[retel]

ravista de toxicologia en linea

Trabajo Original Ecotoxicologia

Sulfato de Cobre como sustancia de referencia en ensayo de

toxicidad en larvas de rana cubana Osteopilus septentrinalis.

Maria Elisa Alea Reyes?®, Onelio Carballo Hondal2, José Trujillo Hernandez3,
Maria Antonia Torres Aleman.

1 Instituto de Farmacia y Alimentos. Universidad de la Habana. Calle 222 y 27 La
Coronela. La Lisa. Ciudad de La Habana Cuba. Teléfono 250-11-70. e-mail:
mariaelisaalea@yahoo.com; mariatorres@infomed.sld.cu

2 Centro de Investigaciones Pesqueras. 5ta ave y 248, Barlovento, Ciudad de La
Habana, Cuba. Teléfono 537-2097875.

3 Centro Nacional de Toxicologia. Avenida 31 y 114. Marianao. Ciudad de La Habana.

Cuba. e-mail: ecotox@infomed.sld.cu

Correspondencia a Onelio Carballo Hondal: onelio@cip.telemar.cu

http://www.sertox.com.ar/retel/default.htm Sertox © Copyright 2003




[retel]

ravista de toxicologia en linea

Resumen

En la actualidad los ensayos de toxicidad aguda en laboratorios ecotoxicoldgicos
requieren del uso de sustancias de referencia, con el fin de garantizar la calidad analitica de los
mismos; entre éstas se encuentra el Sulfato de Cobre, del cual se tiene una amplia base de
datos referente a su toxicidad en diversas especies de anuros en las que no esta incluida la
especie cubana O.septentrionalis.

El objetivo de este trabajo fue determinar el comportamiento del Sulfato de Cobre en
larvas de rana de la especie Osteopilus septentrionalis, como un ensayo de referencia en la
evaluacién ecotoxicoldgica y asi establecer datos preliminares para este tipo de ensayo y
especies.

Para el estudio se desarrollé un sistema de ensayo estatico de 96 horas de duracidn,
siendo expuestas las larvas a las concentraciones de 0,4; 0,7; 1,0; 1,3; 1,7; 1,9y 2,1 mg de
Cu?*/L en agua de solucion.

Las variables analizadas fueron las siguientes: observaciéon de mortalidad y
determinacion de la CL s a las 96 horas de exposicion.

Durante el tiempo de ensayo se pudo observar la presencia de mortalidad en los grupos
tratados con sulfato de Cobre a las concentraciones de 0,7 mg Cu®*/L siendo mas severas a
concentraciones superiores, donde a la concentracién de 2,1 mgCu?*/L se produjo un 100% de
mortalidad en 19 de los 20 grupos tratados.

Los valores de CLso obtenidos a las 96 horas de exposicidon fueron de 0,910+0,126 mg
de Cu?*/L, para larvas de rana Osteopilus septentrionalis en estadio 25 (E-25), con un
coeficiente de variacion (CV) de 13,8%, cumpliendo asi el Sulfato Cuprico con los criterios
establecidos para ser utilizado como sustancia de referencia en ensayos ecotoxicoldgicos en

larvas de rana de la especie Osteopilus septentrinalis.

Palabras clave: Osteopilus septentrionalis, Sulfato de Cobre, Sustancia de Referencia,

Toxicidad Aguda.
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Abstract

Copper sulfate as reference substance in toxicity test in larvae Cuban frog
Osteopilus septentrinalis.

At presente, the acute toxicity tests in ecotoxicological laboratorios requiere the use of
reference substances, in order to insure the analytical quality of them, among these is the
copper sulphate, which has an extensive database concerning its toxicity to several species of
frogs, where the cuban Osteopilus septentrionalis sp. was not included.

The aim of this study was to determine the behaviour of sulphate of copper in larvae of the
frog, O. septentrionalis, as a test of reference for the ecotoxicological evaluation, and
therefore, to establish preliminary data for this type of test and species.

For this study, a system of static test of 96 hours was developed, where larvae were exposed
at concentrations of 0.4; 0.7; 1.0; 1.3; 1.7; 1.9 and 2.1 mg of Cu2*/L in solution water.

The analyzed variables were as follows: observation of mortality and determination of LCsq at
96 hours of exposure.

During the time of assay was observed the presence of mortality in the treated groups with
copper sulphate at concentration of 0.7 mg of Cu’*/L, being more severe at higher
concentrations, where at concentration of 2.1 mg of Cu®*/L was

produced a 100% of mortality in 19 of the 20 treated groups.

LC50 values obtained at 96 hours of exposure were 0.910+0.126 mgCu?*/L, for larvae of O.
septentrionalis in stage 25, with a coefficient of variation (CV) of 13.8%, so that, copper
sulphate fulfil with established criteria to be used as a reference substance in ecotoxicological

assays in larvae of frog, Osteopilus septentrionalis.

Key words: Osteopilus septentrionalis, Copper sulphate, Reference substance, Acute toxicity.
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Introduccidon

En la actualidad, en los bioensayos ecotoxicolégicos se ha hecho énfasis en la
utilizaciéon de sustancias de referencia, para validar las condiciones de salud y sensibilidad de
los organismos de ensayo, sean ellos procedentes del campo o criados en el laboratorio.
Ademas, dichas sustancias son utilizadas para definir las condiciones esenciales de ensayos
para cada especie, y en este caso, ampliar el conocimiento en cuanto al comportamiento de las
larvas de rana de la especie Osteopilus septentrionalis (rana platanera) ante sustancias de
referencia, lo que permite la validacién de los estudios ecotoxicoldégicos donde se utilice esta
especie y de la cual no se han reportado resultados de su exposicidn a estas sustancias. La
base de datos sobre la toxicidad del cobre es muy amplia, refiriéndose en su totalidad a
especies de anuros en las que no esta incluida la O. septentrionalis, especie cubana empleada
como uno de los organismos acuaticos para evaluar toxicidad en este ecosistema.

El Sulfato cuprico es el compuesto de cobre de mayor importancia industrial
empleandose como abono y pesticida en la agricultura, alguicida en la depuracion del agua vy
como conservante de la madera. Se presenta en forma de cristales, granulos o polvos de color
azul, inodoro pero con sabor metalico, su densidad relativa es de 2,286 a 15,6 °C, peso
molecular de 15,6 , presenta alta solubilidad en agua y resulta practicamente insoluble en
solventes organicos.*

Existen diversas sustancias de referencia como la Cloro acetamida, Cloruro de potasio,
Cloruro de cadmio, Sulfato de zinc, Nitrato de plata, Sulfato de cobre entre otras. En este
trabajo se escogid el Sufato clprico por cumplir con la mayoria de los criterios establecidos
para su seleccién como son: ser un contaminante ambiental, tener informacidn previa sobre su
toxicidad, solubilidad, estabilidad y métodos analiticos, facil de analizar quimicamente,
disponibilidad en el mercado con pureza consistente, solubilidad y estabilidad en agua y
disponer de datos ecotoxicoldgicos basicos. 2

El objetivo de este estudio fue determinar el comportamiento del Sulfato de cobre como
sustancia de referencia en ensayos ecotoxicoldgicos, sobre larvas de rana de la especie

Osteopilus septentrionalis en E-25.
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Materiales y Métodos

En este estudio se empled como sustancia de ensayo el Sulfato de Cobre(sustancia de
referencia) y larvas de rana de la especie Osteopilus septentrionalis como organismo de
ensayo, dicha especie fue escogida por cumplir con los siguientes criterios de seleccion:
abundante representatividad ecoldgica, ser miembro de la cadena tréfica relacionada directa o
indirectamente con el hombre, disponibilidad y adecuabilidad para pruebas de laboratorio y
existencia de gran variedad de datos sobre su biologia y ecologia. 34°

Los huevos de O.septentrionalis se colectaron de su ambiente natural en estanques
plasticos, entre vegetacion espesa, simulando las condiciones de habitat de la especie. Fueron
adaptados a las condiciones de laboratorio y luego de eclosionados, las larvas fueron
seleccionadas para los experimentos.®

Las larvas utilizadas para las pruebas fueron sanas, sin malformaciones en su cuerpo,
encontrdndose en el estadio 25 segun clasificacidn de Gosner 1960,° con peso corporal entre
0,008-0,020 g, considerandose el criterio de que al existir diferencias entre las tallas, las
mayores no deberan ser el doble de las mas pequefias.

Las condiciones ambientales para el periodo de adaptacién y del ensayo coinciden
manteniendo los siguientes parametros: Iluminacion: fotoperiodo de 12 horas X 12 horas,

Temperatura: 23-25°C, pH de la soluciéon: 6,5-8,5, dureza del agua: 10-300 mg CaCOs/L.

Disefio experimental

El ensayo se desarrolld en un sistema estatico para la determinacién de la toxicidad
provocada por el Sulfato de Cobre sobre larvas de rana Osteopilus septentrionalis en ( E-25).

La prueba se llevé a efecto siguiendo las guias ASTM Y ANFITOX’, cumpliendo con las
regulaciones de las buenas practicas de laboratorio para este ensayo.’

La duracién del estudio fue de 96 horas y la ruta de exposicién de las sustancias de
ensayo fue directamente en el agua de dilucion, mezclandose y dejando reposar una hora,
para lograr uniformidad y homogeneidad en la solucién.

Transcurrido el tiempo fijado, las larvas son introducidas en los recipientes de ensayo,

cuidando de que no se dafien y sufran el menor estrés posible.
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Se utilizaron 20 grupos de ensayo, donde las larvas fueron distribuidas aleatoriamente,

20 por grupos a razén de 10 larvas en cada réplica, en frascos de 400ml de solucién. Las
concentraciones de ensayo fueron de 0,4; 0,7; 1,0; 1,3; 1,9 y 2,1 mgCu?*/L para el control
negativo y los grupos tratados con Sulfato de Cobre.

Las observaciones se realizaron durante las 96 horas que durd el ensayo, donde los
criterios para definir ocurrencia de mortalidad fueron: pérdida de movimiento y falta de
reacciéon al contacto suave; para mayor seguridad pueden observarse las larvas en el
estereoscopio.

Para la determinacion de la Clsy se utilizd el programa Probit de la EPA vy el Dunett

para la significacién estadistica. &°

Resultados y Discusion

Durante el ensayo, los resultados obtenidos en las 20 pruebas de toxicidad aguda a las
96 horas utilizando Sulfato de Cobre como sustancia de referencia, se reflejan en la tabla 1
donde la aparicion de las primeras larvas muertas se observaron a la concentracion de 0,7 mg
de Cu Cu?*/L, observdndose un aumento en el porciento de mortalidad a medida que las
concentraciones de exposicién fueron superiores, resultando ser mas severas a
concentraciones de 2,1 mg de Cu?*/L, con un 100% de mortalidad en la mayoria de los grupos
tratados. (Ver Tabla 1)

En la tabla 1 se describen ademas los valores medios de ClLsy, para cada prueba de
toxicidad correspondiendo a una prueba por mes, durante 20 meses. El valor minimo obtenido
de CLso fue 0,804 mg/L y el valor maximo fue 1,125 mg/L, la media de la CLsq de los 20
ensayos fue 0,91 mg/L, el cual se encuentra dentro de los rangos reportados por la literatura
2101112 on otras especies, valores como ClLs, de 0,105 mg/L para embriones de Bufo
arenarum °, el valor de CLs; encontrado en nuestros ensayos se clasifica muy toxica, el cual

es uno de los criterios de seleccidon de una sustancia de referencia, cumpliendo los demas

criterios de seleccion.
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El coeficiente de variaciéon obtenido fue de 13,8 %, considerandose como muy bueno y

preciso teniendo en cuenta lo reportado por la literatura que plantea de forma general que un
método ecotoxicoldgico es considerado bueno cuando el CV < 30%. 2

Al comparar los resultados obtenidos en nuestros ensayos para el sulfato de cobre de
CV 13,8 %, con resultados reportados en estudios de precisién analitica de ensayos
ecotoxicoldgicos realizados en Brasil en diferentes especies acuaticas como Danio rerio,
Daphnia similis, Hyalella azteca con valores de CV de 17,8 %, 21,7 % y 24,2 %
respectivamente, observamos un valor inferior a los reportados.?

Esta diferencia puede deberse a un sin nimero de factores como son, los diferentes
habitat, las condiciones de ensayo, soluciones utilizadas, propiedades del agua como dureza,
conductividad, caracteristicas propias de cada especie que propicien las diferentes respuestas
ante la exposicién de un determinado producto quimico y/o bioldgico, la alimentacion de los
animales, aclimatacion y factores ambientales, entre otros.

Los datos de CLsp resultado de 20 ensayos (tabla 1), se realizaron con una frecuencia
entre ellos no menor de treinta dias, correspondiendo con los criterios aceptados vy
recomendados de intervalos de tiempo apropiado, que deben ser establecidos en una base de
datos para organismos cultivados en el laboratorio. Para la determinacidon de estos valores se
empled, el ensayo de evaluacién de toxicidad aguda de 96 horas, observandose variabilidad en
los valores con respecto a la media, y con una tendencia aceptable sin desviaciones dentro de
los limites establecidos de £ 2DS. De esto se derivd una carta control para la sustancia de
referencia utilizada en nuestro caso, el Sulfato de Cobre (Figura 1).

Estos resultados ofrecen criterios primarios de precisién, exactitud y de referencia en
ensayos ecotoxicoldgicos en larvas de rana en nuestro pais, teniendo como criterio que la
reproducibilidad ofrece un mejor estimado de errores aleatorios, pues al prolongarse el periodo
de estudio, se ofrece una oportunidad mayor de que ocurran estos errores, que son fuente de
variacién analitica e inciden en los resultados de sensibilidad de los organismos en los ensayos

ecotoxicoldgicos.
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Conclusiones

El sulfato de cobre, cumplid con los criterios establecido para ser utilizado como sustancia de
referencia en el control de calidad de ensayos ecotoxicoldgicos en larvas de ranas O.

septentrionalis con un Coeficiente de Variacion de 13,8%

Tabla 1. Porciento de mortalidad en larvas de rana Oseptentrionalis a las 96 horas de
expuestas al Cu®*

Grupos Concentraciones (mg/L
Control 0,4 0,7 1,0 1,03 1,9 2,1 Clsg

1 0 0 40 65 85 95 100 0,847
2 0 0 45 65 85 95 100 0,804
3 0 0 10 25 65 85 95 1,180
4 0 0 10 45 85 90 100 1,035
5 0 0 40 75 85 100 100 0,812
6 0 0 0 50 60 95 100 0,791
7 0 0 45 70 85 100 100 0,811
8 0 0 45 75 80 95 100 1,125
9 0 0 40 70 90 95 100 0,807
10 0 0 15 35 60 100 100 0,814
11 0 0 45 70 90 95 100 0,821
12 0 0 40 65 85 95 100 1,086
13 0 0 40 60 85 95 100 0,829
14 0 0 35 70 90 95 100 1,054
15 0 0 15 35 80 100 100 0,084
16 0 0 45 70 90 95 100 0,834
17 0 0 45 70 90 95 100 1,026
18 0 0 25 50 55 100 100 1,013
19 0 0 10 25 65 85 95 0,847
20 0 0 45 75 90 95 100 0,860

Figura 1. Concentracién Letal Media (CLsg) del Cu 2" a las 96 horas.
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