxicas y cancerigenas. Los productos quimicos generados
se descargan directamente en aguas corrientes en paises en desarrollo
sin el tratamiento adecuado. La contaminacién también es una grave
amenaza a la calidad del agua en paises desarrollados, incluidos EE. UU.,
Reino Unido y Australia.

El agua, el aire y el suelo contaminados impactan la biosfera, incluidos
los humanos, debido a la dependencia de las condiciones ambientales segu-
ras de la cadena alimentaria. Contaminantes fisicos, quimicos y biol6gicos
que se descargan directa o indirectamente en el medio ambiente tendran
un impacto en los organismos vivos. La eliminacién de estos contaminantes
al medio ambiente representa un paso en la restauracion de las funciones
y servicios del ecosistema de los que dependemos para mantener tanto la
salud humana como la del ecosistema.
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Los sistemas biolégicos y microorganismos —en particular— estan
desempefiando un papel cada vez mas importante en la limpieza o reme-
diacion de sitios y la biorremediacién, la cual se practica ampliamente como
un enfoque seguro y ecolégico para la limpieza de diversos contaminantes,
tales como hidrocarburos de petréleo, metales pesados, plaguicidas y
productos de desecho en industrias quimicas y de papel.

Los microorganismos en particular son Utiles en la degradacién de
contaminantes de dos formas generales:

e Muchos microorganismos, incluidos los autéctonos de un entorno par-
ticular puede degradar los contaminantes o transformarlos en com-
puestos menos téxicos, reduciendo la concentracion de contaminan-
tes y disminuyendo de manera importante su toxicidad y efectos en el
medio ambiente.

e L Os propios microorganismos pueden servir como indicadores impor-
tantes de contaminacién, ya que cualquier impacto ambiental se tra-
duce en cambios comunitarios. Ademas, dado que los microorganis-
mos son ubicuos en el medio ambiente, una respuesta comunitaria a
los contaminantes ambientales puede ser observada.

Evaluacion ecotoxicoldgica

Los analisis quimicos tradicionales son la forma habitual de evaluar la
degradacién de contaminantes y monitorear los niveles de contaminacién,
asi como evaluar los impactos en varios organismos. Sin embargo, estas
técnicas (cromatografia de gases-espectrometria de masas, GCMS para
hidrocarburos y espectrometria de masas de plasma acoplado inductiva-
mente, ICPMS para metales) no son efectivos para evaluar la eficacia del
meétodo de limpieza en términos de reduccion de la toxicidad y biodispo-
nibilidad, o para evaluar los resultados ecotoxicolégicos del proceso en el
ecosistema en los sitios tratados.

La reduccion de la concentracién de contaminantes no significa
necesariamente una reduccién de su toxicidad, esto debido a muchas
razones posibles como se ha demostrado anteriormente. Por tanto, la
integracion entre datos analiticos quimicos, valoraciones ecotoxicolégicas
y la evaluacion del riesgo da una mirada mas holistica en estos procesos.
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La comunidad microbiana es necesaria, aunque rara vez se lleva a
cabo, para evaluar la eficiencia del enfoque utilizado para tratar el area
contaminada y el medio ambiente resultante con resultados en términos
de sus efectos sobre los ecosistemas y los seres humanos.

Los indicadores clave del riesgo, que representan los productos
quimicos para la salud humana y otros organismos en el medio ambiente,
estan relacionados con la biodisponibilidad del contaminante, que se puede
definir como la diferencia entre la cantidad de contaminante al que un
organismo esta expuesto, y la dosis real de la sustancia que el organismo
recibe. Muchos factores determinan la biodisponibilidad ambiental de un
contaminante, siendo: (a) la solubilidad del contaminante en la solucién del
suelo, (b) las tasas de transferencia de masa quimica, especificamente el
peso molecular de la fraccién desorbiday (c) el tipo de organismo expuesto
a las sustancias quimicas.

Para examinar el impacto de los productos quimicos en la biota —una
variedad de pruebas de toxicidad—, se han propuesto métodos y procedi-
mientos como la inhibicién de bioluminiscencia bacteriana natural, que se
conoce como prueba Microtox, bacteria marina, Aliivibrio fischeri (también
conocido como Vibrio fischeriy anteriormente conocido como Photobacterium
phosphoreum). La bioluminiscencia resulta de un conjunto complejo de
reacciones de produccion de energia controladas por la expresion de seis
genes con luz, siendo una produccién inducida a alta densidad celular, que,
al haber inhibicién de las enzimas por el contaminante, altera la tasa de
expresion génicay, posteriormente, la cantidad de bioluminiscencia emitido.

La prueba Microtox se utiliza para determinar la toxicidad de un
contaminante y se aplica cominmente como una prueba rapida de
bioensayo, en un intento de alertar (en las agencias) al monitoreo sobre las
posibles condiciones toxicas, asi como la evaluacién rapida de los cambios
en calidad ambiental. El punto final de esta prueba es la determinacion
de la concentracién de un contaminante que provoca una reduccién de la
bioluminiscencia en un 50% después de cierto tiempo, generalmente 5, 10y
15 min. Esto se conoce como Concentracion Efectiv 50 (ECso). Por otro lado,
una prueba de toxicidad cronica tiene como objetivo evaluar la toxicidad de
una sustancia mediante la deteccidon de cambios fisiolégicos y funciones,
y generalmente se realiza en organismos macroscopicos.
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Hasta ahora, los enfoques de ecotoxicologia microbiana incluyen
la medicion de parametros biogeoquimicos (fotosintesis, respiracién,
desnitrificacion, descomposicién, y potencial enzimatico), asi como el uso
de Microtox, biosensores y bioreporteros, con el fin de evaluar los efectos
de los contaminantes en la comunidad microbiana.

Sin embargo, existe el requisito de un mejor indicador de toxicidad
para toda la comunidad microbiana en el sistema, con el fin de relacionar
funciones especificas como las actividades enzimaticas a ciertos grupos
de organismosy su abundancia. Con el advenimiento de secuenciacion de
proxima generacion, podemos detectar diferencias en genes funcionales
en los genes alkB a nivel comunitario involucrados en la degradacion
del alcano, y si combinamos esta técnica con pruebas de ecotoxicidad
microbiana, sera mas facil evaluar el nivel de toxicidad para toda la comu-
nidad. Por tanto, uno de los retos en Ecotoxicologia Microbiana puede ser
incorporary establecer la metagenémica como una ayuda en la recopilacién
de niveles de toxicidad fiables.

Adicionalmente, es necesario realizar estudios de biorremediacion
para reducir el contaminante por debajo de la proteccién ambiental local,
y para realizar el postratamiento se deben aplicar pruebas de toxicidad
con el fin de confirmar la ausencia de toxicidad en el sitio. Los limites
maximos de agencias determinan si la concentracion del contaminante
(o la de intermedios) esta dentro de los limites deseados, pudiendo ser
toxicos para varios organismos.

Ademas, de los indicadores de toxicidad clasicos como ECso, LCsoy LDso, es
importante que las pruebas toxicoldgicas microbianas, como los bioinformes
aceptados internacionalmente, sirvan para poder lograr un consenso sobre
los niveles maximos de toxicidad y el establecimiento de la Ecotoxicologia
Microbiana como una nueva disciplina que sirve para tal tarea.

Respuestas microbianas a la contaminacion

Microbiologia y quimica en el ambiente

El conocimiento de estudios conjuntos en procesos ambientales quimicosy
bacterianos, es de suma importancia para la Ecotoxicologia Microbiana. La
contaminacién ambiental generada por las actividades humanas es impor-
tante para evaluar y mitigar los efectos. Los microorganismos se encuentran
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entre los primeros afectados por contaminantes y son actores esenciales
en el funcionamiento del ecosistema. La evaluacion de los efectos de la
contaminacion sobre los microorganismos es de suma importancia. Su
respuesta puede servir para informar los efectos y las capacidades de
recuperacion del ecosistema. El comportamiento de los microorganismos
en respuesta a la contaminacion quimica se ha estudiado ampliamente.

Figura 5. Observaciones ecotoxicoldgicas microbianas y niveles
de organizacién bioldgica

Nota. Construccion propia basada en Cravo, C et al., (2017)

Fisiologia y metabolismo microbianos

Las respuestas fisioldgicas de los microorganismos a los contaminantes han
sido inicialmente abordadas por enfoques basados en cultivo. Muchos
contaminantes pueden ser degradados o transformados por accion
microbiana, donde los microorganismos se adaptan y seleccionan para
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compuestos xenobidticos introducidos en el medio ambiente. En la mayoria
de los casos, las capacidades de biodegradacion o vias metabdlicas se han
descrito en el modeloy, por tanto, caracteristicas fisiologicas, morfologicas,
taxondémicas y metabdlicas han sido estudiadas para comprender mejor
las capacidades potenciales y el comportamiento de los microorganismos
frente a los contaminantes.

Las vias microbianas implicadas en la degradacién de contaminantes
organicos se han estudiado intensamente durante décadas. Los microorga-
nismos han desarrollado diversas estrategias para degradar contaminantes
organicos en presenciay en ausencia de oxigeno molecular. La versatilidad
metabdlicay la flexibilidad genética, junto con las estrategias comunitarias,
son primordiales, pues permiten a los microorganismos resistir la presencia
de contaminantes.

Las herramientas ecotoxicolégicas permiten determinar las capa-
cidades microbianas para eliminar contaminantes y representan asi
herramientas Utiles para la implementacidon y el seguimiento de procesos
de biorremediacion. Dado que los microorganismos son omnipresentes,
donde se pueden desarrollar y explotar potencialmente estrategias para
cada ecosistemay cualquier contaminante. Sin embargo, el desafio futuro
de la Ecotoxicologia Microbiana sera proponer enfoques integrados para
evaluar el impacto de contaminacion multiple, incluidos los contaminantes
emergentes. Para este propésito basico, el conocimiento de la Ecologia
Microbiana con un punto de vista holistico es de suma importancia en
donde se debe fomentar dicha investigacion basica.

Biomarcadores en ecotoxicologia microbiana

De la especie a la comunidad

En la evaluacion de riesgos ambientales, la Organizacion Mundial de la
Salud definio el biomarcador como “casi cualquier medida que refleje una
interaccién entre un sistema biolégico y un peligro potencial, que puede ser
quimico, fisico o biolégico. La medida de la respuesta puede ser funcional
y fisioldgica, bioquimica a nivel celular o una interaccion molecular” (OMS
1993). Para poner énfasis en el vinculo entre un biomarcador y el sistema
se propone a un biomarcador como:
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un elemento biolégico [incluidos los productos quimicos biogénicos]
que pertenece a un sistema mas amplio cuya observacion se espera que
proporcione informacién sobre este sistema basado en el conocimiento
a priori de los vinculos e interacciones existentes entre el biomarcador y
este sistema (Invemar, 2006).

Esta definicion tiene un alcance mas amplio que la definicion dada en
la ecologia del estrés, la cual se limita a medidas moleculares, celulares,
genéticas, inmunologicas y fisiolégicas, en donde se espera que informe
sobre las alteraciones ecoldgicas.

Los biomarcadores se clasifican segun el tipo de informacion que
proporcionan:

« Informacién sobre la exposicion
+ Informacién sobre los efectos
+ Informacién sobre la susceptibilidad a una perturbacion

Se espera que los biomarcadores de efecto, los mas comunes, informen
sobre las consecuencias de una perturbacion, como la exposicion a toxicos,
ya sea porque miden directamente algunos procesos esenciales del
ecosistema (produccion primaria o produccién secundaria), o porque se ha
establecido una relacion causal entre las alteraciones de los biomarcadores
y los efectos en niveles superiores de organizacion biologica (individuo,
poblacién y ecosistema).

La investigacion de biomarcadores es muy comun en ecotoxicologia,
especialmente en ambientes marinos y ambientes de agua dulce, pero
sigue siendo controvertido, ya que los vinculos e interacciones existentes
entre los biomarcadores y la salud de los ecosistemas no siempre son lo
suficientemente bien conocidos. Vale la pena mencionar que la mayoria
de los estudios se basan en macroorganismos (invertebrados o peces),
centrados principalmente en predecir efectos de la contaminacién en
poblaciones, a partir de respuestas bioquimicas en los individuos. La
inhibicién de la actividad de la acetilcolinesterasa (AChE) en invertebrados y
peces es un biomarcador de exposicion a insecticidas organofosforados. En
Gammarus fossarum, la inhibicién de AchE se correlaciond con la alteracion
de la velocidad de alimentacion y locomocion, promoviendo el uso de AchE
como biomarcador de efecto a nivel poblacional.
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Los biomarcadores de efecto y exposicién de peces no solo se desarro-
llan por su relevancia en el efecto ecolégico, sino también por su similitud (en
términos de fisiologia) con los humanos. En comparacion con otros grupos
de organismos, el uso de biomarcadores microbianos en ecotoxicologia
sigue siendo escaso. Los biomarcadores microbianos especificos de la especie
se pueden utilizar para detectar la presencia de especies de interés en el
medio ambiente, como bacterias patdégenas o cianobacterias toxicas. Por
ejemplo, en pruebas de toxicidad que incluyen varios metales se encontro
que el plomo (Pb) inhibe especificamente la delta-aminolevulinato deshi-
dratasa (ALAD) en una cepa ambiental de Pseudomonas putida, de acuerdo
con observaciones previas en eucariotas multicelulares. Ademas, mientras
que la actividad ALAD fue proporcional a la biodisponibilidad de Pb en P,
putida, esta actividad se mantuvo estable bajo exposiciéon a Pb en una P.
aeruginosa resistente a metales, donde se sugirio el uso de la actividad ALAD
de P. putida como biomarcador de exposicion al Pb.

Aunque los biomarcadores especificos de especies pueden ser Utiles
para buscar ciertas especies o para detectar efectos de exposicion especi-
ficos, los biomarcadores microbianos —medidos en el medio ambiente—
pueden referirse a comunidades microbianas, incluidas un gran nimero de
especies que interactlan, como bacterias degradantes de xenobioticos
(Pesce et al., 2013).

En ecologia, una comunidad se refiere a una unidad ecolégica com-
puesta por diferentes especies que ocupan un area en particular, general-
mente interactuando entre siy su ambiente. Los principios de la ecologia
comunitaria aplicados a la comprensién de los efectos de la contaminacion
en los ecosistemas dan lugar a una rama de la ecotoxicologia denominada
ecotoxicologia comunitaria, que mas tarde fue aplicado a comunidades
microbianas. Este enfoque tiene un gran interés en la ecotoxicologia, ya que
los biomarcadores microbianos cubren una amplia gama de mediciones,
desde la determinacién de la concentracién de sustancias quimicas biogeé-
nicas (acidos grasos fosfolipidos a la evaluacién de actividad microbiana,
actividad fotosintética o capacidad de adaptacién) (Pesce et al., 2016).

Ademas, la sensibilidad de las comunidades microbianas se puede
diferir mucho de la especie Unica, encontrandose que las comunidades de
las biopeliculas son mas sensibles al herbicida diurén que una sola especie
con una CEso para biovolumen de diatomeas (es decir, la concentracion
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para la cual el biovolumen de diatomeas se reduce en un 50%) de 0,09 pg
de diurdn L, después de 8 dias de exposicidn, mientras que en especies
Unicas anteriores pruebas en diferentes especies de algas, la CEso para el
crecimiento oscilé entre 4y 30 Ig L.

En este contexto, los biomarcadores microbianos comunitarios tienen
muchas ventajas en comparacién con otros biomarcadores utilizados en
ecotoxicologia. En particular, es probable que el enfoque de biomarcadores
a nivel comunitario detecte la exposicién (utilizando biomarcador de
exposicién), pero también para estimar los efectos directos e indirectos
qgue ocurren en un a nivel de poblaciéon, comunidad o ecosistema. En
efecto, las respuestas a nivel comunitario pueden considerarse como
biomarcadores para un conjunto de comunidades o un ecosistema. Cabe
mencionar que las comunidades microbianas desempefian un papel clave
en el funcionamiento de los ecosistemas (comunidad de biopeliculas en
ecosistemas y en la dindmica de los contaminantes, como reacciones de
desintoxicacién microbiana llevadas a cabo por comunidades microbianas,
y por lo que se necesitan mas estudios de campo para validar el uso de
tales biomarcadores como herramientas de diagndstico para ayudar a
identificar las presiones e impactos téxicos en el ecosistema.

En ecosistemas acuaticos, investigaciones ecotoxicolégicas comunita-
rias en agua, como biopeliculas, ilustran cémo un enfoque de biomarcado-
res multiples a nivel comunitario puede revelar la presencia y los efectos
de contaminantes a multiples escalas. Las biopeliculas o biofilms (también
conocido como perifiton) son comunidades microbianas bentdnicas
complejasy estructuradas formando una estructura 3D en una matriz com-
puesta por sustancias poliméricas extracelulares. Las biopeliculas de agua
dulce desempefian un papel clave en el funcionamiento del ecosistema
fluvial y también es probable que se vean afectados por contaminantes, por
lo que muchos estudios han investigado el impacto de los contaminantes
en la estructura y funcién de estas comunidades.

Los biomarcadores microbianos especificos de los diferentes com-
ponentes de biofilm se han utilizado para identificar los efectos directos,
pero también indirectos de la contaminacién, como el efecto indirecto
del herbicida diurén, inhibidor de la fotosintesis, sobre las bacterias
dentro de las comunidades de biopeliculas. Ademas, el uso de diferentes
biomarcadores puede permitir la captura de los efectos agudos y crénicos
de un toxico. Dentro de este marco, se espera que los biomarcadores
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fisiologicos detecten la exposicion aguda, mientras que los biomarcadores
estructurales, basados en la composicion de la comunidad, pueden
informar sobre los efectos de la exposicion crénica.

Teniendo en cuenta esta complejidad, la ecotoxicologia microbiana
investiga los efectos de los contaminantes en las especies objetivo, y
también el impacto de la contaminacién en:

+ Interacciones bib6ticas (algas/bacterias en biopeliculas).

+ Niveles tréficos mas altos (a través de la implicacion de comunida-
des microbianas en la cadena alimentaria).

* Procesos importantes como produccién primaria, descomposi-
cién de materia organica, y ciclo de nutrientes.

Por tanto, es probable que la ecotoxicologia microbiana revele un
impacto quimico no facilmente demostrado por las herramientas de
biomonitoreo actuales.

Biomarcadores microbianos basados en la comunidad (Adaptacién)

Es bien sabido que los compuestos téxicos representan un riesgo real
para las comunidades naturales, incluso en concentraciones bajas, ya
que la exposicion a largo plazo afectara el conjunto de especies, lo que
lleva a la seleccion de las mas tolerantes, que se desempefiaran mejor en
las condiciones de contaminacién predominantes, proceso comunmente
llamado adaptacion comunitaria. Esto ha sido demostrado en ecosistemas
acuaticos con comunidades de invertebrados y algas microbentoénicas,
siendo el marco conceptual para el uso de indices de contaminacién en
el biomonitoreo, que se basan sobre la presencia o ausencia de especies
tolerantes o el PICT (Tolerancia comunitaria inducida por contaminacion),
que a su vez parte de la visualizacion de un aumento general de la tolerancia
de una comunidad al téxico en comparacién con una comunidad referencia,
lo cual da como resultado la seleccion de los organismos mas tolerantes,
asi como el establecimiento de mecanismos de desintoxicacion.

Si las comunidades microbianas se encuentran en casi todas partes,
esto se debe a su alta grado de flexibilidad metabdlica, tolerancia fisiologica
y diversidad. Esta adaptaciéon puede aparecer a nivel genético, a través
de una expresién elevada de los genes que construyen esta tolerancia
y también a nivel comunitario mediante un cambio en la composicién
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de la comunidad, seleccionando las especies mas tolerantes. Sobre la
adaptacion comunitaria a toxicos, pudiendo encajar como biomarcadores
de adaptacion.

Los tres diferentes tipos son:

* Los genes de resistencia

* La composicion de especies

+ La adquisicién de tolerancia al estrés oxidativo

Los productos quimicos representan un cierto riesgo para las comuni-
dades microbianas, pero los efectos pueden ser acumulativos o sinérgicos
con otros factores de estrés que también afectan a los microorganismos
en ecosistemas de agua dulce. El gran desafio al que se enfrentan los
ecotoxicélogos microbianos es discernir los efectos de las sustancias qui-
micas causados por coexistencia a factores de estrés en las comunidades
microbianas, y esto requiere la capacidad de utilizar e integrar técnicas
nuevas y las tradicionales para describir con precisién sus respuestas y
escalar hasta el ecosistema (Cravo, C et al., 2017).

La ocurrencia de especies de microorganismos resistentes en un
entorno contaminado, pueden ser usados como indicadores relevantes
ecologicamente y en sensibilidad frente al deterioro de la contaminacion
ambiental, por lo que se utilizan en test de toxicidad microbiana (Giller, KE
etal., 1998), con ejemplos de microlgas como biomarcadores bioquimicos
de contaminacidon marina (Torres, MA et al., 2008); Vibrio qginghaiensis
sp.Nov-Q67 frente a Clorpirifos (Zhang, YH et al., 2008; Zhou, X et al; Liu, SY, et
al., 2012; Zhang, ) et al., 2011); Photobacterium phosphoreum evaluando toxi-
cidad (Fernandez, A et al., 1995); Bacillus stearothermophilus como modelo de
screening de toxicidad quimica en perturbacién de membrada por toxicos
lipidicos (Donato, MM et al., 2000); Vibrio fisheri como bioindicador para
medir perturbacion metabdlica por agentes fisicos y quimicos (Scheerer,
S et al., 2006); Aliivibrio Fischeriy Vibrio ginghaiensis para el monitoreo de la
contaminaciéon ambiental y biosensores (Ma, XY et al., 2014).

Ademas, con el desarrollo de la ecotoxicologia (Vighi, M et al., 2013;
Boverhof, DR et al., 2006; Wilson, VS et al., 2013), se presentan estudios
con Sacharomyces cereviciae siendo este el modelo mas poderoso de la
toxicogenética para evaluar toxicidad de suelos y aguas contaminadas
(Yasokawa, D. et al., 2010); también hay otros modelos con Danio rerio,
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Daphia magna, Lemma minory Xenopus tropicalis en ambientes acuaticos,
asi como Arabidopsis thailiana, Caenorhapdiles elegans y Eisetnia foetida en
ambientes terrestres, entre otros (Snape, JR et al., 2004).

Las estrategias de prevencion de la contaminacion y gestion de los
sitios contaminados por compuestos quimicos (Laane, R et al., 2011; Rep.
Col. MAVDT. 2005), pueden ser desarrolladas y aplicadas dentro de la
biotecnologia ambiental, usando sistemas biolégicos como los microor-
ganismos para prevenir, mitigar o eliminar contaminantes quimicos en el
medio ambiente, basados en procesos metabolicos de degradacion micro-
biana (Blanch, AR. 2010); se han usado microorganismos degradadores
como controladores de contaminacion por plaguicidas, por su capacidad
funcional, resistencia y adaptaciéon a ambientes estresados (Vidotti, EC
et al., 2004), en donde bacterias, microalgas y hongos son ejemplos de
estos procesos (Fernandez, A et al., 1995; Giller, KE et al., 1998; Liu, SY et
al., 2012; Ma, XY et al., 2014; Sheever, S et al., 2006) y con el desarrollo de
la ecotoxicologia, estudios con la levadura Sacharomyces cereviciae como
modelo para evaluar toxicidad de suelos y aguas contaminadas (Boverhof,
DR et al., 2006; Vighi, M et al., 2013; Wilson, VS et al., 2013).

La aplicacién de los procesos degradativos es utilizada en la biorre-
mediacidon de ambientes contaminados (Landis, Wayne G. et al., 2005),
destacando los procesos de descontaminacion de ambientes marinos, a
través de la biotecnologia ambiental (Kalogerakis, N. et al., 2014), en donde
la eliminacion de contaminantes y su toxicidad, asi como la de bioprocesos
ecoeficientes ambientalmente, es una alternativa de solucion al problema
ambiental de contaminacién quimica (Pakshirajan, K. et al., 2014). El
aprovechamiento de microorganismos que se encuentran en diferentes
ecosistemas pueden ser usados para restaurar sitios contaminados, a
través de la biorremediacion por su potencial de degradacion, naciendo
una interdisciplina emergente de la toxicologia llamada ‘Ecotoxicologia
Microbiana’ (Ghiglione, JF. Et al., 2015; Ghiglione, JF. et al., 2016). Asi mismo,
la ecotoxicologia, estudia los riesgos de contaminacion del ambiente
(Cabrera, JM et al., 1995), desarrollando protocolos de ensayo para predecir
el efecto de las sustancias quimicas sobre organismos vivos, estudiando la
respuesta fisiolégica, bioquimica o inmunoldgica en organismos modelo
(Cagiga, E et al., 2003; Castillo, G. 2004).
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En estos estudios, y segun la vision de la toxicologia para el siglo XXI, se
recomienda el reemplazo de animales por métodos in vitro en el laboratorio,
asi como incluir aspectos de la nanobiotecnologia (Berg, N. et al., 2011;
Hartung, T. 2011; Andersen, ME et al., 2009; Vighi, M et al., 2013), en donde
el uso de levaduras y otros microorganismos son usados en bioprocesos
y diferentes bioreactores, para ver la efectividad en la degradacion de
diferentes compuestos, incluyendo clorpirifos, asi como la detoxificacion
o reduccién de toxicidad aplicando diferentes baterias de test (Li, H. et al.,
2015; Sponza, DT et al., 2010; Dosta, | et al., 2011; Chishti, Z et al., 2013;
Zhou, S et al., 2015).

Se han usado microorganismos degradadores como controladores
de contaminacion por plaguicidas por su capacidad funcional, resistencia
y adaptacién a ambientes estresados (Vidotti, EC et al., 2004); se plantea
la reduccién de la toxicidad de contaminantes quimicos por la capacidad
metabdlica de transformacion de los microorganismos basada en la biode-
gradacion de compuestos organicos, inorganicos y radioactivos (Chatterjee,
Oetal, 2016); la ocurrencia de especies de microorganismos resistentes en
un entorno contaminado, pueden ser usados como indicadores relevantes
ecologicamente y en sensibilidad frente al deterioro de la contaminacion
ambiental, por lo que se utilizan en test de toxicidad microbiana (Giller, KE
et al., 1998) con ejemplos de microlgas como biomarcadores bioquimicos
de contaminacidon marina (Torres, MA et al., 2008); Vibrio qinghaiensis
sp.Nov-Q67 frente a Clorpirifos (Zhang, YH et al., 2008; Zhou, X et al. Liu, SY, e
al.2012; Zhang, ] et al., 2011); Photobacterium phosphoreum evaluando toxi-
cidad (Fernandez, A et al., 1995); Bacillus stearothermophilus como modelo de
screening de toxicidad quimica en perturbacién de membrada por téxicos
lipidicos (Donato, MM et al., 2000); Vibrio fisheri como bioindicador para
medir perturbacion metabdlica por agentes fisicos y quimicos (Scheerer,
S et al., 2006); Aliivibrio, Fischeri y Vibrio ginghaiensis para el monitoreo de
la contaminacion ambiental y biosensores (Ma, XY et al., 2014). Ademas,
con el desarrollo de la ecotoxicologia, estudios con Sacharomyces cereviciae
como modelo mas poderoso de la toxicogenética para evaluar toxicidad
de suelos y aguas contaminadas (Vighi, M et al., 2013; Boverhof, DR et al.,
2006; Wilson, VS et al., 2013).

El aprovechamiento de microorganismos que se encuentran en dife-
rentes ecosistemas ha sido aprovechado en un area de investigacion inter-
diciplinar emergente de la toxicologia llamada ‘Ecotoxicologia Microbiana’,
que pretende estudiar el impacto de los compuestos quimicos a escala
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microbiana, como su diversidad, abundancia o actividad, asi como su rol
en los procesos ecodindmicos de los contaminantes, asi como su fuente, su
trasferencia, degradacién y/o transformacién, que permiten monitorear,
ver calidad ambiental y restauracién de sitios contaminados, a través de la
biorremediacion donde se aprovechan los microorganismos por su potencial
de biodegradacién (Ghiglione, JF. Et al., 2015; Ghiglione, JF. et al., 2016).

Aplicacion en biotecnologia microbiana

El clorpirifos es un compuesto con una degradacion microbiana y una
degradacion abidtica por hidrolisis. La ruta principal de degradacién del
clorpirifos en todos los sistemas como agua, suelo, animales y vegetales,
se inicia al romperse el enlace ester-fésforo, produciendo TCP (3,5,6-tri-
cloro-2-piridinol), que no presenta actividad insecticida, pero que ha
demostrado efecto toxico en microorganismos de suelos y aguas (Dow
Agrosciences, 2008).

Se han usado microorganismos degradadores como controladores de
contaminacién por plaguicidas, por su capacidad funcional, resistencia y
adaptacion a ambientes estresados (Vidotti, EC et al., 2004), en donde bacte-
rias, microalgas y hongos son ejemplos de estos procesos (Fernandez, Aetal.,
1995; Giller, KE et al., 1998; Liu, SY et al., 2012; Ma, XY et al., 2014; Sheever, S
etal., 2006) y con el desarrollo de la ecotoxicologia, estudios con la levadura
Sacharomyces cerevicioe como modelo para evaluar toxicidad de suelos y
aguas contaminadas (Boverhof, DR et al., 2006; Vighi, M et al., 2013; Wilson,
VS et al., 2013). Los microorganismos pueden degradar el CP y utilizarlo
como fuente de carbono y fésforo, generando 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP) y
dietiltiofosfato (DETF) en su proceso de hidrolisis (Tiwari, MK et al., 2014). Los
hongos son importantes para los ciclos biogeoquimicos y son responsables
de la degradacién de los xenobidticos ambientales, siendo potenciales en
procesos de biorremediacion (Shen, S et. 2012. Maya, K et al., 2012).

En referencia a levaduras con capacidad degradativa, estas pueden
utilizar sustratos hidrofobos como triglicéridos de aceites y grasas,
alcanos, acidos grasos e hidrocarburos (Hassanshahian, M et al., 2012);
plaguicidas como dinitrofenol fue degradado por Saccharomyces cerevisiae
(Zaharia, M et al., 2013). Por su parte, frente a la degradaciéon de com-
puestos organofosforados, se establece: Diazinbn —Rhodotorula glutinis y
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Rhodotorula rubra—, (Bempelou, ED et al., 2013); malation, Demeton-Sy
VX p-s —Saccharomyces cerevisiae— y metamidofos —Saccaromyces rouxii
WY-3— (Makkar, MS et al., 2013).

El aprovechamiento de microorganismos que se encuentran en dife-
rentes ecosistemas pueden ser usados para restaurar sitios contaminados,
a través de la biorremediacién por su potencial de degradacién, naciendo
una interdisciplina emergente de la toxicologia llamada ‘Ecotoxicologia
Microbiana’ (Ghiglione, JF. Et al., 2015; Ghiglione, JF. et al., 2016). Asi mismo,
la ecotoxicologia, estudia los riesgos de contaminacion del ambiente
(Cabrera, JM et al., 1995), desarrollando protocolos de ensayo para predecir
el efecto de las sustancias quimicas sobre organismos vivos, estudiando la
respuesta fisiologica, bioquimica o inmunoldgica en organismos modelo
(Cagiga, E et al., 2003; Castillo, G. 2004). Estos estudios y segun la vision de
la toxicologia para el siglo XXI, se recomienda el reemplazo de animales
por métodos in vitro en el laboratorio, asi como de ir incluyendo aspectos
de la nanobiotecnologia (Berg, N. et al., 2011; Hartung, T. 2011; Andersen,
ME et al., 2009; Vighi, M et al., 2013), en donde el uso de levaduras y otros
microorganismos son usados en bioprocesos y diferentes bioreactores,
para ver efectividad en la degradacién de diferentes compuestos, inclu-
yendo clorpirifos, asi como la detoxificacion o reduccion de toxicidad
aplicando diferentes baterias de test (Li, H. et al., 2015; Sponza, DT et al.,
2010; Dosta, J et al., 2011; Chishti, Z et al., 2013; Zhou, S et al., 2015).

La biotecnologia ambiental usa sistemas biolégicos para prevenir,
mitigar o eliminar contaminantes quimicos en el medio ambiente, basados
en procesos metabolicos de degradacion microbiana (Blanch, AR. 2010);
el aprovechamiento de los procesos degradativos es utilizado en la bio-
rremediacién de ambientes contaminados (Landis, Wayne G. et al., 2005),
destacando los procesos de descontaminacion de ambientes marinos, a
través de la biotecnologia ambiental (Kalogerakis, N. et al., 2014). Dentro
de la biotecnologia ambiental, surgen tematicas a desarrollar, donde se
incluyen la eliminacion de contaminantes y su toxicidad, asi como la de
bioprocesos ecoeficientes ambientalmente, siendo alternativas de solucion
al problema ambiental de contaminacién quimica (Pakshirajan, K. et al.,
2014); asi mismo, la ecotoxicologia estudia los riesgos de contaminacion
del ambiente, detectando, identificando y valorando su grado de toxicidad,
pudiendo abarcar estudios clinicos, analiticos o experimentales (Cabrera,
JM. et al., 1995), desarrollando protocolos de ensayo para usarse como
herramienta de prediccién temprana, como para predecir el efecto de las
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sustancias quimicas sobre organismos vivos, estudiando la respuesta fisio-
l6gica, bioquimica o inmunoldgica de organismos modelo (Cagiga, E. et al.,
2003; Castillo, G, 2004).

Teniendo en cuenta la vision de la toxicologia para el siglo XXI, los
expertos recomiendan el reemplazo del uso de animales fortaleciendo
los métodos in vitro, asi como de ir incluyendo aspectos de la nanobiotec-
nologia (Berg, N. et al., 2011; Hartung, T. 2011; Andersen, ME et al., 2009;
Vighi, M et al., 2013).

85







Capitulo 3.
Toxicidad Aguda del
Clorpirifos y su Metabolito
3,5,6-Tricloro-2-Piridinol
Solo y en Combinacion eon
una Bateria de Bioensayos

Prefacio

La toxicidad aguda del clorpirifos (CP) y su principal metabolito 3,5,6-tri-
cloro-2-piridinol (TCP), solos y en combinacion, se han evaluado utilizando
una bateria de pruebas que comprende organismos acuaticos de diferentes
niveles tréficos: bacterias marinas luminiscentes Aliivibrio fischeri, alga uni-
celular de agua dulce Pseudokirchneriella subcapitata y cladoceran Daphnia
magna. Como era de esperar, D. magna fue el organismo mas sensible a
los compuestos probados, siendo el CP mas toxico que su metabolito. Por
el contrario, se encontré que el TCP era mas toxico que su compuesto
original para A. fischeriy P. subcapitata. En todos los casos, la mezcla de
CP y su metabolito fue mas téxica que los compuestos probados por
separado, multiplicandose entre 5y 200 veces el nivel de toxicidad de CP
y hasta 15 veces el nivel de toxicidad de TCP. Estos resultados indican que
la coexistencia de la sustancia madre y su producto de degradacién en el
medio ambiente puede resultar en una interaccién sinérgica que implica
un alto riesgo para los ecosistemas acuaticos.
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Introduccion

Los compuestos organofosforados se encuentran entre los productos qui-
micos mas utilizados en todo el mundo. Aunque su uso principal es como
plaguicidas en agricultura, acuicultura, control de vectores o uso doméstico
(Roberts y Aaron 2007), también se puede utilizar para la fabricacién de plas-
tico (Yadav et al., 2017), retardantes de llama o fluidos hidraulicos (Andresen
et al., 2004). Debido a su baja especificidad, pueden causar efectos severosy
duraderos en la poblacion de especies acuaticas no objetivo, particularmente
invertebrados (SSchulzy Liess, 1999; Fulton y Key, 2001). El clorpirifos (CP) es
un organofosfato clorado de amplio espectro [O, O-dietil O- (3,5,6-triclor-2-pi-
ridil) fosforotioato] con actividad insecticida, nematicida y acaricida que se
utiliza en diferentes cultivos, asi como en pastos y en plantas ornamentales
(Johny Shaike, 2015). A pesar de que el CP se ha retirado del uso doméstico
en muchos paises, su produccién y consumo aumentan dramaticamente
cada afio (John y Shaike, 2015), debido a su bajo costo econémico. Lo que
ha llevado a la contaminacién de ecosistemas terrestres y de agua dulce y
marinos en muchas regiones del mundo (Wightwick y Allinson 2007, Gebre-
mariam et al., 2012, Alvarez et al., 2013).

Como se sabe, el principal mecanismo de toxicidad de la CP es la inhi-
bicién de la acetilcolinesterasa, que esta presente en todos los vertebrados,
afectando a otras especies no objetivo, como abejas, lombrices de tierra
o peces (Jin et al., 2015). Se considera de moderada a extremadamente
toxica para las aves (Moore et al., 2014). Ademas de producir trastornos en
el sistema nervioso, se han documentado dafios al sistema inmunolégico
y alteraciones endocrinas (Li et al., 2013, Ventura et al., 2016).

También se ha detectado en alimentos de areas urbanas y rurales,
polvo del piso y aire interiores, muestras de orina, etc., lo que genera
importantes preocupaciones para la salud humana (Morgan et al., 2005).
Durante los ultimos afios se ha estudiado la presencia y disipacion de
CP en hortalizas como lechuga, arroz, maiz o tomate detectando niveles
significativos (Zhang et al., 2012, Gvozdenac et al., 2013, Han et al., 2013,
Ge et al.,, 2015). Segun la EPA, la CP se considera moderadamente téxicay
esta clasificada en la categoria de toxicidad Il (USEPA 2011). Sin embargo,
después de varios estudios, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA) reconsiderd el nivel de toxicidad concluyendo que el CP es de valor
0 mucho mas toxica de lo que se aconsejaba anteriormente en la Comision
Europea de Salud (EFSA 2013).
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Segun las caracteristicas fisicoquimicas de la CP, esta se retiene fuerte-
mente en el suelo con vidas medias que varian entre 1y 24 semanas (Eisler,
2000). Esta variabilidad puede atribuirse al contenido de carbono organico,
la humedad o la actividad microbiana (Racke, 1993). Su entrada en sistemas
acuaticos salados o de agua dulce puede ser causada por escorrentias de
suelos contaminados o por erosién y transporte de particulas de suelo.

Los estudios sobre el destino ambiental de la CP y sus mecanismos de
degradacion revelaron el 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP) como el principal
producto de degradacién (Xu et al., 2008) producido por mecanismos
hidroliticos y fotoliticos (Baskaran et al., 2003). Este es mas movil que la
molécula madre debido a su mayor solubilidad en agua, lo que provoca
una contaminacién generalizada del suelo y los medios acuaticos.

Con respecto a los estudios de ecotoxicidad, se encontré que la CP es
altamente téxica para aves como el pasto comun, el gorrién comun, los
faisanes de cuello anillado y las palomas comunes con una LCso variada
de 5.6 a 10 mg/kg (Solomon et al., 2001, Christensen et al., 2009, Eng et al.
2017). En los sistemas acuaticos, se considera muy altamente tdxico para
los invertebrados, los peces de agua dulce y los organismos estuarinos y
marinos con valores de LCso que oscilan entre 1 ng/Ly 10 pg/L (Barrony
Woodburn, 1995; Varoé et al., 2002; Ali y Kumar, 2012; Wang et al., 2014;
Majumder y Kaviraj, 2019). Se ha encontrado cierto grado de bioacumu-
lacion en varias especies, incluido el TCP y otros metabolitos (Thomas y
Mansingh, 2002; Ashauer et al., 2006; Katagi, 2010).

Si bien existe una cantidad considerable de informacion relacionada
con la ecotoxicidad de las sustancias quimicas CP y TCP, no debe olvidarse
que rara vez se encuentran individualmente. El hecho es que las sustancias
quimicas aparecen mezcladas en sitios contaminados, mas a menudo
la sustancia quimica original esta en combinacién con sus productos de
degradaciéon u otras sustancias quimicas. Este es el caso de CP y TCP.
Por lo tanto, el objetivo principal del presente estudio fue examinar la
toxicidad interactiva de la CP y su principal producto de degradacion como
mezcla, basandose en la toxicidad observada de los productos quimicos
individuales y su combinacién con modelos bioldgicos estandarizados
como bacterias marinas luminiscentes Aliivibrio fischeri, alga unicelular de
agua dulce Pseudokirchneriella subcapitata e invertebrados Daphnia magna.
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Materiales y métodos

Productos quimicos y organismos de prueba

Clorpirifos (CAS: 2921-88-2), (O, O-diethil O-3,5,6-tricloropiridin-2-il fosfo-
rotionato; CP) 99,7% estandar analitico y su metabolito 3,5,6-tricloro-2-
piridinol (TCP) (CAS: 6515-38-4) 99,3%, el estandar analitico se obtuvo
de Sigma-Aldrich y el producto comercial (CP 44,5%-480 g/L, disolvente,
emulsionante y otros 55,5%) fue fabricado por Dow AgroSciences. Las
propiedades de los compuestos seleccionados utilizados en este estudio
se describen en la Tabla 1.

Se prepararon soluciones madre de compuestos y series de diluciones
en agua destilada o en el medio de cultivo apropiado para cada ensayo de
toxicidad. El organismo de prueba Aliivibrio fischeri (cepa NRRL B-11177)
fue suministrado por Fisher Scientific (Madrid, Espafia); el alga Pseudo-
kirchneriella subcapitata (Algaltoxkit, MicroBioTest Inc, Gent, Bélgica) y las
ephippias (huevos inactivos) del crustaceo Daphnia magna (Daphtoxkit,
MicroBioTest Inc, Gent, Bélgica) fueron suministrados por ECOtest S.L.
(Valencia, Espafia). El agua empleada en los experimentos fue de grado
Milli-Q. Todos los reactivos utilizados para las pruebas de bacterias,
algas y crustaceos fueron de grado analitico. Para todos los bioensayos,
se realizaron controles de sensibilidad de rutina utilizando la sal K2Cr207
(Sigma-Aldrich, reactivo analitico).

Ensayo de toxicidad aguda con Aliivibrio fischeri

El ensayo de inhibicién de la luminiscencia de bacterias se realizé de
acuerdo con ladirectriz 1ISO 11348-3: 2007 (ISO, 2007) con las modificaciones
que se describen a continuacion:

Las bacterias se expusieron a concentraciones iniciales de 15 mg/L de
CP, TCP o CP comercial, durante 30 min. La mezcla CP: TCP (1:1) se ensay6
a una concentracién inicial de 4 mg/L. Inmediatamente antes de iniciar
el ensayo, se reconstituyeron las bacterias liofilizadas y luego se preparé
una suspensién bacteriana con el medio descrito en la guia (NaCl 20 g/L;
MgCl2 - 6H20 2.035 g/L; KCI 0.30 g/L). Como diluyente, se usa NaCl al 2% en
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agua destilada. Para el ensayo se utilizaron microplacas blancas de fondo
plano de 96 pocillos (Costar, Corning Inc., Nueva York, EE.UU.). Cada placa
contenia 8 réplicas de controles (diluyente y suspension bacteriana), 4
réplicas de cada concentracion de compuestos ensayados (contaminante,
diluyente y suspensién bacteriana) y 4 blancos (diluyente). El volumen total
por pocillo fue de 200 pl.

La preparacion del ensayo se llevé a cabo de la siguiente manera: se
prepararon diluciones en serie para cada muestra directamente en NaCl al
2% en una microplaca con el médulo inyector del lector de microplacas Tecan
Infinite M200; esta placa se mantuvo a 15°C durante 1 hora. Otra microplaca
se llen6 manualmente con la suspensién de bacterias y se mantuvo a
15°C durante 15 min. Después del periodo de incubacion, se control6 la
luminiscencia para ambas placas. Luego, el contenido de la primera placa
se transfirié a la segunda placa con una pipeta multicanal, se incubé a 15°C
durante 30 min y se midié la luminiscencia. Para evaluar la reduccién de la
bioluminiscencia, los valores se procesaron de acuerdo con el protocolo ISO
para obtener los porcentajes de inhibicién de la luminiscencia.

Prueba de toxicidad aguda con
Pseudokirchneriella subcapitata

Se realizd una prueba de inhibicién del crecimiento miniaturizado con
P. subcapitata, segun el protocolo I1SO 8692: 2012 (ISO, 2012a). El alga se
expuso a concentraciones iniciales de 50, 2,1, 6,3y 0,1 mg/L de CP, TCP, CP
comercial y mezcla, respectivamente, durante 72 horas. P. subcapitata se
tomo del sistema comercial Algal Toxkit F. El organismo, inmovilizado en
perlas de algas, se desinmovilizé y se resuspendi6 en el medio basal de Bold
(Bishoffy Bold 1963). El cultivo madre resultante se mantuvo en un matraz
de 250 mL, se agitd (150 rpm) bajo luz blanca continua (6.000-10.000 lux)
y se incub6 a 23 + 2°C en una camara calentada. Se utilizé un cultivo de
algas de tres dias como indéculo en las pruebas de toxicidad.

Los ensayos se llevaron a cabo en microplacas transparentes de fondo
plano de 96 pocillos (Costar, Corning Inc., Nueva York, EE. UU.). Cada prueba
consistio en 16 réplicas de control (medio de cultivo y algas), 8 réplicas
de cada concentracion de compuestos ensayados (contaminante, medio
de cultivo y algas) y 8 réplicas de blanco (medio de cultivo). Se realizaron
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diluciones en serie con medio de cultivo a dos de la solucion madre de cada
compuesto. Las microplacas se llenaron automaticamente utilizando el
maodulo inyector del lector de placas Tecan Infinite M200. La concentracion
inicial de células en cada pocillo fue de 10* células/mLy el volumen final de
300 pL. Las microplacas se introdujeron en bolsas de plastico transparentes
llenas de CO2 al 2% y se incubaron en las mismas condiciones que los
cultivos madre. El crecimiento de los cultivos se midié cada 24h por la
fluorescencia del contenido in vivo de clorofila a, a 430 nmy 663 nm como
longitudes de onda de excitacion y emisidn, respectivamente. Todos los
datos de fluorescencia se transformaron en valores de concentracion
celular y se determinaron los porcentajes de inhibicién del crecimiento de
las algas expuestas a compuestos y mezcla, de acuerdo con el protocolo.

Prueba de toxicidad aguda con Daphnia magna

La evaluacion de la toxicidad de los productos quimicos CP, TCP y CP comer-
cial con D. magna se realizé de acuerdo con la directiva ISO 6341: 2012 (ISO,
2012b). Las efipias se lavaron con agua corriente, se re-suspendieron con
agua reconstituida (0,294 mg/L CaCl2 - 2H20; 0,123 mg/L MgS04 - 7H20;
0,065 mg/L NaHCO3; 0,0058 mg/L KCl; dureza 250 mg/L como CaCO3; pH
7,8 +0,5)yseincubd a 22 + 1°C con iluminacién constante (3000-4000 lux)
en una camara climatica.

En la prueba de toxicidad, los neonatos, que tienen menos de 24h
desde la eclosion, fueron expuestos a diluciones seriadas (factor de dilucion
2) de CP, TCP o CP comercial, preparadas con medio de reconstitucién a
partir de una solucion madre de 31,3, 250y 3,9 pg/L, respectivamente. La
mezcla CP: TCP (1: 1) se ensayd a una concentracion inicial de 7,8 pg/L.
Los ensayos consistieron en controles y concentraciones de prueba y se
realizaron en placas de Petri (5,5 cm de diametro). Todas las soluciones
se evaluaron por cuadriplicado. Se transfirieron cinco individuos de D.
magna a cada placa de Petri que contenia 10 ml de solucion de prueba o
medio de reconstitucion (controles). Las placas se incubaron durante 24 h
en la oscuridad a una temperatura constante de 20 + 2°C en una camara
climatica, y se contd el nimero de individuos inméviles y vivos para obtener
el porcentaje de inmovilidad.
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Calculo del indice de combinacion

Con el fin de cuantificar el sinergismo, efecto aditivo o antagonismo de la
combinacion binaria de CPy TCP (1:1), se calcularon los valores del indice
de combinacién (IC) a una tasa de inhibicion en los parametros de toxicidad
del 50% (IC50) utilizando la ecuacion descrita por Chou (2006) y Yang et
al., (2017). Los efectos de la mezcla CP: TCP (1:1) sobre los organismos
ensayados se clasificaron de acuerdo con Chou (2006) quien describié una
clasificacién detallada de Cl <0.1 sinergismo muy fuerte, sinergismo fuerte
0.1-0.3, sinergismo 0.3-0.7, sinergismo 0.7- 0,85 sinergismo moderado,
0,85-0,90 sinergismo leve, 0,90-1,10 casi aditivo, 1,10-1,20 leve antago-
nismo, 1,20-1,45 antagonismo moderado, 1,45-3,3 antagonismo, 3,3-10
antagonismo fuerte,> 10 antagonismo muy fuerte.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron para verificar si estaban ajustados a una distribucion
normal y homogeneidad de varianza, y se analizaron mediante el uso de
un ANOVA de una via, seguido de un analisis post-hoc utilizando la prueba
de diferencia minima de significacion (LSD) de Fisher para determinar las
diferencias entre las medias y la correccion de Dunett prueba para deter-
minar el valor NOEC. La IC50 (concentracion que inhibe la luminiscencia de
las bacterias o el crecimiento de algas en un 50%) y la LC50 (concentracion
que inhibe la movilidad de los microcrustaceos en un 50%) se calcularon
mediante analisis Probit. Todas las pruebas estadisticas se realizaron con
un intervalo de confianza del 95% y un nivel de significancia de p <0.05 con
el programa Statgraphics v.6.0 y el programa SPSS Statistics v.20.
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Resultados y discusion

Exactitud de la prueba de toxicidad

La precision de las pruebas de toxicidad aguda, expresada como coeficiente
de variacién (CV%) para KaCr207 y los valores de Clso fueron 33,3% para A.
fischeri, 23,0% para P. subcapitata y 36,1% para D. magna. Los datos de pre-
cisiéon entre laboratorios de un estudio de métodos de prueba de toxicidad
aguda utilizando el dicromato de potasio toxico de referencia muestran
valores de Clso de 18,71, 1,19y 1,12 mg/L para A. fischeri, P. subcapitata 'y D.
magna, respectivamente, con CV de 32,9, 23 y 50% (ISO, 2007; 2012a, b).
Los valores de KaCr207 ICso en las directivas estdn mas cerca de los valores
informados aqui (A. fischeri 1Cso 13,7 mg/L, P. subcapitata |Cso 3,1 mg/Ly D.
magna 1Cso 1,9 mg/L).

Toxicidad aguda de los compuestos de prueba

Los datos experimentales con A. fischeri, P. subcapitata y D. magna expuestos
a CP, TCP, CP comercial y mezcla CP: TCP (1:1) se presentan como curvas
de concentracién-respuesta (Figuras 1-3). Los valores de NOEC e IC50 para
cada compuesto o mezcla se presentan en la Tabla 4.

Tabla 4. Observaciones ecotoxicoldgicas microbianas y niveles
de organizacidn bioldgica

A. fischeri P. subcapitata D. magna
Compuesto (mg/L) (mg/L) (ug/L)
OEC 1Cs0 OEC |Cs0 OEC ICs0
CP Puro 0.63 3.7(25-6.0) <21 49(4.8-5.1) 049 [1.21(0.97 - 1.49)
CP Comercial | 0.31 29(23-4.0) 0.26 1.11(1.08-1.15) 0.24 |0.72(0.58 - 0.91)
TCP 0.31 0.98(0.73-1.35)| 0.087 0.29(0.28-0.32) 2.0 9.2(73-11.4)
CP:TCP (1:1) 0.16 |0.78(0.57-1.12)| 0.0063 |0.022 (0.021 - 0.023)| 0.12 |0.62(0.48 - 0.78)

94



CP:TCP

Importancia de la Ecotoxicologia Microbiana Acuatica.
Un Caso con el Insecticida Clorpirifos

Como se observa en la Figura 1, el rango de concentraciones que
causan efectos significativos (p <0.05) a A. fischeri, estuvo entre 1.25y 15
mg/L para CP, entre 0.63y 15 mg/L para CP comercial y TCP, siendo de 0.31
a4 mg/L paralamezcla, lo que indica una mayor toxicidad para este Ultimo.

Figura 6. Curvas experimentales de concentracién-respuesta aguda para compuestos
estudiados y mezcla para A. fischeri

En el caso de las algas (Fig. 7), las concentraciones que causaron
efectos significativos (p <0.05) con respecto al control fueron mayores a CP
gue a otros compuestos, entre 2.1 y 50 mg/L; para CP y TCP comerciales,
las concentraciones variaron de 0.52 a 6.3 mg/Ly de 0.15 a 2.1 mg/L,
respectivamente.

Figura 7. Curvas experimentales de concentracién-respuesta aguda para compuestos
estudiados y mezcla para P. subcapitata
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Las concentraciones de efecto significativo de la mezcla de CP: TCP
fueron notablemente mas bajas, entre 0,008 y mg/Ly 0,10 mg/L. Por ultimo,
el rango de concentraciones que causan efectos significativos (p <0.05) en la
movilidad de D. magna fue visiblemente mas bajo que las algas y bacterias,
entre 0.98y 31.3 pg/L para CP, entre 3.9 a 250 pg/mL para TCP y entre 0.49
a3.9 ug/L para PC comercial; para la mezcla de CP: TCP, las concentraciones
oscilaron entre 0,24y 7,8 ug/L (Fig. 8).

Figura 8. Curvas experimentales de concentracion-respuesta aguda para compuestos
estudiados y mezcla para D. magna

EI TCP fue, aproximadamente, 4y 17 veces mas toxico que el compuesto
original para las bacterias y las algas, respectivamente. Sin embargo, para D.
magna, el TCP fue menos téxico con un valor de Clso de 9.17 pg/L, seguido
de CP puro con un valor de Clso de 1.2 pg/L, como se indica en la Fig. 8. El
CP comercial y la mezcla de CP: TCP mostraron una toxicidad similar con
valores de Clso de 0,72 y 0,62 pg/L, respectivamente. A diferencia de la CP,
la TCP noinhibe la actividad de la acetilcolinesterasa. La CP pura fue menos
toxica que la CP comercial en todos los casos. La mayor sensibilidad de los
organismos estudiados a este Ultimo en comparacion con el compuesto
puro podria reflejar el aumento de la biodisponibilidad de la formulacion.
La toxicidad de la mezcla para los organismos analizados fue mayor que
para el TCPy el CP puroy comercial, con valores de Clso de 0,79 mg/L, 0,022
mg/Ly 0,62 pg/L paraA. fischeri, P. subcapitata y D. magna, respectivamente.
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Con base en sus valores de toxicidad, los tres organismos utilizados
en este estudio respondieron de manera muy diferente a la mezcla de CP,
TCP, CP comercial y CP: TCP (Tabla 1). D. magna, como se esperaba, fue
mas sensible a los compuestos que P. subcapitata y A. fischeri, presentando
valores de ICso de orden pg/L para todos los compuestos. Se sabe que los
plaguicidas organofosforados inhiben la actividad de la acetilcolinesterasa
(Fultony Key, 2001) que no esta presente en bacterias y organismos de algas.

Barron y Woodburn (1995) en su revision de la ecotoxicologia de la
PC, sefialan a los invertebrados como los organismos mas sensibles en
comparacién con los moluscos marinos y las algas. La toxicidad de la CP,
basada en valores de CLso, para catorce especies de crustaceos de agua dulce
oscil6 entre 0,06 y 700 pg/L, siendo los clad6ceros los mas sensibles. Los
valores de LCso reportados en la literatura para varias especies de cladéceros
varian de 0.015 pg/L a 340 pg/L (Kersting y Van Wijngaarden, 1992; Van
Wijngaarden et al., 1993; Bailey et al., 1996; Moore et al., 1998; Tomlin,
2000; Guilhermino et al., 2000; Sherrard et al., 2002; Brock, 2003; Zalizniak
y Nugegoda, 2006; Caceres et al., 2007, Palma et al., 2008); sin embargo, la
mayoria de los valores de toxicidad estuvieron entre 0.06 y 1.7 pg/L.

Estos valores son similares a los datos de toxicidad obtenidos en este
trabajo para D. magna tanto para CP pura (1,2 pg/L) como comercial (0,72
pg/L). La aplicacién de CP en un ensayo de microcosmos por Daam et al.,
(2008) provocd cambios significativos en las comunidades bioldgicas de
agua dulce siendo el cladoceran Moina micrura la especie mas susceptible
con NOEC de 0.1 pg/L. Van Wijngaarden y Leeuwangh (1989) encontraron
una NOEC de 0.065 pg/L para Daphnia pulex en estanques. Los datos
de las pruebas de laboratorio de PC pura y comercial obtenidos para el
cladocerano en este trabajo fueron mas altos, con NOEC de 0.49y 0.24 pg/L,
respectivamente (Cuadro 1).

Caracterizacion de la toxicidad aguda de la CP por Giddings et al.,
(2014) comparando los valores de HCs (Concentracion peligrosa para el
5% de las especies) mostré que los crustaceos eran mas sensibles (HCs =
0.034 pg/L), seguidos de los insectos (HCs = 0.087 pg/L) que eran los peces
menos sensibles (HCs = 0.812 pg/ L).

En nuestro trabajo, A. fischeri ha sido el organismo mas tolerante a
CP, TCP y mezcla de acuerdo con Palma et al., (2008) quien indicd que las
bacterias no son tan sensibles a los insecticidas y herbicidas como otros
organismos acuaticos. Los efectos ecotoxicoldgicos del herbicida atrazinay
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los insecticidas sulfato de endosulfany CP fueron evaluados por Palma et al.,
(2008) utilizando una bateria de prueba que mostré una mayor sensibilidad
del microcrustaceo D. magna que de la bacteria A. fischeri. Minagh y Col.
(2009) también encontraron que el sistema modelo de A. fischeri era menos
sensible que el ensayo de exposiciéon a D. magna. Los valores de Clso de CP
puray comercial obtenidos en este estudio para A. fischeri han sido de 3,7 y
2,9 mg/L, respectivamente. Estos valores son similares al valor de Clso de 2.8
mg/L obtenido por Palma et al., (2008), pero fue menor que lo informado por
Somasundaram et al., (1990) para las mismas bacterias (46 mg/L) analizadas
en el Microtox.

Los datos sobre la toxicidad de la CP en las algas en la literatura
son diversos. Una revisién ecotoxicoldgica llevada a cabo por Barrony
Woodburn (1995) informa que concentraciones de CP superiores a 100 pg/L
produjeron toxicidad para las algas de agua dulce y salada, con diferencias
entre especies de al menos dos érdenes de magnitud, indicativas de alta
toxicidad de las algas. La revision de la NRA de CP (2000) informé un valor
de ECso de 96h para el alga verde Scenedesmus subspicatus de 660 pg/L. De
Lorenzo y Serrano (2003) encontraron disminuciones significativas en la
tasa de crecimiento de la poblacion de alga marina Dunaliella tertiolecta a
concentraciones de CP superiores a 400 pg/L y una inhibicion del creci-
miento del 50% a 769 pg/L. La CE50 a las 72h para P. subcapitata fue de 64
pg/L (NRA 2000). La toxicidad de la PC (EC50) para cinco especies de algas
informada por Nikolenko y Amirkhanov (1993) fue mucho menor, varié de
6 a 42 mg/L. En este estudio, la CEso para P. subcapitata se encontré en 4.9
y 1.11 mg/L para CP y CP comercial, respectivamente. D. tertiolecta era mas
sensible que la especie de algas de agua dulce P. subcapitata y mas sensible
gue muchos peces e invertebrados a varios plaguicidas (USEPA, 1999).

La toxicidad de la CP pura y comercial obtenida en P. subcapitata fue
mayor que la toxicidad informada por Chen et al., (2016). Los datos sobre
la toxicidad de la CP en las algas en la literatura son diversos. Una revision
ecotoxicoldgica llevada a cabo por Barron y Woodburn (1995) informa
que concentraciones de CP superiores a 100 pg/L produjeron toxicidad
para las algas de agua dulce y salada, con diferencias entre especies de al
menos dos érdenes de magnitud, indicativas de alta toxicidad de las algas.
La revision de la NRA de CP (2000) informo un valor de ECso de 96h para
el alga verde Scenedesmus subspicatus de 660 pg/L. De Lorenzo y Serrano
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(2003) encontraron disminuciones significativas en la tasa de crecimiento
de la poblacién de alga marina Dunaliella tertiolecta a concentraciones de CP
superiores a 400 pg/Ly una inhibicion del crecimiento del 50% a 769 pg/L.

La CEso a las 72h para P. subcapitata fue de 64 pg/L (NRA, 2000). La
toxicidad de la CP (ECso) para cinco especies de algas informada por
Nikolenko y Amirkhanov (1993) fue mucho menor, varié de 6 a 42 mg/L.
En este estudio, la CEso para P. subcapitata se encontré en 4.9y 1.11 mg/L
para CPy CP comercial, respectivamente. Por su parte, la D. tertiolecta era
mas sensible que la especie de algas de agua dulce P. subcapitata y mas
sensible que muchos peces e invertebrados a varios plaguicidas (USEPA,
1999). La toxicidad de la CP pura y comercial obtenida en P. subcapitata
fue mayor que la toxicidad informada por Chen et al., (2016) para Chlorella
pyrenoidosa y Merismopedia sp. con valores de CEso a las 72h de 11,46y
25,80 mg/L, respectivamente, y que la toxicidad en cianobacterias Spirulina
platensis (CEso de 33,65 mg/L) informada por Bhuvaneswari et al., (2018).

Los valores de NOEC de siete dias de CP para seis especies de algas
de agua dulce estuvieron entre 10y 100 pg/L (Anzecc y Armcanz, 2000),
mucho mas bajos que los valores de NOEC encontrados para P. subcapitata
(p <0.05) a una concentracion de CP pura por encima de 2.1 mg/Ly a una
concentraciéon comercial de CP de 0,26 mg/Ly Merismopedia sp. con valores
de CEsoalas 72h de 11,46y 25,80 mg/L, respectivamente, y que la toxicidad
en cianobacterias Spirulina platensis (CEso de 33,65 mg/L) informada por
Bhuvaneswari et al., (2018). Los valores de NOEC de siete dias de CP para
seis especies de algas de agua dulce estuvieron entre 10y 100 pg/L (Anzecc
y Armcanz, 2000), mucho mas bajos que los valores de NOEC encontrados
para P. subcapitata (p <0.05) a una concentraciéon de CP pura por encima de
2.1 mg/Ly a una concentracién comercial de CP de 0,26 mg/L.

En cuanto a los ensayos con peces e invertebrados, el metabolito TCP
muestra ser de leve a moderadamente toxico, consistente con su caracter
hidroéfilo (NRA, 2000), sin embargo, al igual que el CP, varios autores han
observado un alto grado de variabilidad entre las especies de Daphnia. El
TCP noinhibe la acetilcolinesterasa y, en general, es menos toxico para los
organismos acuaticos que el CP (USEPA 2008). Sin embargo, se descubrio
que el TCP es mas toxico que su quimico parental CP para la supervivencia
de Daphnia carinata en medio de cultivo de cladoceran por Caceres et al.,
(2007), mientras que el TCP no mostro toxicidad para el organismo hasta
una concentracion de 2 pg/L en agua natural.
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Los valores de TCP encontrados en la literatura para D. magna variaron
entre 2.9y 10.4 mg/L (Base de datos PubChem, Gorzinski et al., 1991). La
LCso de TCP de 9.2 pg/L reportada en este estudio para D. magna fue mas
cercana a la encontrada por Caceres et al., (2007) para D. carinata con una
CLso de 0,20 pg/L. El organismo mas sensible al metabolito TCP fue la Dafnia
seguida por el alga con valores de toxicidad (ICso) de 9.2 pg/Ly 0.29 mg/L,
respectivamente.

La toxicidad del TCP para D. carinata (0,20 pg/L) informada por Caceres
etal., (2007) también fue mucho mayor que la toxicidad para P. subcapitata
reportada en la base de datos PubChem (ECs0 0.61 mg/L), pero la toxicidad
del metabolito para D. magna (LCso 10.4 mg/L) fue mucho menor que para el
alga (USEPA 2008). En un bioensayo Microtox, el TCP tuvo una ClLso de 18,6
mg/L para A. fischeri, lo que indica un efecto solo a una alta concentracion
ambiental poco realista (Somasundaram et al., 1990), pero para las mismas
bacterias encontramos una toxicidad mucho menor (CLso 0,98 mg/L).

Toxicidad de la mezcla

Para todos los organismos analizados, la toxicidad de la mezcla de CP: TCP
fue mayor que la de los compuestos por separado, con valores de Clso de 0,79
mg/L, 0,022 mg/Ly 0,62 pg/L para A. fischeri, P. subcapitata y D. magna, respec-
tivamente. Estos resultados sugieren que la CP y su producto de degradacién
pueden interactuar sinérgicamente. Para cuantificar esta interaccién de los
compuestos, se calculé un indice de Combinacién (IC) y se clasificé segun
Chou (2006) al 50% de efecto de los organismos ensayados. Los valores de
Cl obtenidos indican un sinergismo muy fuerte para P. subcapitata (Cl = 0.04),
un sinergismo fuerte para D. magna (Cl = 0.29) y sinergismo para A. fischeri (Cl
=0.51). Caceres et al., (2007) reportaron resultados similares cuando usaron
medio de cultivo de cladoceran como medio de ensayo obteniendo valores
similares de CLso, 0.24 pg/Ly 0.20 pg/L para CPy TCP, respectivamente, y se
observé un aumento de toxicidad para la mezcla (0.08 pg/L), lo que indica
una fuerte sinergia entre los productos quimicos.
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Riesgo ambiental de CP y TCP

Segun las categorias de toxicidad basadas en los valores de Clso (Naciones
Unidas, 2011), la CP pura y comercial puede clasificarse como tdxica para
A. fischeriy P. subcapitata. Todos los compuestos fueron muy toxicos para el
cladoceran D. magna, pero para A. fischeri y P. subcapitata sélo lo fueron la
mezcla de TCPy CP: TCP. Estos resultados indican un alto riesgo ambiental
para los ecosistemas acuaticos.

Las concentraciones ambientales de CP reportadas por algunos autores
en cuerpos de agua por aplicacion directa al agua o entrada indirecta oscila-
ron entre 0.5 pg/Ly 700 pg/L (Wood y Stark, 2002; USEPA, 2002; Moore et al.,
2002, Mazanti et al., 2003, Bonifacio et al., 2017). En nuestro estudio, el nivel
sin efecto y el primer nivel de efecto observable en D. magna fueron 0.24 y
0.49 pg/L para el insecticida comercial, respectivamente, y 0.12 y 0.24 pg/L
parala mezcla CP: TCP, respectivamente. Estas concentraciones son mucho
mas bajas que las que se encuentran tipicamente en los ambientes acuaticos;
asi, los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que el CP puede
actuar en ecosistemas acuaticos a niveles que producen efectos toxicos a
los microcrustaceos. Palma y Col. (2008) sugieren un riesgo potencial para
las especies de animales acuaticos debido a la exposicion aguda a CP, que
puede influir en la densidad de algunas poblaciones de crustaceos.

La presencia de CP y su metabolito TCP en ecosistemas acuaticos
es una preocupacion, porque su mezcla puede causar alteraciones en
varios aspectos como parametros de comportamiento, neurolégicos
y reproductivos en microcrustaceos que tienen una posicion clave en
la cadena alimentaria (De Silva y Samayawardhena, 2005; Ozcan Orug,
2010). Sin embargo, el TCP no mostro toxicidad en agua natural hasta una
concentracion de 2 pg/L debido a su degradacion mediada por microbios
(Caceres et al., 2007).

Ademas, se tiene en cuenta que determinadas condiciones fisicas como
el pH pueden modificar la estabilidad de CP en los sistemas acuaticos. Se
ha demostrado un aumento de la tasa de hidrdlisis con el pH: la vida media
en el agua puede variar de 1,5 dias a pH 8 a 100 dias a pH 7 (Tomlin, 2000).
De Silva y Samayawardhena (2005) informaron una vida media de CP de
16 a 77 dias en cuerpos de agua dulce de acuerdo con las condiciones
ambientales. Varios investigadores han examinado el comportamiento de
CP en aguas naturales y sedimentos y, en general, han observado vidas
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medias de disipacion mucho mas cortas que en los estudios de laboratorio
debido a fuerzas disipativas y degradantes (por ejemplo, volatilizacion,
hidrélisis) en aguas naturales y sedimentos (Barron y Woodburn, 1995).

Conclusiones

Generalmente, los estudios de toxicidad basados en contaminantes
individuales no son suficientes para predecir la toxicidad real en el medio
ambiente. Se sabe que los productos quimicos no estan solos en los ecosis-
temas, sino que se presentan como mezclas. Los compuestos parentales es
posible encontrarlos junto a sus productos de degradacion, y estos pueden
interactuar entre siy provocar un aumento de los efectos téxicos. Ademas,
en el medio ambiente existen muchas especies de organismos por lo que
es necesario realizar estudios sobre una bateria de organismos. Debido a
eso, en este estudio se dilucidé la toxicidad tanto simple como binaria de
CPy TCP para V. fischeri, P. subcapitata y D. magna.

Los resultados muestran que la respuesta del ensayo de toxicidad a
los compuestos estudiados depende de la sensibilidad de las especies uti-
lizadas. En cuanto a las especies de crustaceos, D. magna fue el organismo
mas sensible para CP puro, CP comercial, TCP y mezcla CP: TCP (1: 1). El
TCP era mas téxico que el compuesto original para las bacterias y las algas;
sin embargo, para el cladoceran, el TCP fue menos téxico. El compuesto
mas téxico, para todos los modelos biologicos estudiados, fue la CP
comercial. La toxicidad debida al efecto sinérgico de la CP y su metabolito
TCP podria resultar en efectos negativos para los productores primarios y
consumidores en concentraciones ambientales mas bajas de lo esperado.

102




Capitulo 4.

Ensayos Alternativos en
Ecotoxicologia Microbiana con un
Modelo de Levaduras Marinas y
Posible Aplicacion en Problemas
de Contaminacion por Clorpirifos

Prefacio

Los sedimentos marinos estan expuestos al clorpirifos-CP y su metabolito
TCP y son una fuente de levadura (modelo eucariota) con importantes
capacidades bioquimicas y fisiolégicas aplicables a la biotecnologia
ambiental y ecotoxicologia. Los factores relacionados con las caracteristicas
fisioldgicas (temperatura/concentracion de sal/concentraciones toxicas)
requieren bioensayos de laboratorio basicos, que brindan informacién
muy importante para aplicar en estas areas de investigacion.

Este estudio tuvo como objetivo mostrar y describir las respuestas
de las levaduras marinas con el uso de técnicas microbiolégicas rapidas
y econémicas en el laboratorio. Se procesaron los sedimentos de la
bahia de Cartagena, se aislaron levaduras en agar YPD, se caracterizaron
biogquimicamente con API 20Cy se realizaron pruebas de antibiosis en agar
por crecimiento inhibitorio, asi como crecimiento a concentraciones de
sal (2/4/10/25%), crecimiento a temperaturas (4/25/37/45°C) en agar YPD
y prueba de esterasa de superficie de agarosa mediante visualizacion de
opacidad y cambio de color, ademas de una prueba piloto de toxicidad (CP/
TCP) en superficie de agar. Se recupero y cuantificd el acido dexoxirribo-
nucleico (ADN) total mostrando mayores concentraciones en el sedimento
liofilizado y, con la técnica DGGE (Degrading Gel Gradiant Electrophoresis)
se mostr6 una mayor diversidad de hongos.
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Se aislaron 10 levaduras con el género mas dominante Candida 60%,
Cryptococcus 30% y Rhodotorulla 10%, las cuales mostraron asimilacion
de carbohidratos, baja antibiosis entre ciertas levaduras, presencia de
esterasas/lipasas en todas, crecimiento en temperaturas extremas y en
concentraciones de sal obteniendo levaduras extremofilas y concentracion
minima inhibidora de CP y TCP en cuatro levaduras que muestran mayor
toxicidad de TCP. Se pueden utilizar técnicas microbioldgicas basicas,
generando informacion valiosa para su aplicabilidad.

Introduccion

La biotecnologia y ecotoxicologia utiliza microorganismos aislados de dife-
rentes habitats para prevenir mitigar o eliminar contaminantes quimicos
del medio ambiente (Ortega, 2016). La busqueda de microorganismos en
ambientes especiales como los ecosistemas marinos, donde factores como
concentraciones de sal, temperaturas, simbiosis con otros organismos,
presencia de contaminantes, entre otros, promueven la resistencia a
variables fisicas y quimicas que conducen a una condicién fisioldgica para
la produccién de ingredientes activos (Debbab et al., 2010), basados en
procesos metabdlicos de degradacion microbiana.

La contaminacién quimica por plaguicidas genera un gran problema
ambiental, donde los ecosistemas acuaticos costeros tienen un alto
riesgo de impacto y contaminacién, especialmente en los estuarios de los
grandes centros urbanos e industriales y su uso incrementa el consumoy
generacion de residuos al ambiente, afectando los ecosistemas costeros
(Wang et al., 2010). Insecticidas organofosforados (OPI) como Clorpirifos
(CP), y su metabolito TCP (3,5,6-tricloro-2-piridinol), mas hidrosolubles y
persistentes (Ramirez y Lacasafia, 2001; Sogorb y Vilanova, 2002), que se
acumula en aguas, suelos y sedimentos, afectando a un gran nimero de
organismos no objetivo (Devine et al., 2008).

Cuando los contaminantes interactian con los microorganismos se
generan dos areas primordiales, una la toxicologia microbiana donde se
mide la adaptacidn y dosis-respuesta, y la biotecnologia microbiana, donde
se involucran los procesos de biodegradacion (Ghiglione et al., 2016). Los
microorganismos degradantes se han utilizado como controladores de la
contaminacién por plaguicidas, debido a su capacidad funcional, resistencia
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y adaptacién a ambientes estresados (Vidotti y Rollemberg, 2004). Bacterias,
microalgas y hongos son ejemplos de estos procesos (Ma et al., 2012;
Scheerer et al., 2006).

La busqueda o bioprospecciéon de levaduras en diferentes habitats es
un tema de gran interés en microbiologia y biotecnologia aplicada donde
se destacan importantes desarrollos (Alperstein et al., 2020), ademas la
aplicacion de levaduras marinas esta a la vanguardia de las aplicaciones
industriales (Saleh et al., 2020). El uso de levaduras en aplicaciones
basadas en biotecnologia microbiana y ecotoxicologia se sustenta en el
hecho de que se proponen como organismos experimentales (Botstein y
Fink, 2011), siendo catalogadas como organismos modelo para evaluar la
toxicidad y ecotoxicidad de plaguicidas (Esteve et al., 2009; Braconi et al.,
2015). El desarrollo de la ecotoxicologia resalta estudios con la levadura
Sacharomyces cereviciae como modelo para evaluar la toxicidad de suelos
y aguas contaminadas (Vighi y Villa, 2013). Frente a la degradacion de
compuestos organofosforados se encuentran Diazindn (Rhodotorula glutinis
y Rhodotorula rubra), (Bempelou et al., 2013); Malation, Demeton-Sy VX p-s
(Saccharomyces cerevisiae) y Methamidophos (Saccaromyces rouxii WY-3)
(Berg et al., 2011; Wever et al., 2012).

La literatura muestra la aplicacion de técnicas microbioldgicas basicas,
como por ejemplo: técnicas de difusion en placay diluciéon en tubo para MIC
para evaluar la toxicidad (Hassen, 1998); bioensayos con algas por difusién
en agar (Harshwardhan y Nandkar, 2016); ensayo de difusién con papel de
filtro sobre agar (Hayyan et al., 2013); ensayo de difusién en agar (ADA) con
diferentes concentraciones téxicas (Valimaa et al., 2008); microorganismos
halofilos utilizados en biotecnologia (Gonzalez y Pefia, 2002); aislamiento
de microorganismos haléfilos productores de hidrolizados extracelulares
en agar con 10% de sal (Rohban et al., 2009); actividad esterasa y lipasa
en agar (Buzzini y Martini, 2002) y actividad esterasa por opacidad en
agar (Kumar et al., 2006); ademas se presenta la medicién de los efectos
de los plaguicidas en comunidades bacterianas con métodos de cultivo
dependientes (Imfeld y Vuilleumier, 2012); y técnicas in vitro para medir
esterasas (Gilham y Lehner, 2005), entre otras.

Levaduras aisladas de sedimentos marinos y considerando conocer
algunas respuestas bioquimicas, crecimiento a diferentes condiciones de
temperatura, crecimiento a diferentes concentraciones de sal, la respuesta
en la produccion de esterasa/lipasa, la interaccién entre levaduras y su
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comportamiento al insecticida Clorpirifos con su metabolito, permitiendo
conocer estas respuestas en diferentes morfotipos aislados, por lo que
este estudio tuvo como objetivo mostrar y describir las respuestas de
las levaduras marinas con el uso de técnicas microbioldgicas rapidas y
econdmicas en el laboratorio.

Materiales y métodos

Reactivos quimicos

Los reactivos quimicos utilizados en esta investigacion fueron de grado
analitico para glucosa, lactosa, maltosa, cloruro de sodio, nitrato de amonio,
fosfato monopotasico, sulfato de disodio, sulfato de magnesio, cloruro de
calcio y sulfato de zinc (Merck). urea, Tween 80, Chorpyrifos (CP) 99,7% y
3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP) 99,3% eran de Sigma-Aldrich.

Medios de cultivos microbioldgicos

Se utilizaron bases puras de agar, peptona, extracto de malta y extracto
de levadura para preparar los medios (Becton Dikinson, BD) como agar
extracto de malta salino (extracto de malta 20 g, NaCl 10 g, agar 17 g,
cloranfenicol 200 ug/L y agua destilada 1000 ml). Agar papa dextrosa PDA
(papa 200 g, glucosa 20 g, agar 15 gy agua destilada 1000 mL). Levadu-
ra-peptona-dextrosa, caldo YPD (extracto de levadura 10 g, peptona 20 g,
dextrosa 20 g, cloranfenicol 0.5 g, agua destilada 1000 mL.

Al medio sélido se le afadié agar 15 g/L), caldo lactosa (extracto de
carne 3 g, peptona 5 g, lactosa 5 g, agua destilada 1000 mL) y medio salino
minimo, MSM (NH4NO3 12 g, KH2PO4 8 g, Na2504 2 g, KCl 4 g, MgS04.7H20
1 g, CaCl2 0.5 g, ZnSO4.7H20 0,26 g, NaCl 20 g, cloranfenicol 200 ug/L, y
agua destilada 1000 mL).
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Muestreo y preparacion de sedimentos

Se tomaron muestras de sedimentos superficiales marinos en la
bahia de Cartagena, Colombia, en 9 estaciones: E1 (Latitud 10.390262/
Longitud -75.533290), E2 (Latitud 10.3199 29/Longitud -75.541060),
E3 (Latitud 10.318369/Longitud -75.526882), E4 ( Latitud 10.325081/
Longitud -75.517751), E5 (Latitud 10.36755/Longitud -75.510444), E6
(Latitud 10.375544/Longitud -75.516585), E7 (Latitud 10.382154/Longi-
tud -75.532465), E8 (Latitud 10.391596/Longitud -75.591964) y Latitud
10.397261/Longitud -75.540941), teniendo en cuenta una distancia de
300-500 m de las fuentes de contaminacién.

Las estaciones 1-3 estan influenciadas por la desembocadura de
aguas dulces del rio Magdalena que transportan una gran cantidad de
contaminantes del centro del pais (metales, pesticidas, hidrocarburos, etc.);
estaciones 4-5 con la zona industrial Mamonal (hidrocarburos, metales,
pesticidas, etc.); estacion 6 con zona industrial Bosque (antigua zona
industrial en casco urbano) y estacién 7-9 por aguas residuales y lluvias
urbanas (materia organica, microorganismos patogenos, etc.).

Los sedimentos se tomaron con una draga, tipo Ekman. Los sedimentos
frescos (SF) se recogieron en matraces de vidrio esterilizados con calor y
se refrigeraron con hielo hasta su almacenamiento en laboratorio a -20°C
para los analisis respectivos. Los sedimentos liofilizados (SL) se prepararon
de la misma manera que el SF, pero el matraz se llen6 hasta la mitad (el
sedimento liofilizado es de facil manejo, se presenta mejor conservaciény
estabilidad de sus componentes quimicos y bioldgicos). El frasco de vidrio
congelado tenia su boca grande cubierta con papel de aluminio y parafilm,
perforada en toda su superficie. Los matraces de todas las estaciones se
llevaron a liofilizador y en condiciones de temperatura a -50°C y presion
de 0,1 PSI (FreeZone 1 serie Labconco), durante 36-48 horas para asegurar
una liofilizacion completa.

107




Gustavo Eugenio Echeverri Jaramillo

Ensayo microbioldgico y caracterizacion

DGGE (electroforesis en gel de gradiente degradante) de ADN total
de sedimentos

e Extracciony cuantificacion de ADN total en sedimentos: extraccion del
ADN total en cada uno de los sedimentos de las estaciones (sedimento
fresco 0.5 gy sedimento liofilizado 0.25 g), siguiendo las instrucciones
del fabricante de Power Soil, DNA Isolation KIT, MO BIO Laboratories
Inc. La cuantificacion del ADN en cada muestra se realizd en el fluoré-
metro QUBIT, Invitrogen, tomando 2 pl de ADN y siguiendo las instruc-
ciones del fabricante, reportando los resultados en pg/ml. Las mues-
tras de ADN se conservaron a -20°C (Akbar et al., 2014; Santos et al.,
2010; Tedersoo et al., 2015).

e DGGE (Electroforesis en Gel de Gradiente Degradante). (Santos et al.,
2010; Tedersoo et al., 2015).

e Amplificacion por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa): se reali-
z6 una siguiente PCR utilizando los cebadores ITS4-EF4 (ITS4: secuen-
cia 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’; EF4: secuencia 5-GGAAGGG [G/A]
TGTATTTATTAG-3 ') en un primera ronda con un volumen de reaccion
total de 25 pl (agua 19,25 pl, tampon 2,5 pl, MgCl2 1,25 pl, ITS4 0,5 pl,
EF4 0,5 pl, dNTP 0,5 pl, BSA 1% 0,25 pl, Taq 0,25 pl, ADN 0,25 pl) y Con-
diciones de PCR 94°C durante 5 min, 35 ciclos: 94°C durante 30 segun-
dos, 55°C durante 30 segundos, 72°C durante 1,30 min, 72°C durante
5 min y finalizar a 4°C. Un segundo cebador ITS1FGC-ITS2 redondos
(ITTFGC: secuence 5'CGCCCGCCGCGCGCGGCGGCGGGGGCACGGGG-
GGCTTGGCATTTAGAGGAAGTBAA-3'; ITS2: secuence 5 ‘GCTGCGTTCTT-
CATCGATGC-3') con volumen total de reaccién de 50 | (agua 39 I, T10X
50,1TS2 11, ITSTFGC 1 pl, dNTP 1 pl, Forma 0.5 pl, Tag 0.5 pl, ADN 2 pl)
y condiciones de PCR 94°C durante 5 min, 35 ciclos, distribuidos de la
siguiente forma: 55° C durante 30 segundos, 72°C durante 30 segun-
dos, 72°C durante 10 min. Los amplicones se comprobaron mediante
electroforesis en gel de agarosa.

e Procedimiento DGGE: Se preparé un gel de acrilamida al 8% con un gra-
diente desnaturalizante de 30-60% de formamida. Se corrieron veinte
pl de cada amplicon de muestra desde cada estacion por triplicado de
amplicén a 75V durante 16 horas. El gel se colored durante 1h en solu-
cion de tinte SYBER. Las fotos resultantes se analizaron con el software
BioNumerics, v5.10.
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Aislamiento y caracterizacion fenotipica de levaduras

e Aislamiento y conservacion: se aislaron levaduras de muestras de sedi-
mentos frescos (SF) y sedimentos liofilizados (SL); Se tomé 1 g de mues-
tray se mezcl6 con 10 ml de NaCl al 0,9% y 0,5 ml de Tween 20. La mez-
cla se agitd con voértex durante 2 min y se dejé reposar durante 2 min
para decantar las particulas, realizando una dilucion 10X del sedimento.
100 pl de diluciones 10x y 100x con solucion salina se extendieron en
placa (triplicado) en agar extracto de malta (extracto de malta al 2%) y
se incubaron a 25°C durante 5-7 dias. A cada uno de los crecimientos se
le afiadio agar extracto de malta para su purificacién y cada morfotipo
purificado, sembrado por duplicado en tubos con algodén en inclina-
ciones de agar papa dextrosa, para su almacenamiento a 4°C (reservas
de hongos filamentosos y levaduras). Ademas, se utilizaron caldos YPD,
lactosa y MSM (con y sin cloranfenicol) para el aislamiento de mas le-
vaduras con Clorpirifos a 50 ppm, incubando YPD y lactosa a 25°C du-
rante 5-7 dias y agitando a 180 rpm el MSM para 30 dias a temperatura
ambiente (25-28°C). El control de calidad se basé en el mantenimiento
de medios, para un control de crecimiento y control de la esterilizacion
(Mabrouk et al., 2010; Kossuga et al., 2011).

e (Caracterizacion bioquimica de levaduras: para confirmar un cultivo
puro de cepas de levadura, se sembraron colonias puras en medio
solido y se transfirieron a nuevos medios. Los cultivos se revisaron al
microscopio con tincién de Gram; observando levaduras ovaladas de
diferentes tamafios y color azul y, ademas de confirmar la ausencia de
células bacterianas. Se utiliz6 el sistema de identificacion bioquimica
para levaduras, APl 20 C AUX® System (bioMérieux), siguiendo las ins-
trucciones del fabricante (Matei et al., 2011).

Ensayo microbioldgico con aplicacion en biotecnologia

e Asimilacion de carbohidratos por levaduras aisladas de sedimentos:
se determin6 mediante la caracterizacién bioquimica de las levaduras
mediante el sistema APl 20 C AUX® (Bio Mérieux), donde se recogie-
ron los datos de asimilacién en cada una de las levaduras y se reporta-
ron como positivos (+) o negativos (-).
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e Crecimiento de levadura: las levaduras conservadas se volvieron a colo-
caren YPD Agar 3% NaCly se incubaron durante 24h a una temperatura
de 25-28° C. Se transfirieron cinco colonias a caldo YPD 3% NaCl y se
incubaron durante 24h a una temperatura de 25-28°C, a 0.5 de la escala
MacFarland, obteniendo el inéculo para el experimento posterior.

e Pruebas de simbiosis o antibiosis de levaduras aisladas de sedimentos:

Ensayo de superficie de agar: se sembré cada levadura sobre la
superficie de agar YPD perpendicularmente y las demas levaduras
en paralelo, asegurando el contacto directo y se incubé durante
48h a una temperatura de 25-28°C; los resultados se codificaron
como simbiosis-crecimiento (+), antibiosis-zona de inhibicién del
crecimiento (-) y antibiosis baja (o).

e Ensayo piloto y definitivo en superficie de agar en la deteccién de es-
terasas/lipasas en levaduras:

Exposicién de in6culo en agar para esterasas: se prepararon dos
agares (Agar Tween 80-opacidad y Agar Tween 80-indicador), que
se inocularon con in6culos de levadura con un volumen de 3 ul
por triplicado y se incubaron durante 5 dias a una temperatura de
25-28°C; la prueba se considerd positiva para el Agar de opacidad
Tween 80 con una zona de aclaramiento alrededor del indculo y
una zona con cambio de color de rojo a amarillo, midiendo los ha-
los en milimetros (mm), siendo O = Negativo, 1-5 mm = Bajo, 6-10
mm = Medioy 11-15 mm = Alto.

e Crecimiento de levadura en diferentes condiciones de concentracion
de sal y temperatura:

Exposicién de indculos a diferentes concentraciones de NaCl y
temperaturas: se prepararon Agars YPD, YPD + 2% NaCl, YPD + 4%
NaCl, YPD + 10% NaCl e YPD + 25% NaCl, donde se inocularon las
levaduras radialmente en la superficie y se incubaron a 4°C, 25°C,
37°Cy 45°C durante 48h, donde se vio un crecimiento positivo (+),
negativo (-) y bajo (o).
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Ensayo microbioldgico con aplicacion en ecotoxicologia

Ensayos piloto para la determinacion de MIC (Concentraciéon
Minima Inhibitoria) de clorpirifos y su metabolito TCP en
superficie de agar

e Prueba piloto 1: sobre superficie en agar YPD, extendiendo homogé-
neamente 100 ul de una levadura con hisopo estéril, y colocando sen-
sidiscos de 6 mm, donde se afiadieron 25 ul de CP y TCP en concen-
traciones de 500, 250, 125, 60, 30, 15, 0 ppm, incubando durante 48
horas a una temperatura de 25-28°C y viendo una zona de inhibicion
alrededor del sensidisco.

e Prueba piloto 2: sobre superficie en Agar YPD, esparciendo homogé-
neamente 100 ul de una levadura con hisopo estéril, agregando 5 ul de
CP y TCP directamente sobre la superficie a concentraciones de 500,
250, 125, 60, 30, 15, 3.7, 1.8, 0.9, 0.45, 0.23, 0.12, 0.06, 0.03, 0.0015y, O
ppm, incubando durante 24 horas a una temperatura de 37°Cy viendo
la zona de inhibicién del crecimiento (+). La CIM se define como la con-
centracién donde comienza el crecimiento en la zona de contacto de la
sustancia analizada (-).

e Prueba definitiva para determinacién de CMI: sobre superficie en Agar
YPD esparciendo homogéneamente 100 ul de cuatro levaduras con hi-
sopo estéril, afladiendo 5 ul de CPy TCP po triplicado directamente so-
bre la superficie a concentraciones de 500, 250, 125, 60, 30, 15, 3.7, 1.8,
0.9, 0.45, 0.23,0.12, 0.06, 0.03, 0.0015 y, 0 ppm, incubando durante 24
horas a una temperatura de 37°Cy viendo zona de inhibicién del cre-
cimiento (+). La CMI se define como la concentracién donde comienza
el crecimiento en la zona de contacto de la sustancia analizada (-).
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Resultados y discusion

Ensayo microbioldgico y caracterizacion

Cuantificacion y DGGE de ADN total en sedimentos.

La extraccion de ADN en sedimentos liofilizados (LS) y sedimentos frescos
(FS), muestra concentraciones aceptables de ADN, donde se observa una
tendencia a mayores concentraciones en los LS, explicada por tener una
mayor concentracién de organismos en comparacién con los FS, por lo
que el tratamiento de liofilizacion es adecuado para un mejor manejo y
conservacion de la muestra.

Las mayores concentraciones de ADN en las temporadas 3, 5, 6 y
7 son evidentes con referencia al sedimento liofilizado, demostrando
mayores concentraciones al aplicar este procedimiento al sedimento fresco.
Teniendo en cuenta estas altas concentraciones de ADN, la extraccion
de LS se utilizd para ver la diversidad global de hongos en este estudio
mediante la técnica DGGE. Los amplicones de PCR del gen ITS de simple se
visualizaron primero en gel de agarosa para verificar su tamafio respectivo.

Estas regiones amplificadas se montaron por triplicado en gel DGGE,
mostrando bandas de diversidad de hongos en estas nueve estaciones.
Los analisis de bandas en Bionumerics consideraron cada banda como una
OTU en el perfil DGGE. Los perfiles se revisaron visualmente y se construy6
una matriz de datos de presencia/ausencia para analizar los grupos. Se
construyé un dendograma usando el método UPGMA (Fig. 9).

Figura 9. Gel de acrilamida y dendograma DGGE de sedimentos en el sitio 1y el sitio 2
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Las bandas en el gel muestran un mayor nimero en E1 a E5 (sitio 1),
con respecto a E6 a E9 (sitio 2). El dendrograma se puede observar en los
dos grupos o sitios, donde el sitio 1 tiene una mayor diversidad de hongos
en comparacion con el sitio 2. Cabe sefialar que la estacion 6 del sitio 2 se
incorporo al sitio 1, este hecho se presenta porque la estacion esta cerca
de una tradicional zona industrial en el casco urbano (Bosque), donde se
encuentran algunas industrias, talleres automotrices y otros que afectan
a la bahia.

La técnica de liofilizaciéon de sedimentos marinos permite una mejor
manipulacién y conservacion de este tipo de muestras ambientales,
presentando altas concentraciones de ADN, debido a su concentracion
de microorganismos, lo que puede ser aplicable al analisis de DGGE. Esta
técnica se utilizé para ver la extraccién de ADN en heces (Ruiz y Rubio,
2009), no encontrandose datos en la bibliografia para este tipo de muestras
marinas como los sedimentos.

Con estas muestras de sedimentos de las nueve estaciones y con
excelentes concentraciones de ADN, en este estudio se pretende dar un
panorama general de la diversidad de hongos filamentosos y levaduras
para aplicar la técnica DGGE (Akbar et al., 2014; Santos et al., 2010;
Tedersoo et al., 2015). Para ello, trabajar con dos sitios distintos, sitio 1 con
5 estaciones y sitio 2 con 4 estaciones, los cuales claramente mostraron
mayor diversidad de hongos y levaduras en el sitio 1. Estas son areas de
mayor impacto ambiental con mayor dindmica; en esta zona se encuentran
influencia de la zona industrial Mamonal, la desembocadura de la bahia
de Cartagenay canales de alcantarillado y lluvia, como el Canal del Dique
que trae agua dulce del interior del pais, y puede arrastrar grandes cargas
de sedimentos que podrian contener microorganismos; sin embargo, la
estacion 6 agrupada en el sitio 2 se incluy6 en el dendograma del sitio 1,
porgue esta cerca de un area industrial urbana que contamina la bahia.

Este hecho, en el que las estaciones 1-6 se agrupan en el sitio 1y
donde hay mas bandas de hongos, podria explicarse por altos ingresos de
contaminantes, dando un proceso de nutrientes y ayudar a su metabolismo
que mantendria estos morfotipos, donde tienen competitividad, ventajas
y su funcion dentro de los ecosistemas, entre otros (Wang et al., 2019;
Alvarenga et al., 2013; Deshmukh et al., 2016).
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Aislamiento y caracterizacion bioquimica de levaduras

Aislamiento en Agar Malt (MAE).

Se aseguro6 el aislamiento de morfotipos de sedimentos frescos de cada
estacion, por triplicado y en diluciones 10-1y 10-2. A las 72h hubo creci-
mientos con tendencia de E1 a E5 (sitio 1). De los aislamientos de levadura
en este medio, en el sitio 1 (estaciones 1y 4), solo se aislaron dos levaduras,
lo que permitid buscar otras estrategias, a fin de tener otros morfotipos
aislados, donde se aisl6 levadura G35 en sedimento fresco de estacién 1
y levadura G43 en la estacién 4 de sedimento fresco.

Aislamiento de levaduras en caldo YPD, caldo lactosa y caldo MSM
con 50 ppm de CP.

Al tener solo 2 morfotipos de levadura aislados de MEA G35y G43),y
utilizando otros medios con sustratos especificos para el crecimiento
de levaduras (YPD1), se podrian aislar ocho morfotipos mas, el caldo de
lactosa (LAC4, LAC6 y LAC7) es mas relevante y el caldo mineralizado (CP1,
CP2, CP4y CP8) con CP como fuente de energia es mucho mas especifico.

Esta claro que las levaduras se aislaron en todos los medios probados,
lo que hace que la recuperacion de sedimentos sea mas efectiva. Sin
embargo, el caldo de lactosa mostré una recuperaciéon de levaduras en
un 30%, mientras que el MSM con 50 ppm de CP fue de 40%, lo que indica
ser un medio muy efectivo en la seleccion de levaduras con potencial para
tomar la CP como fuente de energia.

Caracterizaciéon bioquimica de levaduras.

Las levaduras aisladas de sedimentos superficiales en la bahia de Cartagena
se caracterizaron bioquimicamente con API 20 C. Su aparicién se puede
ver en Tabla 5.
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Tabla 5. Levaduras caracterizadas bioquimicamente aisladas
de sedimentos de la bahia de Cartagena

G35 Cryptococcus laurentis

G43 Candida spherica

YPD1 Candida famata

LAC4 Rhodotorulla glutinis

LAC6 Rhodotorrulla minuta

LAC7 Rhodotorulla sp.

CP1 Candida sp.

CP2 Candida krusei/inconspicua
CP4 Candida famate

CP8 Candida krusei/inconspicua

Del total de morfotipos de levaduras aisladas y caracterizadas bioqui-
micamente, el 60% fueron del género Candida, el 30% de Rhodotorulla y el
10% de Cryptococcus, siendo evidente la dominancia del género Candida en
estos sedimentos, destacando su aislamiento del medio MSM con 50 ppm
CP, como en MAE, mientras que el género Rhodotorulla se aislé solo del caldo
de lactosa. Las levaduras marinas pueden ser saprofitas o patégenas para
plantas o animalesy se encuentran regularmente en ecosistemas marinos
aerdbicos (Fell, 2001). Las primeras levaduras marinas se descubrieron en
el océano Atlantico, y los géneros aislados mas grandes fueron Candida,
Cryptococcus, Debaryomyces y Rhodotorula, similar a los resultados de este
estudio (Kutty y Philip, 2008; Moubasher et al., 2018).

En sedimentos estuarinos de Brasil, el género Candida se encontro
como el mas dominante, coincidiendo con este estudio (Soares et al., 1997;
Kutty et al., 2013) con prevalencia de Candida tropicalis y otros patégenos,
y con una funcién clara en la descomposicién, ciclo de nutrientes y bio-
transformacion de compuestos xenobidticos en ambientes contaminados
(Soares et al., 1997). Asimismo, en la India se encontraron en aguas costeras
los géneros de Pichia, Cryptococcus, Kodmera, Zylyanoides y los géneros de
Candida y Rhodotorulla con capacidad de acumular acidos grasos poliinsa-
turados, los cuales se encontraron en estos sedimentos (Jape et al., 2016).
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En Colombia, el conocimiento de la diversidad de hongos, incluidas
las levaduras, ha sido limitado, donde los sedimentos y el agua son
habitats importantes en la busqueda de especies con potencial industrial,
biotecnoldgico y de biorremediacion. En dos lagos artificiales los géneros de
Candida, Cryptococcus, Williopsis, Hanseniaspora, Rhodotorula, Saccharomyces,
Torulaspora, Tricosporum y Yarrowia, grupo en el que se encontraron las
levaduras aisladas en este estudio (Silva et al., 2014).

Por estrategia general de aislamiento siendo las estaciones 1,3y 4
con mas aislamientos, pertenecientes al sitio de mayor diversidad (sitio 1)
mostrado por la técnica DGGE. Se obtuvo un mayor numero de levaduras
mediante técnicas de aislamiento mas especificas, completando asi un
ndmero total de levaduras para su posterior analisis.

Ensayo microbioldgico con aplicacion en biotecnologia

Asimilaciéon de carbohidratos por levaduras aisladas de sedimentos.

Los carbohidratos son fuente de carbono y energia para las levaduras,
por lo que tienen un metabolismo que se puede utilizar para procesos
biotecnoldgicos; la asimilacién de carbohidratos puede determinar la
versatilidad metabdlica. Al analizar estas respuestas de asimilaciéon de
carbohidratos por los morfotipos de levaduras marinas aisladas de los
sedimentos superficiales, los porcentajes generales de asimilaciéon de cada
carbohidrato son obtenidos por todas las levaduras estudiadas.

La asimilacién de glucosa es destacada por todas las levaduras (100%)
y con 90% de glicerol y N-acetilglucosamina. Porcentaje categorizado de
asimilacién de carbohidratos por levadura (0-25% = Bajo, 26-50% = Medio,
51-75% = Medio alto, 76-100% = Alto). Haciendo una clasificacién en cuatro
categorias, segun los porcentajes de asimilacion de las levaduras aisladas
y estudiadas, 16% fue alto, 10% Bastante alto, 58% medio y 16% bajo.
Teniendo en cuenta cada levadura y viendo el porcentaje de asimilacion de
todos los carbohidratos, se puede ver el comportamiento de las levaduras
frente al metabolismo como fuente de carbono y energia (Fig. 10).

116




Importancia de la Ecotoxicologia Microbiana Acuatica.
Un Caso con el Insecticida Clorpirifos

Figura 10. Porcentaje de asimilacion de todos los carbohidratos por levaduras

El porcentaje de asimilacion de todos los carbohidratos por la levadura
se categoriza en 0-25% = Bajo, 26-50% = Medio, 51-75% = Bastante alto,
76-100% = Alto, presentando 20%, 20%, 60% y 0%, respectivamente. Al
ver morfotipos de levaduras de forma individual y por asimilaciéon de
carbohidratos en general, la categoria mas alta fue Bastante Alto con 60%
(morfos G35, G43, YPD1, LAC4, LAC7 y CP4), Medio con 20% (morfotipos
LAC6 y CP1), Bajo con 20% (morfotipos CP2 y CP8) y Alto = 0%. Se destaca
la versatilidad de asimilacién de carbohidratos de estas levaduras aisladas.

El crecimiento de levaduras en un habitat depende de los azlcares
y otros nutrientes disponibles (Sansone, 2007). La asimilacién de carbo-
hidratos a partir de levaduras ha fortalecido su identificacién debido a
la diferencia entre diferentes géneros (Mendoza, 2005). Al comparar la
asimilacién de carbohidratos en este estudio con uno que aislé Rhodotorulla
glutinis de entornos clinicos y ambientales, la asimilacion de glucosa fue del
100%, mientras que la asimilacion de glicerol en este estudio fue del 90%,
en comparacion con el 50% (Garcia et al., 2004).

Pruebas de simbiosis o antibiosis de levaduras aisladas de sedimentos.

El analisis de simbiosis y antibiosis de levaduras aisladas es importante en
biotecnologia microbiana, por su uso en la biodegradacion de contaminan-
tes, ya que las interacciones positivas (simbiosis) pueden ser utilizadas en
consorcios microbianos, generando mejores eficiencias en estos procesos.
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Se puede observar una baja antibiosis en algunos morfotipos, pero
en general, estos morfotipos pueden usarse mezclandolos y formando
consorcios para la biodegradacion de diferentes plaguicidas, como los
insecticidas organofosforados. Los consorcios microbianos que involucran
levaduras como Saccaromyces con bacterias son de gran importancia para
la mejora en la produccion de metabolitos en procesos biotecnolédgicos
(Pinto et al., 2019). Se ha utilizado un consorcio de levadura compuesto por
Saccaromyces y Candida para producir multiples enzimas (Shariqg y Sohail,
2019). Se prob6 un consorcio de microalgas con levadura Candida aislada
de aguas residuales para aumentar los acidos grasos en la produccion
de biodiesel (Suastes et al., 2019), asi como la produccién de bioetanol
con un consorcio de levaduras Candida y Hanseniospora (Lara et al., 2019)
y aceite. Esta produccién se efectué con un consorcio de la microalga
Chlamydomonas y la levadura oleaginosa Lipomyces (Zuccaro et al., 2018).

Ensayo piloto y definitivo en superficie de agar en la deteccion de
esterasas/lipasas en levaduras.

Se realizé una prueba piloto para las 2 técnicas (opacidad y rojo neutro),
donde se descarto la opacidad por falta de claridad en las zonas de acla-
rado, mientras que el rojo neutro mostré cambios de color muy claros,
siendo esta Ultima la prueba elegida.

Tabla 6. Prueba de lipasa en superficie de agar con rojo neutro

Scale (Mm)
Cédigo Diametro Total Negat1vo=0;
Levadura Levadura (Promedio En Mm) Ba].o=0.1-5;
Medio=5.1-10;
Alto=10.1-15
G35 Cryptococcus laurentis 10.3 Alto
CP2 Candida krusei/inconspicua 9 Mediano
YPD1 Candida famata 53 Mediano
LAC4 Rhodotorulla glutinis 10.6 Alto
C Saccharomyces cereviciae 10.6 Alto
CP8 Candida krusei/inconspicua 8 Mediano
CP1 Candida sp. 8.3 Mediano
LAC7 Rhodotorulla sp. 10 Mediano
G43 Candida spherica 10 Mediano
CP4 Candida famate 12 Alto
LAC6 Rhodotorulla minuta 10 Mediano
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Se present6 una respuesta positiva a la enzima en todos los morfotipos
de levaduras estudiadas, distribuida entre respuesta media y alta en
64% (CP2, YPD1, CP8, CP1, LAC7, G43, LAC6) y 36% (G35, LAC4, Control,
CP4) respectivamente. Lo anterior, permite tener un signo de respuesta
degradante al organofosforado clorpirifos.

Los microorganismos producen lipasas y fosfolipasas, como los hongos
filamentosos de los géneros Geotrichum, Aspergillus, Penicilllium (Maldonado
etal., 2012; Yadav et al., 1998; Martinez, et al., 2019; Alvarenga et al., 2015),
que se pueden aplicar en el campo biotecnolégico como en la biodegrada-
cion del clorpirifos con fosfotriesterasas (Messias et al., 2011). Se han encon-
trado los géneros de levadura Candida, Torulopsis, Issatchenkia, Yarrowia,
Saccharomyces, Debaromyces, Cryptococcus, Hansenulla, Pichia, Kluyveromyces,
Wickerhamonyces, Metschnikowia, Rhodotorula, Trichosporum (Alvarenga et
al., 2015; Hong et al., 2015; et al., 2020; Aamri et al., 2019; Demera et al.,
2019; Sahay y Chouhan, 2018), asi como la levadura Guehomyces aislada
en la Antartida (Sahay y Chouhan, 2018), como el psicotrépico filamentoso
hongos Penicillium y Pseudogymnoascus (Moubasher et al., 2018).

Crecimiento de levadura en diferentes condiciones de concentracion
de sal y temperatura.

En biotecnologia microbiana, las condiciones ambientales de los microor-
ganismos son muy importantes, especialmente las condiciones extremas,
donde los microorganismos extremofilos estan en constante blsqueda
para ser utilizados en bioprocesos. Con estas levaduras se estudiaron
la concentracién de sal (microorganismos marinos) y la temperatura.
Se determinaron crecimientos masivos a temperaturas de 25°Cy 37°C
(microorganismos mesofilos), hasta una concentracion de sal del 4%, con
algunos de crecimiento lento al 10%; en comparacién con los crecimientos
a 4°C (microorganismos psicroéfilos), los cuales crecieron lentamente, mos-
trando aumento de hasta un 25% de sal. Asimismo, el crecimiento a 45°C
(microorganismos termofilicos), donde presentaron crecimientos masivos
hasta 2% de sal y crecimientos lentos hasta 4% (Tabla 7).
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Tabla 7. Levaduras extremdfilas encontradas en sedimentos marinos
(concentracion de sal y temperatura)

Control 51669
Saccharomyces X
cereviciae

43 Candida
spherica

YPD1 Candida
famata

LAC6 Rhodotorulla
minuta

CP1 Candida sp. X X

CP2 Candida
krusei/incospicua

CP8 Candida
krusei/incospicua

De las levaduras extremdfilas, seis eran del género Candida (domi-
nante)y una del género Rhodotorulla. Los crecimientos extremos estuvieron
presentes en levaduras aisladas de los sedimentos con extracto de malta,
lactosay YPD, sugiriendo la adaptacion de estas levaduras a las condiciones
fisicas y quimicas de estos ambientes tratados.

La diversidad de levaduras en los ecosistemas acuaticos tiene gran
flexibilidad para tolerar diferentes rangos de salinidad, temperatura, niveles
de saturacion de oxigeno y diferentes estresores en el ambiente, siendo
los géneros dominantes Rhodotorulla, Candida y Cryptococcus (Butinar et
al., 2005). Se han aislado levaduras xerotolerantes u osmotolerantes a
concentraciones de NaCl de 10y 15%, encontrandose Candida, Rhodotorulla,
Torulopsys, Pichia y Debaryomyces (Bass et al., 2008). Asi como levaduras
aisladas a grandes profundidades en océanos, representadas por el género
Cryptococcus (Hassan et al., 2017) y Cryptococcus aisladas de un glaciar en
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Pakistan, capaces de crecer entre 4-15°C, resistiendo concentraciones
de NaCL de 10-20% (Hassan et al., 2016). Candida y Cryptococcus werw
aislados en la Antartida (Jacques et al., 2014) y, en el Artico Debaryomyces,
Millerozyma, Cryptococcus y Rhodotorulla (Ballester et al., 2017). Se han
encontrado levaduras psicotolerantes, halotolerantes y alcaléfilas como
Debaryomyces y Saccharomyces en la superficie de plantas (Sansone, 2007)
y, estudiando una Candida aislada de la Antartida para aplicarla en la
fermentacion del vino (Palma et al., 2008). Los géneros aislados en este
estudio Candida y Rhodotorulla, que mostraron crecimiento a temperaturas
de 4y 45°C, asi como concentraciones de NaCl de 2,4, 10y 25%, concuerdan
con los estudios antes mencionados.

Ensayo microbioldgico con aplicacion en ecotoxicologia

Ensayos piloto para la determinacion de MIC (Concentracion Minima
Inhibitoria) de clorpirifos y su metabolito TCP en superficie de agar.

Aplicar una técnica de superficie sobre agar que pueda mostrar el efecto
de diferentes concentraciones del insecticida clorpirifos y su metabolito
TCP. La técnica se aplico con el principio antibiograma utilizando discos
de papel impregnados con cada concentracion, asi como la técnica directa
donde se aplicé cada concentracién sobre el agar previamente difundido
con la levadura piloto utilizada para estas pruebas.

Prueba piloto 1: Esta técnica mostré una zona de inhibicién muy
pequefia alrededor del disco de papel, lo que puede representar una
pequefia difusion de las sustancias estudiadas, lo que justificaba ver la otra
técnica donde el compuesto se colocaba directamente sobre la superficie.

Prueba piloto 2: en esta técnica se realizaron mas diluciones de las
sustancias, mostrando zonas claras de inhibicion del crecimiento sobre
la cantidad de sustancia en diferentes concentraciones, teniendo un
comportamiento mas claro que la técnica anterior, lo que permitié elegirla
para probar la técnica final y tomando cuatro levaduras.

Prueba definitiva para la determinacion de la MIC: como mostré la
prueba piloto 2, aqui se confirmd, dando excelentes resultados y viendo
zonas claras de inhibicién, para poder leer la MIC de cada sustancia en
cada una de las cuatro levaduras estudiadas. (Fig. 11).
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Figura 11. Inhibicién de levaduras en superficie de agar.
a) Prueba piloto 1. b) Prueba piloto 2. ¢) Prueba definitiva para MIC

Determinacién de MIC: la técnica se probd con todas las diluciones
realizadas con CP y TCP, para encontrar la concentraciéon que inhibia la
levadura en el area del volumen de gota colocada sobre el agar previamente
difundido con la levadura a estudiar (Tabla 8).

Tabla 8. MIC con técnica directa CP y TCP en superficie de agar (4 levaduras)

CP1 - - - + + + + + + + + 1.8
TCP1 - - - - - + + + + + + 0.45
CP2 - - - + + + + + + + 0.9
TCP2 - - - - + + + + + + 0.45
CP3 - - - - + + + + + + 0.45
TCP3 | - - - - + + + + + + 045
P4 | - - - - - + + + + + + 045
TCP4 | - - - - - + + + + + + 045
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Las MIC encontradas en estas levaduras estaban entre 0.45-1.8 ppm
para CPy 0.45 ppm para TCP, donde las cepas 1y 2 se diferenciaron entre
estas sustancias, siendo menor concentracion para el metabolito TCP, que
amenor concentracién inhibié es mas toxico; sin embargo, para las otras 2
cepas no difirid a la concentracién mas baja de 0.45 ppm. Algunos autores
muestran respuestas a la CP en microorganismos unicelulares como la
bacteria Allavibrio fischeri, con 2,84, 0,046 y 2,94 ppm (Somasundaram
et al., 1990; Mansour et al., 2015; Mansour et al., 2015). También con las
microalgas Synechocystis 0.074 ppm, Kumvophorum 0.013 ppmy, Glueocapsa
0.080-0.3 ppm (Shoaib et al., 2012), como en el alga verde Ankistromus
22.44 ppm (Asselborn et al., 2015). Seguin datos auin no publicados por el
autor, con Allavibrio fischeri se encontr6 una respuesta a CP de 4.18 ppmy
TCP ppm; con Pseudokirchneriella subcapitata, la respuesta a CP fue de 4,93
ppmy aTCP de 0,294 ppm. Los datos presentados en este estudio son una
primera aproximacion que implica un estudio mas profundo y con técnicas
mas adecuadas como la fluorometria, donde se miden los efectos de estas
sustancias en métodos estandar con los microorganismos mencionados,
incluyendo las levaduras como modelo.

La literatura menciona el uso de técnicas in vitro con bacterias, como
la difusion en agar, donde la MIC se propone como el estandar de oro para
medir las actividades antimicrobianas de sustancias naturales (Ramirez
y Marin, 2009). Se probaron diferentes sustancias antifungicas contra el
hongo filamentoso Fusarium midiendo la MIC (Igbal et al., 2010). La levadura
Talaromyces se prob6 con un control de Candida para determinar la MIC en
placas de Petriy ver la respuesta a las sustancias antifungicas (Luo et al.,
2019). La MIC se determiné en agar con levaduras Saccaromycs, Candida y
Yarrowia para ver la respuesta téxica a los metales de cromo y manganeso
(Trioui et al., 2019).

Conclusiones

Al presentar los resultados del estudio anterior, se consideran los siguientes
aspectos: se encontrd que el proceso de liofilizacion es un buen método
para el manejo y manipulacion del sedimento con altas concentraciones
de ADN. La técnica DGGE muestra mayor diversidad de hongos y levaduras
en el sitio 1 (mayor impacto por desembocadura del canal Dyke y zona
industrial Mamonal). En la estrategia global de aislamiento existe mayor

123




Gustavo Eugenio Echeverri Jaramillo

numero de hongos filamentosos a levaduras, siendo las estaciones 1, 3y
4las mejores, y reflejando consistencia con la mayor diversidad de hongos
y levaduras mostrada con la técnica DGGE. Se deben utilizar diferentes
estrategias para obtener mas aislados de levaduras, por ejemplo, diez
levaduras de sedimentos marinos en aislamientos que presentaron con-
centraciones de PC aisladas; en la levadura, hay predominio del género
Candida (60%), Cryptococcus (30%) y Rhodotorulla (10%). Las técnicas
microbioldgicas basicas se pueden utilizar en areas de gran importancia,
como la biotecnologia y la ecotoxicologia microbianas. Toda la levadura
mostré asimilacién de carbohidratos de glucosa 100% y glicerol, n-acetil-
glucosamina en 90%. Se evidencié una baja antibiosis entre determinadas
levaduras, resultados importantes a tener en cuenta en el uso de consorcio
microbiano. La presencia de esterasa/lipasa se determina en todas las
levaduras aisladas. Se demuestra el crecimiento de levaduras en condi-
ciones extremas de temperatura (4°C/25°C/37°C/45°C) y concentraciones
de sal (sin sal/2%/4%/10%/25%), encontrandose levaduras extremofilas.
Se determina la concentracién minima inhibitoria de CP y TCP en cuatro
levaduras, mostrando mayor toxicidad de TCP.
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Capitulo 5.

Actividad Citotoxica y Estrogénica
del Clorpirifos y su Metabolito
3,5,6-Tricloro-2-Piridinol. Estudio
de las Levaduras Marinas como
Potenciales Indicadores de Toxicidad

Prefacio

El clorpirifos (CP) es uno de los insecticidas organofosforados mas utilizados
en la actualidad en todo el mundo. Aunque el principal 6rgano diana de la
CP es el sistema nervioso que desencadena efectos predominantemente
neurotéxicos, se han sugerido otros mecanismos de accién como la
citotoxicidad y la alteraciéon endocrina. Las agencias reguladoras y los
administradores de recursos naturales reconocen cada vez mas el riesgo
que representan los metabolitos de los plaguicidas en los organismos no
objetivo. En el presente estudio, la citotoxicidad y la actividad estrogénica
de CPy su principal metabolito 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP) se evaluaron
mediante ensayos in vitro, utilizando dos lineas celulares de mamiferos
(HEK293 y N2a), y una levadura recombinante.

Los resultados indican que el TCP es mas toxico que el CP para las dos
lineas celulares ensayadas, siendo las células N2a mas sensibles a ambos
compuestos. Dichos compuestos muestran una actividad estrogénica similar
siendo entre 2.500 y 3.000 veces menos estrogénica que el 17B-estradiol.
Con el fin de encontrar nuevos modelos de medicion de la toxicidad, las
levaduras aisladas de sedimentos marinos que contienen residuos de CP se
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han probado contra CP y TCP mediante un ensayo de viabilidad celular. De
las 12 cepas de levadura probadas, 6 de ellas mostraron cierta sensibilidad y
una respuesta dependiente de la concentracién a los compuestos probados,
por lo que podrian considerarse como modelos futuros para las pruebas de
toxicidad, aunque son necesarias mas investigaciones y pruebas.

Introduccion

El clorpirifos (CP) es uno de los insecticidas organofosforados mas utilizados
en la actualidad en todo el mundo. Su mayor uso es en agricultura en frutas,
granos, hortalizas, algodén, cafia de azucar y café (Solomon et al., 2014),
aunque también se usa en ganaderia, plantas ornamentales y el césped de
campos de golf. Como consecuencia de su uso generalizado, asi como de
sus propiedades fisicoquimicas (solubilidad), se lava facilmente en aguas
subterraneas y superficiales, incluso en el medio marino, provocando la
acumulacién en sedimentos, dada su hidrofobicidad (Giesy et al., 1999;
Gebremariam et al., al. 2012). El principal producto de degradacién de la CP
es el 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCP) (Xu et al., 2008) producido por mecanis-
mos hidroliticos y fotoliticos (Baskaran et al., 2003). El TCP es mas soluble
en agua que el compuesto original, lo que provoca una alta movilidad que
causa contaminacion en suelos y ambientes acuaticos.

La accion insecticida de la PC se basa en inhibir la actividad de la acetil-
colina esterasa. Produce un exceso de acetilcolina en la sinapsis que resulta
en hiperactividad, espasmos musculares que pueden provocar paralisis,
insuficiencia respiratoria e incluso la muerte (Barron y Woodburn 1995;
Slotkin 2004, 2005). Aunque el principal 6rgano diana de CP es el sistema
nervioso, desencadenando efectos predominantemente neurotoxicos,
existen otros mecanismos de accidon como la citotoxicidad, efectos sobre la
sintesis de macromoléculas (Qiao et al., 2001; Howard y Pope 2002; Slotkin et
al., 2008; Gupta et al., 2010) y alteraciones endocrinas (Viswanath et al., 2010;
Ventura etal., 2012, 2016). Existe evidencia de genotoxicidad y mutagenicidad
de CP en numerosos estudios realizados en ratas, peces, sapos y células
humanas (Ojha et al., 2011; Sandal y Yilmaz 2011; Muller et al., 2014; Ezzi et
al., 2016). Las propiedades carcinogénicas de CP se han evidenciado a través
de una variedad de estudios epidemioldgicos, particularmente cancer de
pulmony recto (Alavanja et al., 2004; Lee et al., 2007). Asimismo, CP también
se ha relacionado con el cancer de mama en ratas y células humanas (Nishi
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y Hundal 2013; Ventura et al., 2016, 2019), provoca anomalias en el sistema
inmunoldgico de trabajadores y animales de laboratorio (Gotoh et al., 2001;
Navarro et al., 2001) y se han reportado numerosos casos de toxicidad
reproductiva (Nandi et al., 2009; Farag et al., 2010; Bernabo et al., 2011)
como efectos teratogénicos en ratas (Farag et al., 2003; Tian et al., 2005 ) y
anomalias en los espermatozoides humanos (EPA, 2008).

Recientemente, varias organizaciones como la Agencia Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA), el Comité de Plantas, Animales, Alimentos y
Piensos (PAFF), Pesticide Action Network (PAN) o US EPA han revisado el
uso de CP, lo que ha llevado a muchos paises a restringirlo o prohibirlo.
Entonces, la Unién Europea (UE) ha adoptado la no aprobacion de la sustan-
cia activa CP (EC, 2020). Por su parte, Canada propuso una prohibicién de
CP el 31 de mayo de 2019. En Estados Unidos, los gobiernos estatales han
tomado medidas para regularlo (Backstrom y Garson, 2020). Sin embargo,
durante muchos afios ha sido uno de los pesticidas organofosforados
mas utilizados (John y Shaike, 2015), detectando sus residuos en muchos
productos agricolas como verduras y frutas (Guerrero, 2003; Garcia et
al., 2017; Rey et al., 2018). Su uso extensivo en Colombia ha provocado la
contaminacion de sistemas acuaticos, agua dulce y salada, sedimentos y
acumulacién en organismos (Tobdn-Marulanda et al., 2012).

Un aspecto importante de los plaguicidas se deriva de la posible
actividad disruptiva endocrina que provoca efectos en el desarrollo del
organismo. Desde 2007, afio en que la Agencia de Proteccion Ambiental
de los Estados Unidos (US EPA) incluyé el insecticida CP en un borrador
de la lista inicial de sustancias quimicas para la deteccién de disruptores
endocrinos (EPA, 2007), estudios limitados indican que CP puede afectar el
sistema endocrino (De Angelis et al., 2007; Viswanath et al., 2010; Ventura
et al., 2012, 2016), pero aun se necesitan mas pruebas (Yu et al., 2015).
La mayoria de estos estudios, relacionados con la toxicidad en humanos,
dependen en gran medida del uso de animales, pero en los ultimos afios
se ha observado una clara tendencia a sustituirlos por otros estudios que
representan alternativas mas rapidas y rentables (Braconi et al., 2011;
Heinonen y Tahti, 2013).

Una de las alternativas mas comunes es el uso de células cultivadas
artificialmente, que responden rapidamente a diferentes condiciones
ambientales adversas. Estas pruebas in vitro son econdmicas, faciles de
realizar y pueden utilizarse como pruebas preliminares que pueden llevar
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al cientifico a decidir si es necesario realizar mas pruebas (Meneau, 2014;
Mushtaq et al., 2018). Ademas, son Utiles para analizar una gran cantidad
de muestras (Aslantlirk, 2017). Pueden usar células que varian desde
microorganismos hasta células de mamiferos y humanos. La evaluaciéon
de la citotoxicidad se centra en pruebas simples, en las que se mide la
viabilidad celular y/o la proliferacion de células. Los agentes quimicos
pueden afectar la salud y el metabolismo celular, a través de diferentes
mecanismos, como la destruccion de la membrana, la inhibicion de la
sintesis de proteinas, la union irreversible a los receptores, la inhibicion
del alargamiento del 4cido nucleico y las reacciones enzimaticas (Ishiyama
et al., 1996; Aslantlrk, 2017).

Existen diferentes clasificaciones para los ensayos de citotoxicidad
y viabilidad celular, las mas utilizadas son fluorescencia colorimétrica,
luminiscente, etc., segun los tipos de medicién de los puntos finales (O'Brien
etal., 2000; Hamid et al., 2004; Rampersad, 2012; Gilberty Friedrich, 2017),
utilizando una amplia variedad de células. En la evaluacién de la citotoxici-
dad, lineas celulares como las células embrionarias de rindén humano (HEK)
y los neuroblastos de ratdn (N2a) se han utilizado para efectos neurotéxicos
y neurodegenerativos, siendo modelos biolégicos de gran importancia
(LePage et al., 2005; Provost, 2010; Wang et al., 2015; Qiu et al.2016; Sindi
et al.2016; Acevedo et al.2018). Estas lineas celulares han sido elegidas
para evaluar la toxicidad de plaguicidas organofosforados, como paration
(Wang et al., 2019), paraquat (Cai et al., 2019) y CP (Van Emon et al., 2018).

Los indicadores microbioldgicos (organismos procariotas y eucariotas)
también se utilizan ampliamente en el estudio de la contaminacion
ambiental para determinar la viabilidad de cultivos celulares (Grela et al.,
2018). Entre ellos, el modelo de levadura Saccharomyces cerevisiae es uno de
los mas utilizados. Las levaduras son modelos potencialmente buenos para
evaluar la toxicidad de los contaminantes ambientales (Ribeiro et al., 2000;
Cabral et al., 2003; Papaefthimiou et al., 2004), tienen similitudes con las
células de mamiferos, especialmente en lo que respecta a la funcionalidad
de proteinas homélogas (Braconi et al., 2011). Son faciles de mantener
y cultivar, reduciendo la variabilidad encontrada con organismos mas
complejos (Esteve et al., 2009). Ademas, las levaduras pueden proporcionar
informacion de relevancia directa para otros eucariotas y pueden aislarse
de una amplia gama de entornos, como sedimentos marinos, anaerébicos
y sitios contaminados (Baronian 2004).
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Dado el elevado nimero de levaduras que probablemente existan, es
probable que la levadura de tipo salvaje resulte ser una fuente considerable
de indicadores de toxicidad (Braconi et al., 2011). Los ensayos de toxicidad
a corto plazo, basados en la medicién de cambios en cultivos de levadura
para estimar el impacto de compuestos toxicos, se utilizan cada vez mas.
Estos ensayos son relativamente simples, rapidos, rentables y requieren
pequefios volumenes de muestra, por lo que pueden ser de interés como
herramientas alternativas para la deteccion preliminar y para su inclusion
en una bateria de pruebas. Faiy Col. (20093, b) examinaron los efectos de
varios fungicidas y otros contaminantes en una amplia gama de especies
de levadura y propusieron la inclusiéon del bioensayo de inhibicion de la
fluorescencia de resorufina en una bateria con otros biomarcadores en la
seleccion rapida de muestras ambientales.

Se han desarrollado ensayos mas precisos para detectar actividades
especificas de compuestos quimicos como la actividad disruptiva endocrina
como un RYA (ensayo de levadura recombinante) utilizando una cepa
de S. cerevisiae modificada genéticamente (Routledge y Sumpter, 1996;
Garcia-Reyero et al., 2001), que contiene el gen del receptor de estrégeno
humano (hER) en el cromosoma principal vinculado a un gen indicador
lacZ que codifica la enzima B-galactosidasa que se produce y secreta al
medio, y cuya reaccion especifica de reaccion es facil de seguir utilizando
un conveniente (cromogénico o sustrato enzimatico fluorogénico).

El objetivo principal del presente estudio es contribuir a un mayor
conocimiento de la toxicidad del CPy su principal metabolito TCP, mediante
pruebas rapidas in vitro utilizando dos lineas celulares de mamiferosy leva-
duras aisladas en nuestro laboratorio de sedimentos marinos expuestos
a CP con el objetivo de proporcionar nuevos indicadores microbioldgicos
para su uso en pruebas de toxicidad. Asimismo, con la intencién de aportar
nuevos datos sobre la potencial actividad estrogénica de los compuestos,
estos han sido sometidos a pruebas RYA.
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Materiales y métodos

Compuestos de prueba

Clorpirifos (CAS: 2921-88-2) (O, O-diethil O-3,5,6-tricloropiridin-2-il fosfo-
rotionato; CP) 99,7% estandar analitico y su metabolito 3,5,6-tricloro-2-
piridinol (TCP) (CAS: 6515-38-4) 99,3%, y el estandar analitico se obtuvo de
Sigma-Aldrich. Se prepararon soluciones madre de compuestos y series de
diluciones en el medio de cultivo o disolvente apropiado segun los ensayos
de toxicidad realizados. El agua empleada en los experimentos fue de grado
Milli-Q. Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico.

Prueba de citotoxicidad con lineas
celulares HEK293 y N2a

La citotoxicidad de los compuestos se ha evaluado utilizando dos lineas
celulares, N2a (neuroblastoma de ratén) y HEK293 (rifidn embrionario
humano) amablemente proporcionadas por el Instituto de Biomedicina
(Valencia, Espafia). Los ensayos se basan en la reduccién de resazurina, por
actividad metabdlica de las células, transformadas en resorufina, un com-
puesto altamente fluorescente que permite la medicién espectroscopica
(Czekanska, 2011). Las células de cultivo se mantuvieron en DMEM (medio
Eagle modificado de Dubelcco) suplementado de manera apropiada con
glutamina, penicilina-estreptomicina y suero bovino fetal y se incubaron a
37°Cy en una atmosfera humidificada con CO: al 5% (Koppikar et al., 2010).
Cuando las células lograron una confluencia del 70-90%, se recolectaron
mediante tripsinizacién y se contaron.

Se preparé una suspension de 1 x 10° células/mL en DMEM suplemen-
tado, con lo cual se inocul6 una placa de cultivo de tejidos (100 pL/pocillo).
Después de 24 horas, las células se expusieron a 5 pL de compuestos de
prueba para obtener un intervalo de concentraciones finales de 6,3 a
1600 mg/L que se ensayaron por cuadruplicado. Los controles negativos
y los blancos se ejecutaron simultaneamente. Las placas se incubaron
nuevamente (24 h), se retir6 el medio y se agregaron 100 pL de solucion de
resazurina 15 pM en DMEM suplementado. Finalmente, la placa se incub6
durante 4h nuevamente y se midi6 la fluorescencia (Ex560/Em590) usando
un espectrofluorémetro Tecan Infinite M200. Todos los reactivos de células
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de cultivoy las placas fueron suministrados por VWR® International Eurolab
S.L. (Barcelona, Espafia). Los resultados se expresaron como porcentaje
de viabilidad, utilizado para calcular el ICso(concentracion que inhibe la
viabilidad celular a la mitad).

Prueba de toxicidad con levaduras marinas

Aislamiento y conservacion de levaduras marinas.

Se aislaron levaduras de muestras de sedimento fresco de 9 localidades
en la bahia de Cartagena (Colombia) (Fig. 12). Los sedimentos se recolec-
taron con una draga, tipo Ekman, en contenedores estériles, los cuales
fueron transportados refrigerados al laboratorio donde se mantuvieron
a -20 °C hasta su analisis. Para aislar las levaduras se realiz¢ el siguiente
procedimiento: se suspendié 1g de sedimento en 10 mL de NaCl al 0.9%
conteniendo Tween 20 al 0.05%, se homogeneiz6 en vortex por 2 miny se
dejo reposar 2 min mas para decantar las particulas, luego se esparcieron
100 pL de dilucion en placas con MEA (Malt Extract Agar, Difco) por triplicado
y se incub6 a 25°C durante 5-7 dias. Las presuntas levaduras se subculti-
varon en placas MEA y se identificaron mediante APl 20 C AUX® System
(BioMérieux). Los aislados de levadura se cultivaron en tubos que contenian
MEA, se mantuvieron a 4°C para estudios posteriores y se conservaron a
-80°C en crioviales MicrobankTM-Blue (Pro-Lab Diagnostics).

Figura 12. Puntos de muestreo de sedimentos marinos
en bahia de Cartagena, Colombia
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Ensayo de viabilidad con levaduras.

Se cultivd un asa de colonias de levadura cultivadas en tubos MEA en 50
ml de medio SD suplementado con glucosa (concentracién final al 2%) y se
incubé durante la noche a 25°C en un agitador orbital (150 rpm). El cultivo
resultante se diluyé con el mismo medio hasta una densidad éptica de 0,5
(1 x 108 células/ml)a 600 nmy se usé para el ensayo de microplaca. Se pre-
pararon soluciones madre de CPy TCP, a una concentracién de 250 mg/L,
en medio SD con DMSO (1%). Se afiadié cultivo de levadura a microplacas
blancas de fondo plano de 96 pocillos (Costar, Corning Inc., Nueva York,
EE.UU.) como se describe a continuacion: Primero, la placa se llen6 con
100 pL/pocillo de cultivo de levadura; se afiadieron 100 pl/pocillo de las
soluciones madre de CP o TCP a la segunda fila y se realizaron diluciones
en serie 1: 2 transfiriendo 100 pl de la segunda a la tercera fila y asi suce-
sivamente hasta 1:64. Para cada levadura, se realizaron cuatro réplicas de
controles (cultivo de levadura SD) y cuatro réplicas de diluciones seriadas
de contaminantes (soluciones CP o TCP). El volumen total por pocillo fue
de 100 pl. El control de SD mas DMSO también se ejecuté en la Ultima fila.

Las placas cubiertas se incubaron en una incubadora con agitacién
durante 6 horas a 25°C. Pasado este tiempo, se sacaron las placas y se
centrifugaron a 1.200 rpm. El contenido acuoso se eliminé con una pipeta
Pasteur acoplada a una bomba de vacio, y se afiadieron a cada pocillo
100 pL de solucion de resazurina (12,5 pM en PBS). Luego, las placas se
incubaron a 25°C, pero el tiempo de incubacion requerido para medir el
efecto de los compuestos varié de una especie de levadura a otra debido
a la diferente capacidad para reducir la resazurina. Como indicaron Fai
y Grant (2009a), la inhibicion maxima de la fluorescencia de resorufina
en relacién con el control se utilizé en comparacion de efectos. Algunas
especies causaron reduccién de resazurina a resorufina rosa y luego a
hidrorresorufina incolora y no fluorescente en el primer minuto y otras
especies entre 20 y 60 min de incubacién. La fluorescencia se determiné
mediante el lector de microplacas Tecan Infinite M200 a 530 nm (Aex) y 590
nm (Aem). Se informaron las viabilidades celulares con respecto al control
utilizando datos de fluorescencia. Para el bioensayo se realizaron controles
de sensibilidad utilizando la sal K2Cr.07 (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) en
las mismas condiciones. Se calcularon los valores de Clso de CP y TCP para
especies de levadura.
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Ensayo de levadura recombinante (RYA)

Se realizd RYA para evaluar la actividad estrogénica. Utiliza una cepa
modificada genéticamente de S. cerevisiae que contiene el gen del receptor
de hormonas estrogénicas humanas. Si las sustancias analizadas tienen
actividad estrogénica, se unen a hER, activando el gen lacZ, que expresa
la enzima B-galactosidasa, generando una reaccién que se mide espectro-
fotométricamente afiadiendo el sustrato enzimatico apropiado.

El ensayo de levadura recombinante se realizé como describen Nogue-
rol et al., (2006). Brevemente, un cultivo nocturno de levadura en medio SD
[6,7 g/L de YNBAA/AS-base nitrogenada de levadura sin aminoacidos de
Difco (Basilea, Suiza)y 5 g/L de (NH4)2S04] mas glucosa, histidinay metionina
se utilizaron a una densidad 6ptica final de 0,1 (600 nm).

Los ensayos se realizaron en una microplaca de 96 pocillos. La primera
columna se llené con una dilucion 1:20 v/v del compuesto para ensayar
en el cultivo de levadura y luego se diluy6é en una serie 1: 2, a través de
la placa. Las concentraciones de ensayo de cada compuesto fueron de
8 mg/L. Las columnas 10, 11 y 12 estan llenas de toxicidad, controles
positivos (17B-estradiol) y negativos, respectivamente. Una vez llena, la
placa se incubd durante 6 ha 30 °C a 120 rpm en agitacién orbital. Luego,
para liberar proteinas activas de las células, se afiadié un reactivo de
extraccion de proteina de levadura Y-PER (PIERCETM, Rockford, IL, EE.
UU.), y se incub¢ adicionalmente a la misma temperatura durante 30 min.
Luego, se agregaron 50 uL de sustrato enzimatico, previamente preparado
en un tampon apropiado, y se leyo la actividad de B-galactosidasa por
fluorescencia usando un espectrofluorémetro (TECAN Infinite M2000) a 360
nm de excitacién y longitudes de onda de emisién de 460 nm. Se registro
la fluorescencia durante 20 min (una medicién cada 42 s).

La actividad enzimatica se calculé como la pendiente de la regresion
lineal de las unidades de fluorescencia representadas frente al tiempoy,
a continuacién, se calculd la actividad relativa derivada de los controles
positivos y negativos. La actividad estrogénica se calculd a partir de la
curva de dosis-respuesta (actividad relativa de -galactosidasa frente a
concentracion quimica) y se expres6 como valores de CEso aparentes para
cada compuesto. Estos valores se convirtieron a EEQ, equivalentes de
estradiol usando la siguiente ecuacién (Esteban et al., 2014; Balsiger et al.,
2010), donde EC50 (17B-estradiol) es 72.73 x 10-6 mg/L (Pifia et al., 2009)
y C es la concentracién de ensayo del compuesto:
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EC-,(17B — estradiol
EEQ = sol17p )

. oo ]
ECs,(compound) x C (compound)

Andalisis estadistico

Los datos se analizaron usando un ANOVA de una via seguido de un analisis
post-hoc mediante la prueba de diferencia minima significativa (LSD) de
Fisher, a través del programa Statgraphics v.6.0. Los valores de ICso se
calcularon mediante analisis Probit (programa SPSS Statistics v. 16.0). Se
tomo una p <0.05 para indicar significancia estadistica.

Resultados y discusion

Citotoxicidad

El potencial citotoxico de CPy TCP, y una mezcla equimolar de CP: TCP (1:
1), también se evalué mediante el ensayo Alamar Blue utilizando sistemas
basados en células con dos lineas celulares HEK293 y N2a de mamifero.
La exposicion a estos compuestos y su mezcla produjo una citotoxicidad
significativa sobre la viabilidad celular (Fig. 13y 14).

Figura 13. Curvas experimentales de concentracién-respuesta aguda para CP, TCP y
mezcla CP: TCP para la linea celular HEK293
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Figura 14. Curvas experimentales de concentracién-respuesta aguda para CP, TCP y
mezcla CP: TCP para la linea celular N2a

Como era de esperar, la viabilidad de las células disminuyé al aumentar
las concentraciones de CP y TCP. Los valores de Clso de compuestos puros,
con sus limites de confianza del 95%, para las lineas celulares se presentan
enla Tabla 9. CPy TCP en concentraciones de 451y 295 mg/L, respectiva-
mente, dieron 50% de citotoxicidad con HEK293 y en concentraciones de
90.0y 61,6 mg/L, respectivamente, dieron 50% de citotoxicidad con N2a.
Los valores de CI50 de la mezcla CP: TCP (1: 1) fueron 71,8 (54,5-94,4) mg/L
para HEK293 y 16,7 (12,3-21,4) mg/L para N2a.

Tabla 9. /C50 (95% limites de confianza; p<0.05) Recopilacién de valores
de los compuestos de ensayo

cp TCP CP:TCP (1:1)
HEK293 451 (360 - 580) 295 (247 - 357) 71,8 (54.5 - 94.4)
Nla 90.0 (73.6 — 109.8) 61.6 (553 —68.4) 16,7 (12,3 -21.4)
MY1 13.8(123-153) 117 (057-195) -
MY2 149 (133-16.5) 29(2.0-38) -
MY3 100(85-117) 0.44 (0.14 - 0.94) -
MY6 263 (23.7-29.0) 0.80 (0.28 - 1.55) -
MY11 3428-41) 0.15 (0.03 —0.41) -
CECT 1891 109(9.7-122) 34(Q23-47) -
A, fischeri® 3.7(25-60) 0.98 (0.73 —135) 0.78 (0.57 - 1.12)
P. subcapitata® 49(48-51) 029 (0.28-032) 0.022 (0.021 - 0.023)
D. magna® 11(0.7-15) 92(73-114) 0.62 (0.48-0.78)

#Echeverri-Jaramillo et al. (2020)
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Después de 24h de exposicién de las células, se ha descubierto que el
metabolito TCP es mas citotoxico que el compuesto original CP y la mezcla
era mas citotdxica que CPy TCP. Después de la exposicién a CP en concen-
traciones de 0 a 400 mg/L, la viabilidad de las células HEK293 disminuyé
lentamente hasta un 45,8%, pero para el N2a disminuy6 rapidamente
hasta un 16,0%. De la misma forma, TCP a las mismas concentraciones,
produjo una disminucién en la viabilidad de HEK293 y N2a hasta 42,3y
11,6%, respectivamente. En la exposicién a CP: TCP (1: 1) (0-400 mg/L), la
viabilidad disminuy6 rapidamente, al 29,2% para HEK293y al 8,3% para N2a.
A concentraciones de CPy TCP de 0 a 100 mg/L, la viabilidad de las células
HEK293 experimenté una pequefia variacion; se observé el mismo efecto
de 0 a 25 mg/L para las células N2a. Los resultados obtenidos en el ensayo
de citotoxicidad indicaron una mayor tolerancia de las células HEK293 a CP,
TCPy la mezcla en el rango de concentraciéon de 0 a 1,600 mg/L.

En este articulo, se probd la citotoxicidad de CP y su metabolito TCP
en dos sistemas con células de mamiferos. Los resultados indican que el
TCP es mas téxico que el CP para las dos lineas celulares ensayadas. Se
observé una sensibilidad diferente entre lineas celulares, siendo las células
N2a mas sensibles lo que podria deberse a diferentes mecanismos de
accion de los compuestos. Alvarez-Navarro (2017) realizé una prueba de
citotoxicidad en las mismas lineas celulares para el cribado de toxicidad
de varios contaminantes ambientales, detectando también una mayor
sensibilidad para las células N2a. Del mismo modo, Lovecka et al., (2015)
en un ensayo citotoxico utilizando las dos lineas celulares HEK293 y HepG2
expuestas a herbicidas, bromoxinilo, cloroxinilo e ioxinilo, demostré una
menor sensibilidad para HEK293.

Se sabe que la toxicidad aguda de CP esta mediada por la inhibicién
de la acetilcolinesterasa por la produccién del metabolito activo CP oxon
(Barrony Woodburn 1995; Mangas et al., 2016), pero varios estudios sugie-
ren que la PC puede influir directamente en la replicacién y diferenciacion
celular (Das y Barone 1999; Dam et al., 2000; Qiao et al., 2001), que también
se extienden a sus principales metabolitos CP oxony TCP. El trabajo actual
se aborda en esta linea. Las lineas celulares se seleccionaron como modelos
adecuados para su uso con ensayos de citotoxicidad in vitro porque son
representativas de dos tejidos diana para muchos pesticidas. La linea
celular de neuroblastoma N2a de ratén se ha utilizado regularmente en
la investigacién de neurotoxicidad y pesticidas para estudios de deteccion
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y mecanicistas (Veronesi, 1992; Perreault et al., 2011; Pawlowiez et al.,
2013; Pisapia et al., 2017). Por otro lado, HEK293, linea celular de rifion
embrionario humano, se usa ampliamente como modelo in vitro para
ensayos de citotoxicidad para probar los efectos del estrés oxidativo y otras
propiedades relacionadas (Waly et al., 2013; Lovecka et al., 2015).

Una alta actividad para los artrépodos y una toxicidad relativamente
baja para los mamiferos en modelos animales se ha probado en gran
medida para CP (Giddings et al., 2014; Ezzi et al., 2016). Los resultados
obtenidos aqui respaldan esta afirmacion con valores de Clso para lineas
celulares entre 90 y 400 veces mas altos en comparacion con D. magna
(Echeverri et al., 2020) (Tabla 1). Ademas, el grado de citotoxicidad de varios
insecticidas en células humanas (HEK293, HelLa y HepG2) informado por
Yun et al., (2017) fue significativamente mas baja que la de las células de
insectos (Tn5b1-4, Sf-9y S2). En este articulo, CP mostro relativamente poca
citotoxicidad en células HEK293 durante 24 h de exposicion. Esto podria
estar relacionado con la actividad neurotdxica de CP, lo que resulta en una
menor expresién de citotoxicidad en células no neuronales.

Ensayo de toxicidad con levaduras marinas

Identificacion de levaduras marinas.

Se aislaron un total de veintiséis levaduras del sedimento marino de la bahia
de Cartagena (Colombia). Se seleccionaron al azar once levaduras marinas
para el bioensayo de toxicidad. Su identificacion se presenta en la Tabla 2.

Efectos de CP y TCP sobre levaduras marinas.

Para investigar la capacidad de las levaduras como bioindicadores de
toxicidad, se realizd un bioensayo usando los aislados de levadura de
sedimentos marinos. Once levaduras marinas y la especie CECT 1891 S.
cerevisiae fueron expuestas a diferentes concentraciones de CP y TCP. La
viabilidad de los organismos tratados y no tratados se evalué utilizando el
método de resazurina (Fig. 4 y 5). La inhibicion maxima de la fluorescencia
de la resorufina en relacion con el control se obtuvo generalmente dentro
de los 20 a 60 minutos de incubacion para las cepas MY1, MY2, MY3, MY6,
MY11y CECT 1891 S. cerevisiae. Las cepas MY4, MY5, MY7, MY8, MY9y MY10
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metabolizaron la resorufina fluorescente a la hidrorresorufina transparente
rapidamente, en el primer minuto y, en este momento, no se pudo observar
efecto a las concentraciones estudiadas.

Figura 15. Viabilidad de levadura marina y CECT 1891 S. cerevisiae expuestos a dife-
rentes concentraciones de CP (mg/L)

Figura 16. Viabilidad de levadura marina y CECT 1891 S. cerevisiae expuestos a dife-
rentes concentraciones de TCP (mg/L)
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Los datos experimentales con las seis levaduras mas sensibles a CPy
TCP se presentan como curvas de concentracién-respuesta (Fig. 15y 16).
Los valores de Clso para ambos compuestos se presentan en la Tabla 9.
Las cepas MY3, MY6 y MY11 fueron mas sensibles a TCP que MY1, MY2
y CECT 1891 S. cerevisiae, siendo la cepa MY11 la mas sensible a este
compuesto, y CECT 1891 S. cerevisiae el mas resistente. Para las levaduras
expuestas a CP, las cepas MY1, MY2, MY3, MY8 y CECT 1891 S. cerevisiae
fueron mas resistentes que la cepa MY11. Como se observo, esta ultima
mostré mayor sensibilidad a CP y TCP que las otras cepas de levadura, con
valores de Clso de 3.4y 0.15 mg/L, respectivamente. El TCP fue mas toxico
para las levaduras que el CP con ICso entre 0,15y 3,4 mg/L para las primeras
y entre 3,4y 26,3 mg/L para las uUltimas. Las cepas de levadura MY1, MY2
y CECT 1891 S. cerevisioe mostraron una sensibilidad similar a TCP; estas
mismas cepas mas MY3 lo mostraron frente a CP con valores de Clso de
1,17 a3,4mg/Lyde 10,0 a 14,9 mg/L, respectivamente.

Figura 17. Acute concentration-response experimental curves
for yeast strains exposed to CP
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Figura 18. Acute concentration-response experimental curves
for yeast strains exposed to TCP

Para evaluar la sensibilidad del bioensayo de inhibicién de resoru-
fina, se comparo la respuesta de la mayoria de las levaduras sensibles
estudiadas en este trabajo con el ensayo de citotoxicidad y otras pruebas
estandarizadas (Aliivibrio fisheri, Pseudokirchneriella subcapitata y Daphnia
magna) (Echeverri et al., 2020). Parecia haber diferencias considerables en
la sensibilidad entre las lineas celulares y los otros organismos (Tabla 11).
La bacteria A. fisheri, el cladoceran D. magna y la levadura MY11 R., minuta
fueron los organismos mas sensibles a CP, y A. fisheri, MY11 R. minuta y el
alga P. subcapitata lo fueron a TCP. Las lineas celulares HEK293 y N2a fueron
las mas tolerantes a los compuestos estudiados con valores de ICso que
variaron de 61,6 a 451 mg/L. El TCP fue mas tdxico que el CP para todos
los organismos y lineas celulares con una Clso de 0,15 a 295 mg/Ly de 3,4
a 451 mg/L, respectivamente.

Estevey col. (2009) evaluaron la actividad metabdlica de la levadura S.
cerevisioe expuesta a tres pesticidas y compararon el efecto téxico con los
bioensayos estandar de D. magna y A. fischeri. Concluyeron que el bioensayo
de levadura fue 96 veces mas rapido que el bioensayo de toxicidad de D.
magna, pero tuvo menor sensibilidad; sin embargo, A. fischeri fue el mas
tolerante a los pesticidas. Varios autores informaron valores de toxicidad
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de distintos fungicidas para D. magna entre <0.01 y 4.3 mg/L (Ferrando et
al., 1992; Freemany Nizani 1997; Bartlett et al., 2001; Faiy Grant, 2009b). En
nuestro estudio, el bioensayo de D. magna fue mas sensible al insecticida
CP que los bioensayos de levaduras, bacterias y algas, lo cual es evidente
considerando su modo de accién; sin embargo, para el TCP, el bioensayo
de microcrustaceos fue el menos sensible. A diferencia de la CP, la TCP no
inhibe la actividad de la acetilcolinesterasa (Qiao et al., 2001). La toxicidad
de CPyTCP enA. fischeri fue del mismo orden que la levadura mas sensible
MY11 R. minuta.

Tabla 10. /dentificacién de levaduras marinas usadas en este estudio

Levadura Identificacién

MY1 Criptococcus laurentis
MY2 Candida lusei/inconspicua
MY3 Candida famata

MY4 Rhodotorulla glutinis
MY5 Candida lipolytica

MY6 Candida lrusei/incospicua
MY7 Candida sp.

MY Rhadotorulla sp.

MY9 Candida spherica

MY10 Candida famata

MY11 Rhodotorulla minuta

La sensibilidad de la levadura tipo CECT 1891 S. cerevisiae a la CP no
fue significativamente diferente de la media de los valores de CP ICso de las
seis levaduras mas sensibles (MY1, MY2, MY3, MY6, MY11y CECT 1891). En
cambio, este tipo de levadura fue 2,3 veces mas tolerante que el promedio
de TCP. Los valores medios de ICso de levadura para CP (13,2 mg/L)y TCP
(1,5 mg/L) fueron 4y 10 veces mas altos que los de CP y TCP ICso de la
levadura mas sensible MY11, respectivamente (Fig. 19).

141




Gustavo Eugenio Echeverri Jaramillo

Figura 19. Comparacidn del modelo de sistema de levadura con otros organismos
ensayados, expuestos a CP y TCP. Los diagramas de caja representan los valores de
IC50 de levaduras MY1, MY2, MY3, MY6, MY11 y CECT 1891

Aunque, S. cerevisiae es un modelo experimental propuesto por
varios autores para evaluar los efectos de los contaminantes ambientales
en los hongos no objetivo, debido a una amplia distribucién, dada por
células de crecimiento rapido, facilidad de cultivo, genoma no patégenoy
completamente secuenciado (Kitagawa et al., 2003; Papaefthimiou et al.,
2004; Fay y Grant, 2009a) hay otra especie de levadura que podria usarse
en estudios ambientales (Baronian 2004; Fai y Grant 2009a; Vadkertiova
y Slavikova, 2011). En este estudio, MY11 mostr6 una alta sensibilidad a
los compuestos estudiados comparable a la sensibilidad de A. fischeri y
P. subcapitata (Fig, 19). Sin embargo, fueron necesarios mas ensayos para
establecer MY11 como levadura representativa en una bateria de pruebas
de toxicidad para evaluar los contaminantes ambientales.

El bioensayo de levadura ha sido sensible, dando concentraciones
inhibitorias comparables a los valores de Clso mas bajos de varios fungicidas
reportados en la literatura para S. cerevisiae y otros hongos (Zerva et al.,
1996; Freeman y Nizzani 1997; Lépez et al., 2003). Encontramos que la
toxicidad de CPy TCP, como media de ICso de las especies de levadura, era
ciento treinta (CP)y quince (TCP) veces mayor que el valor de ICso mas bajo
encontrado por los autores antes mencionados.
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Actividad estrogénica de compuestos

La actividad estrogénica de los compuestos seleccionados fue determinada
por RYA. Se obtuvieron curvas de dosis-respuesta para cada compuesto y
se presentan en la Fig. 20 como graficos de la actividad relativa de S-galac-
tosidasa, en unidades arbitrarias, frente a la concentracion del compuesto.
Los resultados mostraron que ambos compuestos fueron capaces de unirse
al receptor de estrogeno con afinidades similares.

La Tabla 11 muestra los valores de concentracion efectiva al 50%
(CEso) para cada compuesto, calculados usando métodos de regresion
lineal estandar, asi como la concentracidén mas baja a la que se detectd
actividad estrogénica (CL). Ambos compuestos muestran una actividad
estrogénica similar, como se verifica a partir de los valores de CEso. Para
comparar con el estandar de 17B-estradiol, se calcularon los equivalentes
(EEQ) como se describe en el punto 2.4 de la seccién Material y Métodos.
Estos valores representan la concentracion de 17B-estradiol que provoca la
misma respuesta que los compuestos a la concentracion inicial del ensayo.
En términos de potencia relativa, los compuestos estudiados representan
entre 2.500 y 3.000 veces menos estrogenicidad que el 17B-estradiol.

Por otro lado, CP y TCP causaron actividad estrogénica en concen-
traciones tan bajas como 0.04 mg/L y 0.07 mg/L, respectivamente, cuyas
actividades estrogénicas corresponden a 14.5 ng/L y 25.5 ng/L de EEQ,
respectivamente, valores por debajo de CEso de 173-estradiol (72,73 ng/L).
Sin embargo, considerando que CP y TCP se detectan en los cuerpos
de agua en niveles que van desde 0.5 pg/L a 700 pg/L (Mazanti et al.,
2003, Bonifacio et al., 2017), la actividad de disrupcién endocrina debe
considerarse para un riesgo completo, por ello la evaluacién en muestras
ambientales sospechosas debe contener CPy TCP. Se ha demostrado que
RYA es una excelente herramienta para el cribado de muestras naturales
por su contenido de sustancias con actividad estrogénica (Garcia-Reyero
et al., 2001, 2005; Brix et al., 2010).
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Tabla 11. Actividad estrogénica de compuestos CP y TCP por RYA

Compound ECs (mgL)* Cp (mg/L)® EEQ (mg/L)*
CP 0.20 0.04 29x 107
TCP 023 0.07 25x10°

“ECuu, concentracion de ligando que da el 50% de 1a respuesta maxima
*Ci, concentracién mas baja con actividad estrogénica

“EEQ (equivalentes de estradicl), concentracién de 17 f-estradiol que provoca 1a misma respuesta que el compuesto a la concentracién inicial ECs,

La actividad de disrupcion endocrina de CP se ha evidenciado en los
ultimos afos a través de estudios que van desde ensayos in vivo e in vitro
hasta estudios epidemioldgicos. Varias investigaciones describen la PC
como un potente compuesto antiandrogénico (Usmani et al., 2003; Joshi
et al., 2007, Viswanath et al., 2010), que afecta la capacidad reproductiva
en los hombres. Estudios epidemioldgicos recientes han demostrado
asociaciones significativas entre la exposicién materna y paterna a CP
y dafios testiculares (Uchendu et al., 2013). La actividad estrogénica de
CP también ha sido verificada mediante varios estudios: Ventura et al.,
(2012) demostraron que CP en concentraciones ambientales promueve
la proliferacion de células de cancer de mama, a través del receptor de
estrogeno (ER-a). Otros autores también encontraron que era estrogénico
utilizando células ovaricas de hamster chino (Kojima et al., 2004).

También se han demostrado efectos sobre la tiroides, que provocan
efectos nocivos sobre el desarrollo cerebral del feto (Ghisari y Bonefeld,
2005). Haviland y Col. (2010) detectaron un aumento de los niveles de hor-
mona tiroidea en ratones hembra expuestos a PC, cuyo comportamiento de
aprendizaje se alterd en consecuencia. Ademas, la presencia de residuos de
CP en los alimentos ha suscitado un interés generalizado, considerando que
dosis bajas podrian alterar la funcion del sistema hormonal en humanosy
vida silvestre, provocando efectos adversos (Yu et al., 2015).
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Figura 20. Curvas experimentales de concentracién-respuesta
aguda para CPy TCP en el ensayo de levadura recombinante (RYA)

Se destacan los estudios realizados en animales, sin embargo, estos
ensayos in vivo requieren mucho tiempoy son laboriosos. Teniendo en cuenta
que la alteracién endocrina es una forma de toxicidad que a menudo es dificil
de probar, es necesario proponer una serie de ensayos in vitro para su uso
como un primer cribado del disruptor endocrino (Bishop y Willet, 2014).

La mayoria de estos ensayos se clasifican en tres categorias (Kinnberg, 2003):

1. Ensayos de unién al ligando competitivo del receptor de estrégeno
(RE) que miden la afinidad de unién de una sustancia quimica por
el RE;

2. Ensayos de proliferacion celular que miden el aumento en el nu-
mero de células sensibles al estrégeno (E-screen);

3. Ensayos de genes indicadores que miden la actividad transcripcio-
nal y traduccional dependiente de la union a ER.

Las caracteristicas, el rendimiento y el uso de estos ensayos en la
deteccién de actividades estrogénicas de los disruptores endocrinos se
han revisado y discutido en otra parte (Zacharewski 1998; Andersen et al.,
1999; Fang et al., 2000; Kinnberg 2003).
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De los tres tipos de ensayos in vitro, en el de tipo 3 se presentan
ensayos de genes, en los cuales, sus indicadores reflejan mas ventajas
en comparacion con los demas: los ensayos competitivos de RE (1) son
significativamente menos sensibles y los ensayos de proliferacién celular
(2) consumen mas tiempo. Sin embargo, los ensayos de genes indicadores
se consideran mas especificos y fiables para un cribado de primer nivel
de la actividad estrogénica. Ademas, se puede llevar a cabo con células
de mamifero o de levadura, aunque las primeras tienen el principal
inconveniente de que sus células son mas dificiles y caras de cultivar, a la
vez que son mas susceptibles a efectos citotoxicos. El ensayo de levadura
recombinante (RYA), clasificado como ensayos de tipo 3, puede conside-
rarse como una herramienta robusta, rapida y sensible para evaluar la
actividad de alteracion endocrina putativa en el medio ambiente, asi como
para la deteccion de nuevos compuestos quimicos a un costo moderado
(Noguerol et al.2006, Brix et al.2010).

El CP se incluyd en listas de sustancias quimicas para la deteccién de
la actividad de los disruptores endocrinos (EPA 2007; EC, 2002). Aunque
algunos autores han demostrado la actividad disruptora endocrina de CP
como se mencioné anteriormente, organizaciones internacionales como
EPA (EPA, 2015) y EFSA (EFSA, 2019) han declarado que todavia se necesitan
mas pruebas para demostrar que CP es un disruptor endocrino. Aunque
los resultados obtenidos aqui indican una estrogenicidad débil de los
compuestos probados en comparacién con el estradiol, deben considerarse
en estudios de evaluacién de riesgos adicionales, ya que son ubicuos y
pueden acumularse en organismos en concentraciones altas, lo suficiente
para inducir efectos similares al estradiol.

Conclusiones

En resumen, este estudio se realiz6 con tres sistemas modelo in vitro. Se ha
investigado la idoneidad de los ensayos basados en células de mamiferos.
La variabilidad de las respuestas celulares observadas en este trabajo res-
palda la necesidad de utilizar lineas celulares representativas de diferentes
tejidos diana para sustancias quimicas y contaminantes ambientales, como
HEK293 y N2a. Las levaduras estan ampliamente distribuidas y juegan un
papel importante en los ecosistemas, ademas, son faciles de mantener y
cultivar en laboratorio.
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Koch 'y Col. (1993) ha propuesto las levaduras como modelos alterna-
tivos de toxicidad y, mas recientemente, varios autores lo apoyan (Ribeiro
et al., 2000; Cabral et al., 2003; Braconi et al., 2011, 2016). Los resultados
actuales también sugieren que la levadura es un modelo confiable para
una deteccién preliminar de la toxicidad de los contaminantes ambientales,
aunque se necesitan mas investigaciones y pruebas para establecer su
exactitud y precisién. El ensayo de levadura recombinante (RYA) mostré
una ligera actividad estrogénica de CP y TCP por lo que puede considerarse
como una alternativa a los ensayos in vivo. RYA se ha utilizado para
demostrar la actividad estrogénica de compuestos individuales y muestras
ambientales (Garcia-Reyero et al., 2004; Puy-Azurmendi et al., 2014), y tiene
como objetivo la deteccién rapida de ligandos potenciales para receptores
hormonalesy la identificacién de sefiales de alteracién endocrina a concen-
traciones mas bajas y tiempos de exposicion mas cortos (Pifia et al., 2009).

Por otro lado, los resultados también confirman la necesidad de
estudiar la toxicidad no solo de los compuestos parentales, sino también
de sus metabolitos como se puede ver con el producto metabdlico TCP,
que resulté mas toxico que el CP. Ademas, los niveles que producen efectos
toxicos de CP en todos los sistemas modelo ensayados aqui fueron mas
altos que las concentraciones ambientales informadas por algunos autores
en cuerpos de agua (Mazanti et al., 2003; Bonifacio et al., 2017).
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Conclusiones

La ecotoxicologia busca conocer los efectos de los contaminantes qui-
micos frente a los organismos en diferentes niveles troficos que se
encuentran en los ecosistemas terrestres y acuaticos.

Los estudios de toxicidad, basados en contaminantes individuales, no
son suficientes para predecir la toxicidad real en el medio ambiente, ya
que los productos quimicos no estan solos en los ecosistemas, sino que
se presentan como mezclas, en donde pueden interactuar entre siy
provocar un aumento de los efectos toxicos en diferentes especies, ha-
ciendo necesario los estudios sobre baterias de organismos diferentes.

Al comparar la toxicidad tanto simple como binaria de CPy TCP para V.
fischeri, P. subcapitatay D. magna, se pudo determinar que la respues-
ta toxica depende de la sensibilidad de las especies utilizadas, siendo
el crustaceo, D. magna el organismo mas sensible para CP puro, CP
comercial, TCP y mezcla CP: TCP (1: 1).

ElI TCP fue mas téxico que el compuesto original para las bacteriasy las
algas, con excepcién del crustaceo.

El compuesto mas téxico, para todos los modelos biolégicos estudia-
dos, fue el CP comercial.

La toxicidad debida al efecto sinérgico de la CP y su metabolito TCP po-
dria resultar en efectos negativos para los productores primarios y con-
sumidores en concentraciones ambientales mas bajas de lo esperado.

Se aislaron diez levaduras de sedimentos marinos con predominio del
género Candida (60%), Cryptococcus (30%) y Rhodotorulla (10%).

Todas las levaduras estudiadas presentaron asimilacién de carbohi-
dratos de glucosa 100% y glicerol, n-acetilglucosamina en 90%, con
baja antibiosis entre levaduras con el fin de usarlas en futuro como
consorcios microbianos. Todas presentaron prueba positiva de este-
rasa/lipasa, enzimas de importancia en la degradabilidad de CP.
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e Sedemuestra el crecimiento de levaduras en condiciones extremas de
temperatura a 4°C, 25°C, 37°Cy 45°C, y concentraciones de sal al 2%,
4%, 10% y 25%, encontrandose levaduras extremofilas.

e Se determina la concentracién minima inhibitoria de CP y TCP en cua-
tro levaduras sobre agar, determinando mayor toxicidad de TCP.

e Serealizaron pruebas de toxicidad de CP y TCP sobre dos sistemas mo-
delo eucarioticos basados en células de mamifero in vitro, como HEK293
y N2a, mostrando que el TCP es mas téxico que el CP para las dos li-
neas celulares ensayadas, siendo las células N2a mas sensibles a ambos
compuestos, por ser una linea celular de neuroblastoma de ratén.

e El ensayo de levadura recombinante (RYA) mostré una ligera actividad
estrogénica de CP y TCP, por lo que puede considerarse como una
alternativa a los ensayos in vivo. Los CP y TCP muestran una actividad
estrogénica similar siendo entre 2.500 y 3.000 veces menos estrogéni-
ca que el 17B-estradiol.

e Con el fin de encontrar nuevos modelos de medicion de la toxicidad,
las levaduras aisladas de sedimentos marinos que contienen residuos
de CP se han probado contra CP y TCP mediante un ensayo de viabi-
lidad celular. De las 12 cepas de levadura probadas, 6 de ellas mos-
traron cierta sensibilidad y una respuesta dependiente de la concen-
tracion a los compuestos probados, por lo que podrian considerarse
como modelos futuros para las pruebas de toxicidad, siendo modelo
confiable para una deteccion preliminar de la toxicidad de los conta-
minantes ambientales, ampliamente distribuidas en los ecosistemas,
de facil mantenimiento y facilidad de cultivo.

e Por otro lado, los resultados también confirman la necesidad de estu-
diar la toxicidad no solo de los compuestos parentales, sino también
de sus metabolitos como se puede ver con el producto metabdlico
TCP, que resulté mas toéxico que el CP. Ademas, los niveles que produ-
cen efectos téxicos de la CP en todos los sistemas modelo ensayados
aqui fueron mas altos que las concentraciones ambientales informa-
das por algunos autores en cuerpos de agua.

150




Importancia de la Ecotoxicologia Microbiana Acuatica.
Un Caso con el Insecticida Clorpirifos

Trabajo futuro

Al ver la necesidad de seguir estudios con levaduras marinas y asi, forta-
lecer el area de la ecotoxicologia microbianay la linea de investigacién de
procesos bioldgicos y Biotecnologia del Grupo de Investigacién Microbio-
logia y Ambiente del Programa de Bacteriologia de la Universidad de San
Buenaventura Cartagena, se proponen los siguientes estudios:

e Segun los resultados de las diferentes respuestas de sensibilidad mos-
tradas por las levaduras marinas estudiadas, se requiere seguir profun-
dizando en la busqueda de biomarcadores de exposicién y efecto, asi
como el desarrollo de Biosensores con células completas de levadura.

e (Con relacion a las diferentes respuestas de resistencia que presenta-
ron estas levaduras marinas, se iniciaran los estudios de biodegrada-
cién de CPy TCP individual y en mezcla, probando levaduras solas y en
consorcio a nivel de laboratorio y en microcosmos.
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