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Este  trabajo se desarro116  en  dos etapas.  La  primera  parte  consistid  en la 

puesta  a  punto  y  estandarizaci6n de los 4 bioensayos  que  nos  permitirían  valorar 

la toxicidad  de  extractos  de  organismos  marinos.  La  segunda  parte  consisti6  en  la 

aplicaci6n de estos bioensayos  para  valorar la toxicidad de extractos  orgdnicos  de 

invertebrados  (fundamentalmente  esponjas  y  antozoos  gorgondceos). 

Los  dos  primeros  bioense ,:os utilizan  como  organismo  prueba al erizo  marino 

Echinometra  vanbnmti, espc  zie  abundante en el Pacifico  Mexicano. El primero 

para  evaluar la viabilidad d I ovocitos  para  ser  fertilizados  despues  de  haberse 

expuesto  a  las  diferentes S' itancias  durante un tiempo fijo (1 hora).  La  toxicidad 

se  evalu6  como el porcenti. c3 de  huevos  fertilizados  con  respecto  a  un  control. El 

segundo  bioensayo  evak'. ia capacidad  de  divisi6n  que  presentan los huevos 

fertilizados "in vitro" y S: &idos  posteriormente  a  las  sustancias  toxicas. La 

toxicidad se contabiliza : dando el porcentaje  de  huevos  que se dividen  con 

respecto  a un control en tiempo  determinado.  Para  la  estandarizaci6n  de estos 

bioensayos se recolecrc+ 1 erizos  mensualmente, los cuales  eran  inducidos al 

desove  para  determina: I período  de  maduraci6n  natural  de  la  especie  en la 

zona.  Simultdneamente lrante la 6poca  de  reproducci6n, se realizaron  múltiples 

experimentos  para det.  mar la  proporci6n  espermatozoidedhuevo,  densidad  de 

huevodml, temperate Dptima,  etc.,  que  nos  aseguraran  un  porcentaje  de 

fertilizaci6n  cercano o encima  del 90 %. 
L 

En el tercer  ens8 x cultivaron  poblaciones  homog6neas  (nauplio 1) de 
Artemia sp.  en  pre: ,a de  las  sustancias,  para  evaluar la toxicidad como 
mortalidad  con resp a  un  control.  En el cuarto  bioensayo se evalu6 la 
capacidad  de  eclosic . embriones  de Artemia sp. descapsulados  químicamente, 

y  cultivados  posterio. nte  en el medio  con la sustancia  a  probar. 

Una  vez  estan& dos los bioensayos, se trabaj6  en  la  evaluacidn  de la 

toxicidad  de extrac. de  diferentes  esponjas  y  gorgondceos. Se evaluaron 10 

especies, 5 esponjc Hyatella  intestinalis,  Mycale  parishii,  Dysidea sp., Aplysina 
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sp., Chondrosia  chucalla, y 5 antozoos  gorgondceos: Lophogorgia  rigida, 

Lophogorgia  peruana,  Lophogorgia sp, Pacifigorgia  adamsii,  Muricea spl. De cada 

especie se obtuvieron  dos  extractos;  uno  apolar  (acetato  de  etilo) y otro  mds  polar 

(isopropanol)  y  se  calcularon  las ICm y LC% utilizando  el  andlisis  Probit  (Finney, 

1971). 

En los bioensayos  con  erizo  de  mar la toxicidad  se  vio  influenciada  por los 

factores  extracto  (especie)  y  concentraci6n;  en  el  ensayo  de  inhibici6n  de la 

divisi6n  celular  detect6  toxicidad  en  las 10 especies  ensayadas,  generalmente  a 

partir  de 5 pg/ml.  Para el bioensayo  de  viabilidad  ovocítica  las 10 especies  fueron 

tdxicas,  dependiendo  del  extracto y concentraci6n  ensayada se detect6  toxicidad a 

partir  de  cierta  concentraci6n. 

En los bioensayos  con Attemia sp. la toxicidad  vari6  de  acuerdo  a los factores: 

especie,  tiempo  de  exposici6n,  concentraci6n y en  el  caso  del  bioensayo  de 

eclosi6n  de  quistes el factor  extracto  (especie);  en el ensayo  de  capacidad  de 

eclosi6n  se  detect6  toxicidad  en  las 10 especies  ensayadas.  Para el bioensayo  de 

nauplios 1 se  detectaron 6 especies  t6xicas. 

Ninguna  de  las 10 especies  ensayadas  fue  t6xica  en los 4 bioensayos  y los 

resultados  indicaron  que  es  importante  realizar mds  de  un  fraccionamiento  para 

obtener  compuestos  con  diferente  polaridad  y  poder  evaluar  su  toxicidad,  ya  que 

la toxicidad  estuvo  asociada,  en  algunos  casos, al extracto  polar y en  otras al 

menos  polar. 

Es importante  destacar,  que  debido  a los antecedentes  bibliogrdficos  y  a los 

resultados  obtenidos  de los cuatro  bioensayos  evaluados  en  este  estudio, el 

bioensayo  de  inhibici6n  de la divisi6n  celular  durante el desarrollo  embrionario  en 

Echinometra  vanbrunti podría  ser  utilizado  como  prueba  preliminar  para  detectar  y 

evaluar la toxicidad  en  extractos  procedentes  de  organismos  marinos  que 

pudieran  tener  potencial  farmacol6gico o de  acci6n  citot6xica,  pero  tambi6n  podría 

ser  usado  como  ensayo  en  ecotoxicología  ambiental. 

I 
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I. INTRODUCCI~N 

Desde  hace  tiempo  se  sabe  que  los  invertebrados  marinos  como  las  esponjas, 

los  cnidarios,  etc.,  presentan  un  mayor  número  de  productos  naturales 

biol6gicamente  activos  en  comparaci6n  con  organismos  procedentes  del  medio 

terrestre  (Ireland et al., 1993),  algunos  de los cuales  presentan  propiedades 

farmacol6gicas  con  clara  aplicaci6n  en  medicina  (antitumorales,  antibacterianas, 

etc.)  (Rinehart et al., 1981 ; Garcia-GrAvalos et al., 1994;  Higa et al., 1995). El 

frecuente  descubrimiento  de  compuestos  bioactivos  en  estos  animales,  se  ha 

interpretado  como  un  sistema  de  defensa  química,  que  algunas  especies  han 

desarrollado  a lo largo  de su evoluci6n  frente  a  factores  externos  causantes de 

estrbs,  como la predacibn, el exceso  de  recubrimiento  por  organismos  adherentes 

o la fuerte  competencia  por el espacio  (Proksch,  1994).  En el caso concreto  de la 

actividad  antimicrobiana  en  esponjas,  se  postuló  que  podría  tener  relacidn  con la 

capacidad  de  incrementar  la  retención  de  bacterias  por los coanocitos, 

aumentando  por  consiguiente la eficiencia  del  proceso  alimenticio  (Bergquist y 

Bedford,  1978). 

En  estos  dos  grupos  de  invertebrados,  y  mds  concretamente  en  las  esponjas, 

se  han  descrito  mas  de 1500 productos  naturales  diferentes:  terpenos,  esteroles, 

derivados  de  aminoAcidos,  alcaloides  policíclicos,  etc.  (Caprioli et al., 1992; 

Faulkner,  1993)  y  se  han  encontrado  compuestos  antibi6ticos  espermicidas y 

sustancias  activas  contra  cancer  de  pulmón,  colon,  linfomas,  melanomas,  SIDA  e 

incluso  malaria  (Carballo,  2001). c 

La  farmacologia  basada  en  productos  naturales  de  origen  marino  tuvo un gran 

auge en la decada  de  los 603, que  se ha  mantenido  hasta  nuestros  días 

desencadenando  mayores  esfuerzos  de  instituciones  acad6micas,  compañías 

farmacduticas  y  organizaciones  de  salud  para la búsqueda  de  nuevos 

medicamentos  de  origen  marino  (Amadame et al., 1982;  McClintock.,  1987;  Munro 

et al., 1987;  Munro et al., 1989;  Huysecom et al., 1990;  Blunt et al., 1990;  Rinehart 

et al., 1993;  Zubia et al., 1997;  Rueda et al., 1997).  En  Mhxico,  esta  linea  de 
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investigaci6n  se desarro116 fundamentalmente  en  la  d6cada  de los 70's  y  80's 

(Green  y  Bakus.,  1975;  Green,  1977;  Green et al., 1985;  Bakus et al., 1985; 

Encarnaci6n  et  al,  1989;  Green et al., 1990).  Posteriormente,  durante  las  dos 

últimas  d6cadas  esta  actividad  decay6 y muy recientemente  se  ha  vuelto  a 

detectar un importante  auge  relacionado  con  este  tipo  de  estudios  (CArdenas et 

al., 1999;  Montiel et al., 1999;  FernAndez y  Soria, 1 999;  Soria et al., 1999;  Kelly et 

al., 1999 ). 

Las  estadísticas  indican,  que s610 el 3% de los extractos  ensayados  presentan 

actividad  potencial  en  pruebas  preliminares,  y  que s610 1 de cada 10,000 muestras 

obtenidas  de  organismos  terrestres  proporciona  una  nueva  actividad 

farmacol6gica  interesante  que  llega  a  su  desarrollo  final,  cuando se  trata  de 

organismos  marinos  esta  proporci6n  pasa  a  ser  de  150  muestras  con  actividad 

potencial  novedosa  por  cada  10,000  examinadas. 

Por  tanto, la deteccidn  y  cuantificaci6n  de la toxicidad  son  cruciales  para la 

valoraci6n  de  productos  naturales. 

Sin  embargo,  en la búsqueda  de  nuevos  principios  con  actividades 

farmacoldgicas  especificas, por  ejemplo  antitumorales,  se  emplean  a  menudo 

ensayos  y  pruebas  cuyos  requerimientos  de  infraestructura  (García-GrAvalos, 

1994)  y  costos,  son  superiores  a los que  disponen la mayoría  de los grupos  de 

investigacidn  relacionados  con  esta  temhtica  (Carballo,  2001 ; Suffness  y  Douros, 

1979).  Como  respuesta  a la necesidad  de  realizar  ensayos  con los que  se  pueda 

detectar un espectro  amplio  de  actividades  a mAs bajo  costo,  y  que  pudieran 

utilizar  otros  grupos  de  investigacidn  tanto  en  el  Am6ito  nacional  como 

internacional  con  costos  y  requerimientos  de  infraestructura  bajos  se  plante6 el 
presente  trabajo,  que  ha  consistido  basicamente  en la evaluacidn  y  comparaci6n 

de cuatro  m6todos  para  valorar  la  citotoxicidad  de  extractos  de  esponjas  y 

antozoos  gorgonAceos  (corales  blandos),  como  una  forma  de  deteccidn  preliminar 

de  actividad  antineoplAsica. 

El primer  bioensayo  utilizado  (modificado  de  Woodworth et al., 1999),  evalúa la 

viabilidad  de los ovocitos  de  erizos  marinos  para  ser  fecundados  despues  de 
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haberse  expuesto  a  la  presencia  de  sustancias  t6xicas. El segundo,  utiliza  como 

indicador  de  citotoxicidad  la  capacidad  de los extractos  para  inhibir la divisicin 

celular  de  huevos  fertilizados  de  erizos  marinos  (Kobayashi,  1969).  Estos  dos 

metodos  se  han  empleado  con  anterioridad  fundamentalmente  para  la  deteccicin 

de  toxicidad  de  vertidos  urbanos  (Kobayashi,  1969;  Dinnel et al., 1987;  Woodworth 

et al., 1999)  y  para  evaluar la citotoxicidad  sobre  material  bioldgico  en  crecimiento 

continuo  (Martin  y  Uriz,  1993).  El  último,  ademas  tiene  como  ventaja,  que  sus 

resultados  se  pueden  relacionar  con  el  significado  ecol6gico  que  la  sustancia 

probada  cumple  en el medio  y  que  permite  detectar la toxicidad  en  funci6n  del 

tiempo  (Uriz et al., 1991;  Becerro et al., 1995).  De  esta  forma,  desde el punto  de 

vista  ecolbgico,  tienen  utilidad  para  explicar  fendmenos  de  competencia  por el 

espacio,  como  mecanismo  anti-adherentes, o en  aquellos  procesos  en los cuales 

la  inhibici6n  del  crecimiento  del  competidor  es  un  factor  determinante  (Becerro et 

al. , 1  997). 

Los siguientes  bioensayos  utilizan al organismo Artemia sp.  En  el  tercero,  se 

someten  poblaciones lo mas  homogeneas  que  sea  posible  de  nauplio  1 a la 

presencia  de los extractos,  evaluando  posteriormente la toxicidad  como la 

mortalidad  producida  con  respecto  a  una  poblacibn  control.  Este  metodo,  no 

permite  inferencias  sobre  el  verdadero  papel  de  la  sustancia  en  el  medio,  pero  es 

considerado  como  un  metodo  facil de detecci6n  preliminar de actividad 

antineopldsica  en  extractos  de  plantas,  ya  que  sus  resultados  parecen 

correlacionarse  con los obtenidos  en  ensayos "in vitro" sobre  líneas  humanas 

especificas  (Meyer et al., 1982),  sin  que  signifique  que  todos  los  compuestos 

t6xicos  sean  antineoplasicos. 
c 

El cuarto  esta  basado  en el de  Migliore et al. (1 997),  y  con el se evalúa la 

capacidad  de  eclosi6n  de  embriones  de Artemia sp.  descapsulados  químicamente 

y cultivados  posteriormente  en  un  medio  con la sustancia  tdxica  a  evaluar. 

Posteriormente,  con el fin  de  validar los resultados  obtenidos  por  los  cuatro 

m6todos,  se  compararon  con  los  observados  en  ensayos  antineoplasicos  sobre 

tres  líneas  celulares  específicas:  linfoma  de  rat6n  P388,  carcinoma  de  pulm6n 
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humano  A549  y  carcinoma  de col6n  humano. De esta  forma, se contribuye al 

desarrollo  de  una  metodología  de  valoraci6n  preliminar,  rdpida  y  eficaz,  para 

detectar  actividad  antineopldsica  en  extractos  procedentes  de  organismos 

marinos. 

Ademas  de  la  importancia  que  tiene  este  tipo  de  investigacidn  en el hallazgo de 

nuevos  fdrmacos,  tambi6n  hay  que  añadirle el indudable  inter&  que  supone  en  la 

búsqueda  de  nuevos  recursos  marinos  susceptibles  de ser explotados 

racionalmente  como  recursos  pesqueros,  con los beneficios  sociales  y 

econ6micos  que  esto  conlleva. En este  sentido  Duckworth et al., (1997)  han 

realizado  las  primeras  experiencias  para el cultivo  de  esponjas  con el fin de 

obtener  un  suministro  estable  del  compuesto  activo, al menos  durante la fase 

clínica;  y  de  igual  manera,  en el Mediterrdneo  (Carballo et al., 1997;  Carballo, 

2000;  Carballo et al. 2000)  y  Caribe  (Carballo et al., 1999,  Carballo  2000b),  han 

comenzado  a  explotar  como  recurso  pesquero  un  tunicado  que  produce  una 

sustancia  en  estudio  y  que  actualmente  esta  en  fase  clínica II, que  presenta 

actividad  contra  diversos  tipos  de  tumores  s6lidos  (Rinehart et al., 1990;  Wright et 
al., 1990),  cuya  comercializaci6n  estd  prevista  a  partir  del  año  2002. 
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II. ANTECEDENTES 



Los principios  activos  naturales  son  compuestos  organicos  (metabolitos 

secundarios)  producidos  por  microorganismos,  plantas  y  macroorganismos,  que 

pueden  presentar  un  amplio  rango  de  aplicaciones  en la agricultura  (herbicidas, 

fungicidas,  insecticidas,  etc.)  (Caprioli et al., 1992), la industria  naval  (pinturas  anti- 

adherentes)  (Bakus et al., 1985), o en la farmacología  (como  fuente  de 

antitumorales,  antivirales,  etc.)  (Rinehart et al., 1981 ; Garcia-Gravalos,  1994;  Higa 

et al., 1995;  Zubía et al., 1997;  Rinehart, 2000). 

Desde  hace  tiempo  se  sabe  que los invertebrados  marinos  presentan un 

número  mayor  de  productos  naturales,  bioldgicamente  activos,  en  comparaci6n 

con los organismos  del  medio  terrestre  (Ireland et al., 1993).  Así,  estudios 

realizados  con  esponjas  en  el  ocean0  Atlantico,  Pacífico,  indico y Antdrtico,  han 

demostrado  ictiotoxicidad  (Green,  1977;  McClintock,  1987;  Green et al., 1990; 

Huysecom et al., 1990),  citotoxicidad  (Blunt et al., 1990),  actividad  antimicrobiana 

y  propiedades  antitumorales  (Amadame et al., 1982;  Munro et al.,1989;  Green et 

al., 1990).  Concretamente,  algunas  especies  han  demostrado  ser  fuente  potencial 

de productos  biomédicos,  como,  por  ejemplo, Axinella  weltneri (indico) y Sfylotella 

agminata (Pacifico),  empleadas  contra  cancer  de  pulmdn, o Lissodendolyx sp. 

(Nueva  Zelanda)  y Jaspis  digonoxea (Mar  Rojo),  usadas  no s610 contra  cancer de 

pulm6n  sino  tambi6n  frente  al  cancer  de  col6n  y  linfomas.  Otras,  como 

Amphimedon  tetpenensis (Australia)  y Clathria  pyramida (Australia),  presentan 

propiedades  antibidticas y tambi6n  espermicidas,  en el ,caso  de la última 

mencionada;  mientras  que, Dysidea  avara (Mediterraneo)  se  ha  mostrado  efectiva 

contra el síndrome  de  inmuno  deficiencia  adquirida  (SIDA),  y  en Cymbastela 

hooperi y C.coralliophila (Australia)  se  han  detectado  propiedades  antimal&ricas. 

De  igual  manera, los corales  blandos  producen  una  gran  diversidad  de 

metabolitos  secundarios,  como  terpenos  (Rinehart et al., 1981 ; Pawlik et al., 1987; 

Van  Alstyne et al., 1994;  Higuchi et al., 1998),  alguno  de los cuales  han 

presentando  actividad  antineopldsica. Tambih se  han  aislado  de  ellos, 
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diterpenos,  sesquiterpenoides,  esteroides,  isoprenoides y terpenoides,  con 

diversas  actividades:  ictiotoxicidad,  citotoxicidad  (Fenical et al., 1981 ; Higuchi et 

al., 1998; Garrido et al., 2000), actividad  microbiana y actividad  antiinflamatoria 

(Faulkner, 1993,1999). Entre los resultados  obtenidos  sobre  estos  organismos se 

puede  destacar  que,  en  corales  blandos  de  Jap6n, se han  reportado  dos 

diterpenoides  que  resultaron  t6xicos  utilizando el modelo  de  bioensayo  de Aflernia 

sp. (Yamada et al., 1997); y que la especie Leptogorgia  sannentosa se ha 

mostrado  efectiva  contra el &ncer  de  col6n y el  melanoma  humano. 

Otros  organismos,  como los briozoarios Bugula  nentina (Mediterrhneo, 

Pacífico) y Myriapora  tnrncata (Mediterramo),  presentan  un  compuesto  activo 

contra  diversos  tumores  s6lidos  (actualmente  en  fase  clínica l), en el caso  de la 

primera  especie;  mientras  que  en la segunda lo es frente  a la leucemia.  Tambien 

de  moluscos,  como Elysia nrhfescens (Pacífico), se han  aislado  productos 

activos  contra el cancer  de  col6n y de  prdstata; y algunas  ascidias,  como Aplidium 

albicans (MediterrAneo),  presentan  actividad  frente al cancer  de  prdstata, o 

Ecteinascidia  turbinata (Caribe,  Mediterrhneo),  en  la  que se ha detectado  una  alta 

efectividad  frente  al  &cer  de  pulmdn,  mama y melanoma,  (Carballo, 2001; 
Rinehart, 2000; Garrido et al., 2000). 

En  relacidn  con  la  actividad  que se desarrollo en este  trabajo, se conocen 

algunos  antecedentes  de  estudios  que se han  llevado  a  cabo  sobre  organismos  de 

las  costas  mexicanas. Así, se han  detectado  compuestos  con  actividad 

antimicrobiana,  ictiot6xica,  anti-adherente,  etc.,  en  esponjas  marinas  (Green, 

1977; Green et al., 1985; Bakus et al., 1985; Betancourt-Lpzano et al., 1998), 
esponjas y holoturias  (Green y Bakus, 1975), esponjas y tunicados  (Chrdenas et 

al., 1999; Montiel et al., 1999), etc.; y tambidn se han  iniciado,  recientemente, 

estudios  sobre  ecología  química  en  diversos  organismos  bentdnicos  (Fernhndez y 
Soria, 1999; Soria et al., 1999; Kelly et al., 1999). 



111. HIPOTESIS 



Las  esponjas y antozoarios  gorgondceos  han  desarrollado,  a lo largo  de  su 

evolucidn, la capacidad  de  sintetizar  compuestos  químicos  relacionados con la 

adquisicidn  y  defensa  del  espacio  vital,  la  defensa  frente  a  factores  como la 

depredaci6n, el exceso de  recubrimiento  por  organismos  adherentes,  etc.  Algunos 

de  estos  compuestos  pueden  presentar  propiedades  farmacol6gicas  que se 

pueden  evaluar  mediante  bioensayos  específicos. 
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IV. OBJETIVOS 



IV. OBJETIVOS 

Objetivo  general 

Desarrollo,  puesta  a  punto  y  evaluaci6n  de  diferentes  bioensayos,  para  detectar 

toxicidad  de  extractos  procedentes  de  esponjas  y  antozoos  gorgonhceos  marinos. 

Objetivos  específicos 

1 .- Estandarizar 4 bioensayos  diferentes  para  detectar  toxicidad  en  organismos 

marinos. 

2. Comparar los diferentes  bioensayos  para  evaluar la toxicidad  de  extractos 

orghnicos  de  invertebrados  marinos. 

3. Evaluar la toxicidad  de  diferentes  concentraciones  de  extractos  procedentes 

de organismos  marinos. 

4. Buscar  alguna  relaci6n  entre  la  concentraci6n  a la cual  se  empieza  a  detectar 

toxicidad  de los 4 bioensayos,  con los procedentes  de  ensayos  antineoplasicos 

específicos  realizados  sobre los mismos  extractos  por el grupo  de la Dra.  Ma. 

Dolores  Garcia  (Pharma-  Mar  España). 



V. DESARROLLO  EXPERIMENTAL 



V. DESARROLLO EXPERIMENTAL 

5.1) Obtencidn de las muestras. 

Las  muestras  fueron  recolectadas  directamente  en la zona  intermareal y 

tambien  mediante  inmersi6n  con  buceo  aut6nomo  hasta  una  profundidad mhima 

de 30 m. Los  ejemplares  se  colocaron  en  bolsas  de  plAstico  debidamente 

etiquetadas y se  transportaron  en  hielo  al  laboratorio,  donde  se  almacenaron  en 

un congelador  a -25*C/-3OQC hasta la obtencidn de  los  extractos.  Una  muestra  de 

cada especie  se  consew6  en  alcohol  al 70% para  establecer  una  colecci6n  de 

referencia  taxon6mica. 

5.2) Separación de  extractos. 

Para la separacidn  de  extractos  se  utiliz6  material  fresco y liofilizado.  Todos los 

ejemplares se cortaron en trozos  pequeños y se limpiaron  cuidadosamente  de 

epibiontes,  conchas,  etc.  Las  muestras  a  liofilizar,  se  introdujeron  en  frascos  de 

vidrio  que  se  congelaron  por  espacio  de 24 horas y posteriormente  se 

deshidrataron  durante 96 horas  en  una  liofilizadora  (LabConco). 

Para la extracci6n,  utilizando  material  fresco, se sigui6 el proceso  (Esquema 1): 

las muestras  se  colocaron  en  un  tubo  de  centrífuga  Falc6n  de 50 ml de  capacidad 

y se  les  añadi6  una  parte  del  disolvente  isopropanol  (2-PrOH)  en  una  proporci6n 

1/10 peso/volumen  (w/v).  Posteriormente  se  homogeneiz6  la  muestra  con  un 

homogeneizador  ultra  turrax  (Labortechnik),  durante  unos dnutos, vigilando  que 

no aumentara la temperatura  durante el macerado; para  esto se introdujo el tubo 

de centrífuga  en  un  recipiente  con  hielo. A continuacibn,  se  centrifug6  a 2500-3000 

r.p.m. durante 5-10 minutos.  La  extraccidn  se  realiz6  en  dos  pasos  sucesivos 

utilizando  primero el 50% del  volumen  total  de  disolvente  usado y despues el otro 

50%. 

A partir  de  aquí  el  proceso  sigue  dos  vías  diferentes.  En un primer  paso, el 

sobrenadante se  extrajo con  una  pipeta  Pasteur,  teniendo  cuidado  de  que  no  se 
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volviera  a  enturbiar, y se pas6  a  un  matraz  de  fondo  redondo  para  evaporar el 

disolvente  en  un  rotavapor a 25 "C. Con  este  proceso  obtenemos el extracto A (el 

m&  polar),  ligeramente  hidrosoluble  (acuoso / alcohdlico). 

Por otra  parte se recogi6 el precipitado y se realir6 una  segunda  extraccidn  con 

acetato  de  etilo  (AcOEt)  en  una  proporci6n  de 1/20 (w/v),  que se llev6  a  cabo  en 

tres  pasos sucesivos:  primero se utiliz6 el 50% del  volumen  total  de  disolvente, 

posteriormente el 30% y por  último el 20%. AI igual  que  en el caso  anterior el 

material se centrifug6 y se recogi6  el  sobrenadante,  que se trasvas6 al rotavapor 

para  obtener  el  extracto B (fracci6n  mas  apolar). 

Los extractos (A, B) del  matraz  del  rotavapor se disolvieron  añadiendo  un 

volumen  conocido de 3 a 5 ml de  Acet/MeOh 1 :l. Posteriormente se recogieron y 

se  depositaron  en  un  vial  de  vidrio,  pesado  previamente,  donde el  disolvente se 

evapor6  con  un  poco  de  nitr6geno. Por último, el vial se pes6  para  conocer  la 

cantidad  exacta  de  extracto  crudo.  Una  vez  pesados  ambos  extractos, se 

disolvieron  en  un  volumen  adecuado  de  acetona-metano1 1 :1, para  obtener  la 

concentraci6n  inicial  (mg/ml) y así  hacer  las  diferentes  concentraciones  que se 

probaron en los bioensayos: 1000,  100, 50, 1 O y 5 pg/ml,  respectivamente. 

El  disolvente se evapor6  totalmente  antes  de  realizar los bioensayos,  ya  que  la 

presencia  de  disolventes  organicos  podría  provocar,  por sí sola  toxicidad.  AdemBs, 

se  ha  demostrado que  pequeñas  cantidades  de  estos  disolventes,  favorecen en 

ocasiones,  la  divisi6n  celular y la  metamorfosis  en  invertebrados  (Pennington y 

Hadfield, 1989). Así mismo, se conoce  que 1 h  a 4 *C es suficiente  para  evaporar 

una cantidad de 0.05 m1 de  acetona y 48 horas  para  evaporar 1 ml  (Martin y Uriz, 

1 993). 

Por consiguiente,  al  menos 2 6 3 h  antes de comenzar el ensayo, los extractos 

(en sus  diferentes  concentraciones) se colocaron  en  los  distintos  pocillos  de  la 
placa  multipozos,  hasta  la  completa  evaporaci6n  del  disolvente. 

Se realizaron  cuatro  r6plicas  para  cada  concentraci6n, mBs otras  cuatro  para el 

control,  de  tal  manera,  que se hizo  un  total  de 24 pruebas  por  cada  uno  de  los 

extractos (2), en  cada  uno  de  los  m6todos (4). De esta  forma,  por  cada  ejemplar 
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se llevaron  a  cabo  un  total  de 192 bioensayos (24 x 2 x 4). Todo el procedimiento 

de  extracci6n se llev6  a  cabo  bajo  luz  tenue,  a  una  temperatura  inferior  a 25OC, y 

los extractos se almacenaron  en un congelador a -201-25 "C hasta  su  utilizaci6n. 

Para la extracci6n  utilizando  material  liofilizado el procedimiento  fue  similar al 

descrito  anteriormente, con la modificaci6n  de  que  el  primer  disolvente  usado  fue 

acetato de  etilo,  en  lugar  de  isopropanol  (Esquema 2). 

Esquema l .  Protocolo  de  extracci6n  para los bioensayos 

Muestra fresca 

1 
Extracci6n  con  2-PrOH  (isopropanol) 

Hnmnvctneizaricin 

* 
Sobrenadante 

* 
Precipitado 

I c + Extracción  con  AcOEt 
(Acetato de etilo) (IDO w h )  

en 3 pasos 
f 

1 

I I 

Evaporación 
I 

EXTRACTO A 
(ACUOSO/ALCOHOLICO) EXTRACTO B 

(APOLAR) 



Esquema  2.-Protocolo de extracci6n  para los bioensayos 

Muestra liofilizada 

1 
Extracción  con  AcOEt  (Acetato 
de etilo) (1/30 whr) 0n 3 pasos 

1 
1 1 

S 
Hnmnm?neizmciiin 

Centrifugación 

1 
Sobrenadante Precipitado 

Extracci6n con 2-PrOH 
(isopropanol) (IDO whr) 

en 2 pasos 

I Evaporacyn 1 

1 
EXTRACTO 6 

(APOLAR) 
EXTRACTO A 

(ACUOSO/ALCOHOLICO) 



5.3) Estandarización  de los bioensayos. 

5.3.1. Estandarizaci6n  de los bioensayos  basados  en el desarrollo 
embrionario  del  erizo  Echinometra  vanbrunti. 

5.3.1 .l. Época de reproducción 

Para  detectar la 6poca  de  maduracidn,  se  recolectaron  mensualmente  de 10-1 5 
erizos,  seleccionando  aquellos  que  se  desprendieran  mas  fdcilmente  del  sustrato 

para no dañarlos  en  el  proceso.  Se  transportaron  cuidadosamente al laboratorio, 

se pesaron  y  midieron  (alto y ancho)  posteriormente,  se  les  indujo al desove 

inyecthdoles una  soluci6n  isot6nica  de  cloruro  de  potasio (KCI), 0.5 M, en la 

membrana  aboral  (periprocto)  (Kobayashi 1971). Si los erizos  se  encontraban 

maduros  emiten los productos  sexuales.  Una  vez  cosechados los ovocitos,  se 

lavaron  varias  veces  en  agua  de  mar  aireada  previamente  y  se  recogieron 

utilizando  una  malla  de  20pm,  para  eliminar el exceso  de  agua  y  se  mantuvieron 

en agua  de  mar  filtrada (0.45 pm) y esterilizada,  mediante  rayos UV, a  temperatura 

ambiente (26 *C). Los espermatozoides  se  recolectaron  directamente  en el 

gonoporo  mediante  una  pipeta, y se  almacenaron  en  tubos  c6nicos  (Eppendorf), 

que se  mantuvieron  refrigerados (4* C) hasta  su  utilizaci6n. 

5.3.1.2. Eficiencia de fertilización en condiciones controladas 

La proporci6n de  espermatozoides y de  huevos  es  muy  importante  para el 6xito 

de la fertilizaci6n,  por lo que  este  aspecto  se  evalu6  previamente  a la realizaci6n 

de los bioensayos.  Para  ello,  se  utilizaron  diferentes  proporciones  de 

espermatozoides / huevos (500,1000,1500,2000,2500,3000,3500,4000,4500, 
5000, 6000,  6500) y se  contabiliz6 el número  de  huevos  fecundados  a los 30  de 

iniciar el proceso. Los huevos  fecundados,  se  reconocen  f6cilmente  por la 

presencia de la membrana  de  fertilizacich  que  empieza a desarrollarse 
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aproximadamente  a  los 3 minutos  de  iniciado el proceso. 
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seleccion6 la proporci6n  espermatozoides / huevos,  a la cual  se  obtuvo al menos 

el 90% de  fertilizacidn  en  ese  tiempo (30'). 

5.3.1.3. Temperatura 6ptima 

Para  estandarizar el proceso  en  las  distintas  pruebas,  fue  necesario  que  tanto la 

inducci6n al desove,  como la fertilizaci6n in vitro se  hicieran  siempre  a la misma 

temperatura.  Por  este  motivo,  se  trabaj6  en  6  ensayos  con el fin de  valorar el 

efecto  de la temperatura  sobre el proceso  de  fertilizaci6n.  Para  ello, se diseñ6  una 

experimento en concordancia  con la anterior,  en la que  se  probaron, 

simultaneamente,  varias  proporciones  de  espermatozoides / huevo  a  diferentes 

temperaturas (23,26 y 29 "C). 

5.3.1.4. Tiempo  de  desarrollo 

Como  paso  previo  a la realizaci6n  de los bioensayos,  tambi6n  fue  necesario 

obtener el tiempo  promedio  en  que  se  alcanzan los primeros  estados  de 

desarrollo.  Para  ello,  una  vez  obtenidas  las  condiciones  6ptimas  de  inducci6n, 

fertilizaci6r1,  etc.,  se  estudi6 el desarrollo  de los huevos  fecundados,  snotando el 

tiempo  que  tardan  en  alcanzar los estadios  de dos c&ulas,  cuatro  c6lulas,  mdrula, 

blastula y gdstrula. 

5.3.1.5. Calidad de  la puesta 

La calidad  de  la  puesta  tambi6n es importante  para el 6xit6 de los bioensayos, 

por  este  motivo,  una  vez  obtenidos los espermatozoides  y  ovocitos,  se  utiliz6  una 

pequeña  muestra  para  obtener  diferentes  parAmetros. A partir  del  número  de los 
ovocitos  se  calcul6 61 numero  de  huevos  por  hembra,  se  midi6  su  diametro  y  se 

obsew6  su  forma,  ya  que  para  asegurar  un  valor  superior al 90% de  fertilizaci6n 

los gametos  deben  tener  cierto  grado  de  madurez  (forma  homogenea,  tamaño 

adecuado). Con los espermatozoides  se  calcul6  su  número  por  mililitro  y  se  evalúo 

su  movilidad en el tiempo y su  capacidad  para  fertilizar  a los ovocitos.  Esta  prueba 



se realiz6  siempre  antes  de  cada  bioensayo. 

5.3.2. Estandarizacih de  bioensayos  con Artemia sp. 

5.3.2.1. Descapsulación química de los quistes 

Para la obtencidn  de los nauplios se  pesaron 0.5 gramos  de  quistes  de Altemia 

sp. y se colocaron  en 100 ml  de  agua  destilada  bajo  aireaci6n  forzada (30-60 

minutos).  Los  quistes  así  hidratados se cosecharon  con  una  malla  de 120 pm  para 

eliminar el exceso de agua . 
Los quistes  se  descapsularon  químicamente  antes  de los siguientes 30 minutos, 

añadiendo la concentracidn  adecuada  de  una  sustancia  descapsuladora  formada 

por NaOCL,  NaOH y agua  de  mar  según  el  siguiente  protocolo: 

NaOCl  (Hipoclorito  de  sodio ) 0.5  gramos,  NaOH  (Hidróxido  de  sodio) 0.33 ml 

de  una  solucidn al 40% y 14 ml  de  agua  de  mar  por  cada  gramo de quiste  seco. 

Despues  de  añadir  esta  soluci6n  se  esperaron 15 minutos  verificando 

constantemente la temperatura  del  medio  de  descapsulaci6n,  que se mantuvo 

siempre  por  debajo  de los 40 "C por  ser  una  reaccidn  exotermica. El proceso se 

termina  cuando se aprecia un cambio  de  color,  de  marr6n  a  gris  naranja  (color  del 

embri6n)  en los quistes. En ese  momento,  se  recolectan  rápidamente  los 

embriones  con  una  malla  de 120 pm  y  se  enjuagan  abundantemente  con  agua  de 

mar  filtrada,  para  eliminar  el  exceso  de  solución  descapsuladora. 

5.3.2.2. Chlculo de porcentaje  de  eclosión y desarrollo hasta nauplio 3 en 
función del tiempo. 

El proceso  de  eclosidn  de los quistes  se  realizó  tres  veces  bajo  condiciones 

estándar  (iluminación  permanente,  temperatura  constante: 30 "C), para  calcular el 

tiempo  medio  en el cual  comienza  la  eclosidn  de  los  quistes y el tiempo de 

desarrollo  de  nauplio l. Mediante  observaci6n  microsc6pica se determind el 

porcentaje de eclosión y desarrollo  de los diferentes  estadios:  embridn,  nauplio 1, 
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nauplio 2 y  nauplio 3 a  lo  largo  de un ciclo  de 27 horas. 

5.4) BIOENSAYO 1: Viabilidad de  ovocitos en Echinomefra 

vanbrunti. 

Este  bioensayo  se  desarrolld  para  valorar  la  capacidad  de  fertilizaci6n  de 

ovocitos  de  erizos  marinos  despues  de  haber  sido  expuestos  a  diferentes 

concentraciones  de  extractos. Se trata  de  una  modificacidn  del  m4todo  de 

Woodworth  et al (1999), de  forma  que,  en  nuestro  caso,  en  lugar  de  exponer los 

espermatozoides al t6xico,  se  exponen  los  ovocitos y se  observa  su  viabilidad 

(capacidad  para  ser  fertilizados),  despues  de  haber  sido  expuestos  durante un 

tiempo  determinado. 

Los ejemplares  de Echinometra vanbrunti (erizo  de  mar)  fueron  recolectados, 

en el punto mAximo  de  maduracidn,  en  las  zonas  intermareales  de la Bahía  de 

MazatlAn  y  se  mantuvieron  en  acuarios  con  aireacidn  forzada y agua  de  mar 

filtrada (0.45 pm) y  esterilizada  mediante  rayos UV. Los ovocitos  y 

espermatozoides,  se  obtuvieron  inyectando  una  solucidn  isot6nica  de  cloruro  de 

potasio  (KCI), 0.5 M, en la membrana  aboral  (periprocto)  de los especimenes 

adultos  (Kobayashi, 1971) y  se  colectaron  por  separado. Los ovocitos  se 

colocaron  en  cristalizadores,  con  agua  de  mar  filtrada  y  esterilizada,  a  temperatura 

controlada (26 *C). Los espermatozoides  se  recolectaron  directamente  desde el 

gonoporo  mediante  una  pipeta y se  almacenaron  en  tubos ednicos (Eppendorf) 

que  se  mantuvieron  en  frío (4* C) hasta  su  posterior  utilizacidn. 

El bioensayo  se  inicid  ajustándose  a los parAmetros  estandarizados 

anteriormente,  por  eso los huevos  se  incubaron,  en  placas  multipozos,  durante 1 h 

a  una  concentraci6n de 500 huevos/ml,  donde,  previamente, se colocaron los 

diferentes  extractos. A continuacidn,  se  añadieron los espermatozoides  en la 

proporcidn 3000 espermatozoides / huevo.  Se  aseguro  así, la mayor  eficiencia  de 

fertilizaci6n  para  esa  cantidad de  espermatozoides / huevos  y  se  incubaron 
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durante 30 minutos. El bioensayo  se  termin6  añadiendo  varias  gotas  de  formalina 

(al 4%) a los diferentes  pocillos.  Posteriormente, se calcul6 la IC% (concentraci6n 

a la cual se  afecta  el 50% de la poblaci6n)  contabilizando el porcentaje  de  huevos 

fertilizados  para  cada concentracicSn, con  un  intervalo  de  confianza  del 95% para  la 

comparaci6n  entre  las  diferentes  concentraciones,  usando el metodo  de  analisis 

probit  (Finney 1 971 ). 

Todo el procedimiento  de  inducci6n al desove, y el  posterior  bioensayo,  se  llev6 

a cabo en un cuarto  con  temperatura  controlada  a 26 "C. 

5.5) BIOENSAYO 2: Inhibición de la división  celular  durante  el 

desarrollo  embrionario en Echinometra vanbrunti. 

Este  bioensayo  valora  la  capacidad  del  embri6n  de  erizo  para  desarrollarse 

normalmente,  despues  de  haber  sido  expuesto  a  diferentes  concentraciones  de 

compuestos  t6xicos  (Kobayashi, 1969). El bioensayo  permite  detectar  citotoxicidad 

cr6nica  y  capacidad  antimit6tica.  Los  estados  siguientes  de la fertilizaci6n, el 

desarrollo y sus  anomalías,  se  toman  como  indicadores  del  efecto  de  las 

sustancias  t6xicas.  Así los huevos  fertilizados  se  dividen  en  dos  celulas  en 

condiciones  normales,  pero  en  presencia de  sustancias  t6xicas  no  hay  divisidn 

celular.  Ademas,  el  estado  de  blastula  se  detiene  durante  su  desarrollo y durante 

la gastrulaci6n el tejido  correspondiente  al  endoderm0  crece  fuera  del  embri6n. 
c 

El procedimiento  para  la  obtenci6n  de los productos  sexuales,  es  igual  al 

comentado  en el bioensayo  anterior y la fertilizaci6n  artificial,  así  como  las 

condiciones  para el desarrollo  de  las  larvas  se  realizaron  según  las  condiciones 

dptimas  obtenidas  en los ensayos  de  estandarizaci6n  del  metodo. 

La fertilizaci6n se efectu6  añadiendo  una  cantidad  suficiente  de  agua  de  mar 

con espermatozoides  a los ovocitos  en  una  proporci6n  de 3000 espermatozoides 

por cada huevo,  y  a  una  temperatura  de  26*C.  La  fertilizaci6n  se  detect6  con  un 

microscopio  estereoscdpico  mediante la presencia  de la membrana  de 
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fertilizaci6n.  Posteriormente,  se  concentraron los huevos  para  que  un  volumen  de 

1  ml  de agua  marina  contuviera  1000  huevos  fertilizados  (de  menos  de  15  minutos 

de edad). A continuaci6n, se añadi6 1 ml  de  agua  marina  en  cada  uno  de los 24 

pocillos  de 2 ml, en  donde,  previamente, se  habían  depositado  las  cinco 

concentraciones  de  cada  extracto  mas el control y se  removieron  unos  segundos 

cuidadosamente,  de  tal  manera  que  en  cada  pocillo  hubiera  una  concentracidn 

final de 500 huevos/ml. El proceso  se  mantuvo  hasta  que  la  mayoría  de los 

embriones  fertilizados  en el control  alcanzaron  al  menos el estado  de  dos  y/o 

cuatro dlulas. En  ese  momento, el proceso  se  detuvo  añadiendo  unas  gotas  de 

formo1 al 4% (Martin y Uriz,  1993). 

El porcentaje  de  huevos  fertilizados  no  divididos  se  us6  como  medida  de la 

toxicidad de los extractos  y  se  calcul6 la ICso. 

AI menos 1 6 2 h  antes  de  comenzar el ensayo, los extractos  (en  sus  distintas 

concentraciones) se colocaron  en los diferentes  pocillos  hasta la completa 

evaporaci6n  del  disolvente. 

5.6) BIOENSAYO 3: Capacidad  de  eclosión  de  embriones  de 

Artemia sp. 

En  este  bioensayo  se  valor6  la  capacidad  de  eclosi6n  del  embri6n 

descapsulado  químicamente  y  cultivado  en  un  medio  con los extractos  a  probar. 

La idea  principal  de  este  bioensayo  esta  basada  en  el  método  de  Migliore  et  al 

(1997),  sin  embargo,  se  modificd y se desarroll6  un  nuevo  protocolo  con 

condiciones  mas  estandarizadas. 

c 

El  bioensayo  empieza  con la descapsulación  de  una  cantidad  adecuada  de 

quistes  de Attemia sp., siguiendo la metodología  clasica  descrita  por  Amat  (1985). 

Posteriormente,  se  colocaron  durante 1 h en  un  eclosionador  bajo  condiciones 

estandar  de  temperatura  (30 "C), iluminaci6n  y  agitaci6n.  Por  último,  se  colocan  en 

los pocillos  con los t6xicos  a  probar,  también  bajo  condiciones  estdndar. 

20 



En  cada  pocillo se  dispusieron,  aproximadamente 30 embriones y, cada  12 

horas,  se  contabilizaron  el  número  de  embriones y nauplios  eclosionados  bajo un 

microscopio  estereosc6pico,  hasta  completar  48  horas  desde  su  colocacidn  en los 

pocillos  con los extractos. 

En  cada  conteo se  registr6  el  porcentaje  de  eclosi6n  para  cada  una  de  las  dosis 

y el control.  Posteriormente,  se  calcul6  la LC% (concentraci6n  que  reduce  el 

porcentaje  de  eclosi6n  un 50%) y el intervalo  de  confianza  al  95%'  para la 

comparaci6n  entre  las  diferentes  concentraciones  en el metodo  de  analisis  probit 

(Finney,  1971). 

AI menos  1 6 2 h  antes de  comenzar el ensayo, los extractos  (en  sus  distintas 

concentraciones) se colocaron  en los diferentes  pocillos  hasta  la  completa 

evaporaci6n  del  disolvente. 

5.7) BIOENSAYO 4: Supervivencia  de  nauplios 1 de Ademia sp. 

(Meyer et al., 1982). 

Los quistes  de Artemia sp.  se  hicieron  eclosionar  siguiendo  la  metodología 

cl2isica  descrita  por  Amat  (1  985).  Posteriormente, los nauplios  1  se  cosecharon 

aprovechando  su  fototropismo  positivo  y  se  colocaron  10  individuos  en  cada  uno 

de los pocillos,  donde,  previamente  se  habían  depositado  las  sustancias  t6xicas  y 

se  añadid  agua  marina  hasta  completar  el  volumen  de  experimentaci6n  final (5 

ml).  Transcurridas  12,  24 y 48  horas  se  registr6  el  porcentaje  de  mortalidad  para 

cada  una  de  las  dosis  mas  el  control  y se calcul6 la LCm, con  un  intewalo  de 

confianza  del  95%,  para la comparaci6n  entre  las  diferentes  concentraciones 

usando el metodo  de  anidisis  probit  (Finney  1971). 

AI menos 1 d 2 h  antes  de  comenzar el ensayo, los extractos  (en  sus  distintas 

concentraciones)  se  colocaron  en los diferentes  pocillos  hasta la completa 

evaporaci6n  del  disolvente. 

Durante el tiempo  de  exposicidn al tbxico,  no  se  suministr6  alimento  a los 
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nauplio 1 debido  a  que  en  este  estadio  las  artemias  todavía  cuentan  con  resewas 

alimenticias,  no  había la necesidad  de  administrar  alimento y su  sistema  digestivo 

no es aún  funcional  (Amat, 1985). 

5.8) Pruebas  antineoplásicas  realizadas  sobre  tres  lineas 

celulares  especificas " in  vitro". 

Estas  pruebas  fueron  realizadas  por la codirectora  de  esta  tesis la Dra.  Ma. 

Dolores  Garcia  (Pharma  Mar,  España).  Las  líneas  celulares  probadas  fueron 3 

(linfoma  de  rat6n P388, carcinoma  de  pulm6n  humano  A549  y  carcinoma  de c o b  

humano HT29) procedentes  de la colecci6n  ATCC.  Los  cultivos  celulares  se 

mantuvieron  en  fase  de  crecimiento  logarítmico. Los extractos  se  probaron  a 

varias  concentraciones  hasta  determinar la ICm  (concentraci6n  de  inhibici6n).  Para 

la realizacidn  de los ensayos  de  actividad  se  usaron los metodos  siguientes: 

5.8.1. Para  líneas  celulares  que  crecen  en  suspensi6n (P-388): Modificacidn  del 

metodo  descrito  por  Bergeron et al., 1984. 

a) Las celulas  se  sembraron  en  placas  de 24 pocillos  de 16 mm diametro  a  una 

concentraci6n  de 1 x 104 celulas  por  pocillo,  en los controles  para  ver el 

crecimiento  celular solo se  colocaron  celulas  sin  extracto. Dwpu6s de 3 6 4 días 

de  incubaci6n  a 374 C y 10% de Con, las  placas  se  observaron  a  traves  de un 

microscopio  invertido  para  ver la posible  actividad  de los extractos,  comparando el 

crecimiento  en los pocillos  donde se encuentran  estos  con el que  hay en los 

pocillos de control de crecimiento. 

b)  Para  cuantificar la actividad,  se  hizo  el  conteo  celular con ayuda  de  un 

contador  electr6nico  de  partículas  "Coulter  Counter".  Se  calcul6 dl porcentaje  de 

inhibici6n  de  las  muestras  y  se  determind la ICm. 



5.8.2.  Para  líneas  celulares  que  crecen  en  monocapa  (A-549,  HT-29): 

Modificaci6n  del  metodo  descrito  por  Bergeron et al., 1984. 

a)  Las  celulas  se  sembraron  en  placas  de  24 pocillos de  16 mm diametro  a 

una  concentraci6n  de  1 x 104  celulas  por  pocillo,  en los controles  para  ver el 

crecimiento  celular solo se  colocaron  celulas  sin  extracto.  Despues  de 3 6 4 días 

de  incubaci6n  a 379 C y 10%  de Con, las  celulas  se  tiñeron  con  cristal  violeta al 

O, 1 %, posteriormente  se  comparo  el  crecimiento  en  cada  uno  de los pocillos  con el 

que  se  presenta  en los pocillos  control.  Para  cuantificar la actividad,  despues  de 3 

6 4  días  de  incubaci6n  a 379 C y 10%  de Con, las  celulas  de  cada  pocillo  se 

tripsinizaron,  se  resuspendieron y se  realiz6  el  conteo  para el cAlculo  del 

porcentaje  de  inhibici6n  de los extractos y se  determind la IC, 
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VI. TRATAMIENTO DE LA INFORMACI~N 

AI comparar la toxicidad  de  esponjas  y  gorgonias, los datos, en los casos donde 

no se  cumplía  con los criterios  de  normalidad  y  homocedasticidad  (test  de 

Cochran's),  se  transformaron  mediante  el  arcoseno  del  valor. Se  utilizaron 

ANOVAS de Tres  Vías y multifactoriales  (MANOVAS) para  poder  determinar  si la 

toxicidad  de los extractos  vari6:  1)en  funci6n  de  las  especies, 2) en  funcidn  del 

tiempo de exposici6n, al considerar los tres  tiempos para  cada  especie  (en el caso 

de los bioensayos  con Arternia sp.), 3) en  funci6n  de la concentraci6n,  al 

considerar  las 6 concentraciones  para  cada  fracci6n y 4) en  funci6n  del  extracto,  al 

considerar  que  para  cada  especie  se  obtienen  dos  extractos,  esto  para  ver  si 

existen  interacciones  significativas  entre los parametros.  Posteriormente se  realiz6 

una comparaci6n  múltiple  de  medias  utilizando  la  prueba  de  Tukey. Por último,  se 

utilizaron ANOVAS  de  una  vía  para  comparar  dos  grupos de datos y analizar, 

individualmente,  algunos  factores  como la concentraci6n o el tiempo. 

Las  ANOVAS  de  una  vía  se  hicieron  utilizando el programa  estadístico 

Statgraphic 5.0. Las  MONOVAS  se  hicieron  utilizando el programa GMAV 

(UndennroodJ997). 

Las ICso, LCa y la comparaci6n  entre  las  diferentes  concentraciones  fueron 

calculadas  con un intervalo  de  confianza  usando el método  de  analisis  probit 

(Finney,  1971). Se utilizó  una  prueba  de t de Student  (Zar,  1984)  para  poder 

comparar  (en  este  caso la media)  de los datos  de IC% y LC50 para  acetato  de  etilo 

con los datos  de  isopropanol. l 

24 

" 



VII. RESULTADOS 



VIL RESULTADOS 

7.1) Estandarización de las condiciones de experimentacidn  con 

Echinometra  vanbrunti. 

Con  esta  experiencia,  nos  planteamos  como  objetivo  principal,  obtener los 

pardmetros  que  nos  aseguraran  en  condiciones  experimentales  un  porcentaje  de 

fertilizaci6n “in vitro”por  encima  del 90%.  En  ese  sentido, se estudi6 el porcentaje 

de  fertilizaci6n  con  relaci6n  a  parametros  como:  proporci6n  espermatozoide / 

huevo,  temperatura  del  agua y calidad  de la puesta. Los resultados  muestran  que 

a la menor  concentraci6n  ensayada (500 espermatozoides / huevo), el porcentaje 

de fertilizacidn  varia  fuertemente  en  relaci6n  a  la  temperatura, y en  la  mayoría  de 

los casos los valores  estuvieron  por  debajo  del 50% (solo la  puesta  del 14 de 

Junio  mostr6  un  porcentaje de  fertilizaci6n  del  90%).  En  general,  se  observa  que  la 

temperatura  del  agua  ejerce  gran  influencia  en  la  fertilizaci6n,  sobre  todo  cuando 

esta se  realiza  a  la  menor  temperatura  ensayada (23 *C). Así, en  la  experiencia 

del 13 de  Junio se obtuvo  un  porcentaje  de  fertilizaci6n  del 25% a  la  concentraci6n 

de 500 espermatozoides  /huevo,  del  70%  a 2000 espermatozoides  /huevo,  del 30 

% a 3000 espermatozoides  /huevo, y del 60% a 5000 espermatozoides  por  huevo. 

En cambio,  a 26 *C partir  de la  concentración  de 3000 espermatozoides  /huevo se 

alcanza  una  fertilizacidn  del 70-90% en los diferentes  bioensayos,  llegando  hasta 

el 90-100%  a 3500 espermatozoides / huevo. A 29 *C, se observa  que  a  partir  de 

1500  espermatozoidesl  huevo se  obtiene  un  porcentaje de krtilizacibn arriba  del 

80% en los diferentes  bioensayos,  pero  en  la  mayoría  de los casos  se  present6 

posteriormente  un  desarrollo  anormal  del  embrión. 

Otro  aspecto  importante  fue  la  relaci6n  de  la  temperatura y la calidad  de  las 

puestas  observandose  a 23 *C una  gran  heterogeneidad  en los porcentajes  de 

fertilizaci6n en las  distintas  pruebas. A 26 *C se observd  que solo la  puesta  del  17 

Junio,  cuyos  ovocitos  tenían  un  diametro  medio de 65 micras,  alcanzd  un 

porcentaje  de  fertilizaci6n mhimo del 60 %. En  cambio,  a 29*C la  calidad de la 
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puesta no fue  tan  importante  para los porcentajes  de  fertilizaci6n,  ya  que  en 5 de 

los experimentos  se  alcanz6 un porcentaje  de  fertilizacidn  por  encima  del 80% a 

partir  de la concentracidn  de  1500  espermatozoided  huevo. 

El analisis  de los resultados  del  efecto  combinado  de la temperatura y 

proporcidn  de  espermatozoides / huevo  sobre  la  fertilizaci6n  nos  sugiere  que  la 

proporci6n  optima  de espermatozoided huevo  a  26 *C parece  estar  a 3000 (Fig. 

l ) ,  ya  que  en la mayoría  de los ensayos  se  obtuvo un  porcentaje  de  fertilizacidn 

comprendido  entre el 90 y el 100°/o. A concentraciones  mayores se observaba  un 

desarrollo  anormal  del  embridn,  el  cual,  en  el  mejor  de los casos se desarrollaba 

hasta el  estadio  de 32 celulas. 

El criterio  para  decir  que los ovocitos  de  una  puesta  eran  de calidad y  por  tanto 

adecuados  para  ser  utilizados  fue  que su diametro  fuera  igual o mayor  de 70 

micras,  y  que  su  contorno no tuviera  forma  irregular  (Fig.1). 

Una  vez  obtenidas  las  condiciones  optimas  de  fertilizaci6n in vitro: 3000 

espermatozoides / huevo,  a  26 *C, ovocitos  de  mas  de 70 micras  de  diiimetro, y 

con morfología  hornogenea  (redondeados),  se  realizaron  varios  ensayos  para 

registrar el tiempo  promedio  que  tardan los huevos en alcanzar los diferentes 

estadios de  su  ciclo  de  vida  (hasta  la  fase  de  gdstrula).  Una  vez  fertilizados los 

ovocitos  (presencia  de la membrana  de  fertilizacidn),  estos  se  empiezan  a  dividir  a 

partir  de la primera  hora,  alcanzado  la  mayoría  de  ellos  el  estadio  de  16  celulas  a 

partir  de  las 4 h. El estadio  de  mórula  se  comienza  a  observar  a  las 5 h  de 

haberse  fertilizado los ovocitos. El estadio  de  gastrula  se  empez6  a  registrar 

despues  de 30 h  de la fertilizaci6n  (Fig. 2). c 



X 

X X X  

X 

30 i 
I I J u n   m l 3 J u n   l d l u n  

Y 17Jul x 18Jul 19Jul 10 

26’ C 
I O0 

90 i 
m z 8 . X 80 - 

70 - 

60 - 

50 - 

40- 

30 - 

20 ~ 

10 ~ 

m 

R 

* x  
X X 

X 

m e 

X 

X X 
X 

11Jun m 13Jun 

X 
e i X . 1d)un 

x 17Jul x 18Jul 0 19Jul 

m i  
70 - 

60- 

50- 

X x X 
X 

m 
m 

X 
m 

X 

o 

m 
X 

o 
m 

40- 

30- 

20- 

10 1 

I I J u n  m 13Jun 

x 17Jul x ISJu l  

14Jun 

19JUl 

Concentraci6n  de  espermatozoidelhuevolml 

Figura  1. - Efecto  combinado  de  la  temperatura y proporción  de  espermatozoides / 
huevo  sobre  la  fertilización  (valores  medios).  Cada  símbolo  representa  un 
experimento ( 11 Junio,  13  Junio,  13  Junio,  17  Julio,  18  Julio y 19  Julio 2000). 
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Figura 2. - Porcentaje  medio  de los distintos estadios embrionarios  del 
Echinornetra  vanbruntí hasta la fase  de  gástrula. La barra de error  representa la 
desviación  estándar. 

7.2)  Estandarización  de  las  condiciones  de  experimentación 

con  Artemia  sp. 

El objeto  principal  en  esta  prueba era obtener los tiempos  promedios  en 

alcanzarse los diferentes  estadios de desarrollo  de Arternia sp. hasta la fase  de 

nauplio  3,  contabilizados  desde  el  momento  que  se ponían a  eclosionar.  Nuestra 

intención era estimar el tiempo  óptimo  para  cosechar Arternia sp.,  en el estadio 

que  ibamos  a  utilizar  posteriormente  en los experimentos  (nauplio l), y poder 

contar de esa manera  con una población lo más homogénea  posible  en  ese 

estadio. Los resultados  indicaron  que a las 11 h  de  haberse  iniciado  el 

experimento  se  registró la aparición  de los primeros  nauplio 1 (3.3 %), teniendo  un 
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porcentaje del 50% a las 16 h, cuando  aparecieron los primeros  nauplios 2. El 

porcentaje  máximo de eclosión  para  nauplio  1  se  obtuvo  a  las  22 h, y se  estimó 

que 16 h  desde el momento  que  se ponían a  eclosionar,  era el tiempo  óptimo  para 

obtener el punto  de  máxima  homogeneización  en la población de nauplios  1  (Fig. 

3). Los nauplios 3 aparecieron  a  las  21  h  de  haberse  iniciado el experimento. El 

experimento  se  detuvo  a  las  27 h, cuando  el  porcentaje de nauplios 1 estaba  en el 

8 YO, nauplios  2  estaban  por  encima  del 50%, y nauplio 3 alcanzaba el 41 %. 
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Figura 3. -Porcentaje  medio  de  eclosión  y  desarrollo  larvario  de Attemia sp.  en 
función del tiempo. 

7.3) Evaluación  de  la  toxicidad  con  el  bioensayo:  Inhibición  de 

la división  celular  durante  el  desarrollo  embrionario  (Kobayashi, 

1969) 

Con este  bioensayo  se  evaluó la capacidad  de los extractos para impedir  el 

desarrollo  embrionario  de  huevos de Echinometra  vanbrunti fertilizados 
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previamente in vitro. La  toxicidad  se  contabiliz6  contando  el  porcentaje  de  huevos 

divididos  a  las 5 h de haberse  fertilizado,  con  respecto  a  un  control. 

El analisis  de  varianza  de  una  vía,  nos  indic6  que  todas  las  concentraciones 

ensayadas  del  extracto  de  acetato  de  etilo (ICs de 5.6 pg/ml), y del  isopropanol 

(ICrn de  19.7  pg/ml)  de la esponja Aplysina  sp. fueron  significativamente  t6xicos 

con respecto  al  control.  Incluso,  las  concentraciones de 50, 100 y 1000  pg/ml  del 

extracto  de  acetato de  etilo,  inhibi6 el desarrollo  en  el  100%  de  las  c6lulas  (Fig.4). 

El  analisis  de la comparaci6n  de  la  concentraci6n  media  de  inhibici6n de la divisi6n 

celular  para  acetato  e  isopropanol  (IC=s),  indic6 mayor  toxicidad  en el extracto 

con acetato  (p<0.05)  (Tabla  1).  Con  respecto  a  la  esponja Dysidea sp., tambih se 

obtuvieron  diferencias  significativas  para  ambos  extractos,  desde  la  concentración 

5 kg/ml (p<O.OOOl) hasta la de  100  pg/ml (p<O.OOOl) (ICs  de  0.9  pg/ml  para  el 

acetato  de  etilo,  e ICs  de  1  pg/ml  para el de  isopropanol).  Para  la  concentraci6n 

de 1000  pg/ml  se  obtuvo  un  porcentaje  de  inhibici6n  del 1 O0 % en  ambos 

extractos  (Fig.4).  Para la esponja Chondrosia  chucalla, en el extracto  de  acetato 

de etilo  hubo  diferencias  significativas  en  todas  las  concentraciones  con  respecto 

al control  (desde  p< 0.05 a  p<  0.0001) (ICs de  18.4  pg/ml).  Para  el  extracto  de 

isopropanol, la concentración  de 5 pg/ml  fue  significativamente  diferente 

(p<O.OOOl).  Ademas,  las concentraciones 1 O, 50, 100 y 1 O00 CLS/ml tuvieron  un 

100% de  c6lulas  no  divididas, y no  pudo  ser  calculado el valor  de  su  ICs  debido a 

que los datos  estuvieron  fuera  de  rango.  Con  respecto  a la esponja Mycale  parishii 

todas  las  concentraciones  tanto  para el extracto  de  acetato  de  etilo  como  el  de 

isopropanol  fueron  significativamente  tóxicas  con  respecto 61 control (p<O.o001) 

(Fig.4). 

Para la esponja Hyatella  intestinalis todas  las  concentraciones  ensayadas de 

ambos  extractos  mostraron  toxicidad  con  respecto  al  control,  notandose  que  para 

el extracto  con  acetato  desde la concentración de 50 Clg/ml hubo  un  100 % de 

embriones  que no se  dividieron  (ICw  de 2 pg/ml).  En los extractos  de  isopropanol 

todas  las  concentraciones  fueron  significativamente  t6xicas con respecto al control 

y la concentraci6n de  1000  Clg/ml inhibid  por  completo  el  desarrollo  embrionario 
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(ICso de 2 pg/ml)  (Fig.5).  Con  respecto  a  la  gorgonia Muricea spl el análisis  del 

factor  concentraci6n,  indic6  que  tanto  para el extracto  con  acetato  como  con el de 

isopropanol  hubo  diferencias  significativas de toxicidad  con  respecto  al  control 

(p<O.OOOl) (ICso de  1.5 pg/ml  para el acetato de etilo e ICs de  11.8  pg/ml  para 

isopropanol)  (Fig.5).  Esta  gorgonia  en  el  análisis  de la comparaci6n  de  la 

concentraci6n  media  de  inhibici6n  de la divisi6n  celular  para  acetato  e  isopropanol 

resulto  ser  estadísticamente  diferentes  (p<0.05),  siendo  más  t6xico el extracto  con 

acetato  que el de  isopropanol  (Tabla 1 ). Para  la  gorgonia Pacifigorgia  adarnsii los 

datos  para el extracto  con  acetato  de  etilo  salían  fuera  de  rango  por lo que  no se 

pudo calcular  su ICN. Para  el  extracto  de  isopropanol  todas  las  concentraciones 

fueron  significativamente  tóxicas  con  respecto  al  control ( ~ 4 . 0 1  a p<O.OOOl) (ICs 

de  14.8  pg/ml)  (Fig.5).  En lo que  respecta  a  la  gorgonia Lophogorgia sp.  las 

concentraciones de 5, 10,  50,  100  pg/ml  de  ambos  extractos  resultaron  ser 

estadísticamente  diferente  con  respecto  al  control ( p<O.OOOl) (IC= de 0.25 pdml 

para acetato  de  etilo,  e  ICN 1 .lpg/ml). Además,  ambos  extractos  inhibieron 

completamente  el  desarrollo de los embriones  a  la  concentraci6n  de  1000  pg/ml, 

resultando  ser  más  t6xico el extracto  con  acetato  (Fig.5) ). El  anhlisis  de  la 

comparación  de  la  concentración  media de  inhibici6n  de la divisi6n  celular  no 

indic6  diferencias  significativas  entre  ambos  extractos  (Tabla  1). 

En la figura 6 se presentan  las  gráficas  de  las  gorgonias Lophogorgia  peruana y 

de la Lophogorgia  rigida. Para  la  primera  especie,  ambos  extractos  mostraron 

diferencias  significativas ( ~ ~ 0 . 0 1  y 0.0001)  (ICN  de 9.7 pg/ml  para el acetato de 

etilo e ICN de 72 pg/ml  para  el  isopropanol),  siendo  más  f6xico  el  extracto de 

acetato  de  etilo, ya  que  desde  la  concentraci6n,  de  1 O0 pg/ml  hubo  un  100% de 

inhibición  celular. En cambio,  con  el  extracto  isopropanol,  solo la concentraci6n de 

1000 pdml presentó  un  porcentaje  de  inhibición  del  100 YO. Además,  se  obtuvieron 

diferencias  significativas  en  la  comparaci6n  de  las  ICms  (p<0.05),  siendo  más 

t6xico el extracto  con  acetato  (Tabla 1 ). Con  respecto  a Lophogorgia  rigida, con  el 

extracto de acetato  de  etilo,  se  observ6  un  10%  máximo  de  división  celular  en  las 

concentraciones de 5, 1 O y 50 pg/ml. En  las  de 1 O0 y 1 O00 pg/ml  hubo  un 0% de 
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c6lulas  divididas,  siendo  significativamente  t6xicos  con  respecto  al  control 

(p<O.OOOl) (ICm de 9.8 CLS/ml). En  cambio  en  el  extracto  con  isopropanol,  no  hubo 

divisi6n  celular  en  ninguna  de  las  concentraciones  ensayadas. 

Chondrosis ChUC8ll8 

IC50 18.4u~/nI 
80 * .  
70 
60 
50 
40 
30 
20 

10 
O 

acetato  isopropanol 

C50 3.9uglnl C50 3qlnI 

c 

acetato  isopropanol 

Figura 4. - Porcentaje  medio  de  embriones  que  alcanzan  el  estadio  de 2 y 4 
c6lulas (5 h),  despu6s  de  ser  fertilizados in vitro para  cada  extracto  probado. Los 
asteriscos  indican los tratamientos  que  son  significativamente  diferentes  del 
control:  *p<0.05,  **pcO.Ol , ***p<O.OOl , ****pcO.OOOl . Sobre la figura se  indica  la 
lC50 
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Figura 5. - Porcentaje  medio  de  embriones  que  alcanzan el estadio  de 2 y 4 
células (5 h), después  de  ser  fertilizados in vitro para  cada  extracto  probado. Los 
asteriscos  indican  los  tratamientos  significativamente  diferentes  del  control: p< 
0.05, ** p< 0.01, ***p<O.OOl , ****p<O.OOOl . Sobre la figura  se  indica  la ICso. 
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Figura 6. - Porcentaje  medio de  embriones  que  alcanzan el estadio de 2 y 4 
células (5h), después  de  ser  fertilizados in vitro para  cada  extracto  probado. Los 
asteriscos indican los tratamientos  significativamente  diferentes del control: p< 
0.05, ** p< 0.01, ***p<O.OOI,  ****p<O.OOOl. Sobre  la  figura  se  indica la lC50. 
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Tabla 1. - Concentración  media  de  inhibición  de  la  división  celular  de  embriones  de 
Echinornetra vanbrunti a  las 5 h de  exposición  al  tóxico (IC50). Límites  del  intervalo 
de  confianza  al 95%, y valor  del  estadístico  obtenido  en  la  comparación  de 
med  ¡as. 

* representa  diferencias  estadísticas (PC 0.05). (L.1, límite  inferior; L.S, limite  superior; c ~ m p l C ~ ~  
comparación  de  ICs0), + Símbolo  datos  fuera  de  rango  para éI calculo  de  la  IC50. 

Esponjas Hyatella  intestinalis 
acetato 2.0445 
isopropanol 2.0484 

Mycale  parishii 
acetato 3.9439 
isopropanol 2.9662 

Dysidea  sp. 
acetato 0.9366 
isopropanol 1.0016 

acetato 18.3937 
+isopropanol 

acetato 5.5971 
isopropanol 19.7062 
Gorgonias 

Chondrosia  chucalla 

Aplysina  sp. 

0.5153 
0.6194 

2.2361 
O. 9902 

O. 1839 
0.2029 

14.4272 

4.7124 
13.7804 

Lophogorgia  rígida 
acetato 9.7640  0.0003 
+isopropanol 

acetato 9.6826  8.1911 
isopropanol 72.0094  54.8756 

Lophogorgia  sp. 
acetato 0.2501  0.0051 
isopropanol l. 1390  0.251 8 

Lophogorgia  peruana 

Pacifigorgia  adamsii 
+ acetato 
isopropanol 14.7550  10.8663 

acetato 1.4691  0.4330 
isopropanol 11.7879  8.1883 

Muricea  spl 

L.S compICso 

Clg/m I estadístico critico 95% 
valor valor 

3.2622 1  .o01  9  4.1237 
4.1427 

5.7786 1.3296  2.7846 
5.7818 

2.1031 1 .O694  6.1  294 
2.1452 

22.9705 

6.3214 
23.9641 

0.6 

1 1 .' 

174 

4036 
94.6588 

1.2231 
2.5833 

19.2420 

2.6788 
15.91  53 

* 3.5208  1.3720 

* 7.437  1.3756 

4.5542  33.5838 

* 8.0289 2.75870 



La  comparación  de  las LC5Os  de inhibición  de la divisidn  celular, mOStr6  que 

existían  diferencias  significativas (pcO.05)  en la  toxicidad  de  ambos  extractos  para 

las  especies Aplysina sp., Lophogorgia  peruana y Muricea  spl siendo m& t6xico  el 

de  acetato  de  etilo  (Tabla 1). 

El resultado  de  las ANOVAS de  tres  vías  indicó  que  el  factor  especie  por  si  solo 

no fue  un  factor  significativo  para  explicar  las  diferencias en cuanto  a  la toxicidad, 

pero los factores  más  importantes, y responsables  en  mayor  medida  de  las 

diferencias  significativas  entre los diferentes  tratamientos,  individualmente  fueron 

el factor  extracto  (ligado  a  especie)  (pcO.00001) y concentracidn (pcO.00001). 

Tambien,  fue  importante  la  interacción concentracidn-extracto(especie) 

(p<O.OOOl). Es decir, el primer  factor  nos  indica  que el extracto  es  tóxico 

dependiendo  de la especie  en  cuestión,  por  que  cada  extracto  es  de  una  especie 

diferente y la segunda,  nos  indica  que  el  extracto  es  tóxico  dependiendo  de  las 

concentraciones  ensayadas  (Tabla 2). 

Tabla 2. - Resultados  de  las ANOVAS de  tres  vías  para el bioensayo  división  en 
Echinometra  vanbrunti. Factores:  especies  (1 O niveles),  extractos (2 niveles, 
ligados  a  especie),  concentración (6 niveles,  ortogonal  a  especie  y  extracto). 

Factores SS 

Especie 

12445.697 RESIDUOS 

22372.294 Con X ex(esp) 

1751  4.671 Esp  X  co 

247564.632  Concentración 

2731  8.648 Extracto(sp) 

2021  9.794 

TOTAL 347435.739 

-~ ~ 

MS F 

2246.6438 

447.4459 

0.87 389.21  49 

1 10.66 4951  2.9265 

79.02 2731.8648 

0.82 

34.571 4 

12.94 

P 1 F versus 

0.61 06 I Ex(esp) 
~~~ ~ ~ 

0.681  3 conXex(esp) 

o.oo001 I RES 

1 
479 I 
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7.4) Evaluación  de la toxicidad con el bioensayo:  Viabilidad  de 

ovocitos en Echinometra  wanbrunti. 

Este  bioensayo  fue  diseñado  para  detectar  toxicidad  aguda, y valoró  la 

viabilidad  de  ovocitos  de Echinometra  vanbrunti sometidos  a los diferentes 

extractos  durante  un  tiempo  fijo  (1  hora)  para  ser  fertilizados  posteriormente.  La 

toxicidad  se  evalu6  como  porcentaje  de  huevos  fertilizados  con  respecto  a un 

control. 

El analisis  de  varianza  de  una  vía para la esponja Chondrosia  chucalla, nos 

indic6  que solo la concentración  de  1000  pg/ml  para el extracto  con  acetato  de 

etilo  fue  significativamente  tóxica  con  respecto al control  (p<0.5). El extracto  con 

isopropanol  no  produjo  ninguna  inhibición  a  ninguna  de  las  concentraciones 

ensayadas  (Fig.7).  Con  respecto  a la esponja Hyatella  intestinalis, la 

concentración  significativamente  tóxica  con  respecto al control  fue  1000  pg/ml 

para el extracto  con  isopropanol (p<O.OOl)  (Fig.7). Para  la  gorgonia Lophogorgia 

rígida la concentración  tóxica  significativa  fue la 50 pg/ml  para  isopropanol 

(p<O.Ol),  aunque  no  se  pudo  calcular  su IC50 ya  que los datos  se  salieron  de 

rango.  Para el extracto  con  acetato  de  etilo  la  concentración  significativamente 

t6xica  con  respecto  al  control  fue  1000  pg/ml  (ICm de 1.5  mg/ml)  (Fig.7).  Con 

respecto  a  la  esponja Aplysina sp., para  el  extracto  de  acetato  de  etilo  las 

concentraciones  significativamente  tóxicas  fueron las de 5, 100  y  1000  pg/ml 

( ~ ~ 0 . 0 1  y p<0.05),  pero los valores  de  fertilización  no  permitipron  el  cálculo  de  su 

ICw. Para el extracto  con  isopropanol  la  concentraci6n  significativamente  tóxica 

con respecto al control  fue la de  100  pg/ml  (p<0.05)  (ICw  de  115.8  pg/ml). A 1000 

@m1 hubo  una  inhibición  de  la  fertilización  del  100%  (Fig. 7). 

Para la gorgonia facifigorgia adamsii las  concentraciones  que  fueron 

significativamente  t6xicas  con  respecto al control en el extracto  con  acetato de 

etilo  fueron 50 y 100 lg/ml (p<O.Ol y ~ ~ 0 . 0 5 )  (ICw  de  115.6  pg/ml),  a 1000 pg/ml 

hubo una  inhibici6n de la fertilización  del 100%. Para el extracto  con  isopropanol 
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las  concentraciones  significativamente  tóxicas  con  respecto al control  fueron 

100 y 1000  pg/ml  (p<0.05 y p<O.OI),  debido  a  que los valores salían fuera  de 

rango  no se pudo  calcular su IC50 (Fig.8). Con  respecto  a la esponja Dysidea sp., 

en el extracto  con  acetato  de  etilo  todas  las  concentraciones  fueron 

significativamente  tóxicas  con  respecto al control  (p<O.OI, p<O.OOI y p<O.OOOI) 

(IC50  de  12.4  pg/ml).  Para el extracto  con  isopropanol solo la  concentración  de 

1000  pg/ml  resultó  ser  significativamente  tóxica ( ~ ~ 0 . 0 5 )  (IC50 de  43  mg/ml) 

(Fig.8).  Además, se encontraron  diferencias  significativas  entre  ambos  extractos, 

siendo  más  tóxico el extracto  de  acetato  de  etilo  (Tabla  3).  Para la esponja Mycale 

parishii, el extracto  con  acetato  de  etilo fue significativamente  tóxico  a  las 

concentraciones de 50 y 100  pg/ml  (p<0.05 y p<O.OI) (IC50 176.6  pg/ml). La 

concentración  de  1000  pg/ml  inhibit, por completo  la  viabilidad  de los ovocitos. 

Con  respecto al extracto  con  isopropanol,  se  obtuvieron  diferencias  significativas  a 

partir  de 50 pg/ml (p<O.OI) (IC50 17.3 pglml). Además,  a  las  concentraciones  de 

100 y 1000 pg/ml  se  obtuvo  un  porcentaje de fertilización  del 0% (Fig.8).  Para  esta 

especie se obtuvieron  diferencias  significativas  en sus IC~OS, siendo  más  tóxico el 

extracto  de  isopropanol.  Con  respecto  a la gorgonia Muricea spl, se  obtuvieron 

diferencias  1000  pg/ml  significativas  en  toxicidad  con  respecto al control para 1000 

pg/ml en ambos  extractos  (Fig.8).  En la figura 9 se  muestra  a  las  gorgonias 

Lophogorgia  peruana y Lophogorgia sp., para la primera  especie, el análisis  de 

varianza  de una vía, indicó  que  no había diferencias  significativas  con  respecto al 

control para ninguna  de  las  concentraciones,  a  1000  pg/ml  hubo una inhibición  de 

la fertilización del 100%  con  ambos  extractos  (Fig. 9). Para el acetato  de  etilo los 
datos  se  salieron  de  rango por lo que  no  fue  posible éI calculo de una IC50, para el 

extracto  con  isopropanol  (IC50  de  158 pg/ml). Para la segunda  especie, el extracto 

con  acetato  de  etilo  mostró  toxicidad  a 50, 100 pg/ml (p<0.05) y 1000  pg/ml 

(p<O.OOl) (IC50  de 51 pglml). Para el extracto  con  isopropanol solo la 

concentración  de  1000  pg/ml  fue  significativamente  tóxica  con  respecto  al  control 

(p<O.OOOI) (IC50 de  381 pg/ml). El análisis  de  sus  valores  medios (IC50) arrojó 

que  fue  significativamente  diferente  la  toxicidad  del  extracto. 
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Figura 7. -Porcentaje  medio  de  ovocitos  fertilizados  (a los 30') después  de 
haberse  sometido  a  la  presencia  del  tóxico  por 1 h. Los asteriscos,  indican los 
tratamientos  que  son  significativamente  diferentes  del  control: *p<0.05, **p<O.Ol, 
***p<O.OOl,  ****p<O.OOOl. Sobre la figura  se  indica  la ICso. 
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Figura 8. -Porcentaje  medio  de  ovocitos  fertilizados  (a los 30') después  de 
haberse  sometido  a  la  presencia  del  tóxico  por  1  h. Los asteriscos,  indican los 
tratamientos  significativamente  diferente  del  control:  *p<0.05,  **p<O.Ol, 
***p<O.OOl,  ****p<O.OOOl. Sobre  la  figura  se  indica  la ICso. 
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Figura 9. -Porcentaje medio  de  ovocitos  fertilizados (a los 30') despues  de 
haberse  sometido a la presencia  del  t6xico  por 1 h. Los asteriscos,  indican los 
tratamientos  significativamente  diferente  del  control: *pcO.OS, **p<O.Ol, 
***p<O.OOl,  ****p<O.OOOl . Sobre  la  figura  se  indica la ICw. 



Tabla 3. - Concentración  media  de  inhibición ( I & )  de la fertilización  de  ovocitos 
de Echinometra  vanbrunti a los 30' de  exposici6n  al  t6xico.  Limites  del  intervalo  de 
confianza al 95%, y valor  del  estadístico  obtenido  en  la  comparaci6n  de  medias. 

* representa  diferencias  estadísticas (p. 0.05),  (L.1,  limite  inferior; L.S, limite  superior;  complCso 
comparaci6n  de  ICw). + Símbolo  datos  fuera  de  rango  para 61 calculo  de  la  ICw. 

G o  L. I 

Esponjas 
d m 1  d m 1  

Chondrosia  chucalla 
+ acetato 
+ isopropanol 

acetato  10264.4765  3227.71 11 
+ isopropanol 

Mycale  parishii 
acetato  176.7264  146.521  6 
isopropanol  17.2940  14.8647 

acetato  12.3796  5.8799 
isopropanol  43020.8437  6678.5361 

+acetato 
isopropanol 1 15.7561  94.2975 

Hyatella  intestinalis 

Dysidea sp. 

Aplysina sp. 

Gorgonias 

IC50 L.1 
d m 1  N m l  

Lophogorgia  rígida 
acetato  151  9.8453  972.6471 
+ isopropanol 

+ acetato 
isopropanol  158.0042  132.0432 

Lophogorgia  sp. 
acetato  51.2397  39.31  81 
isopropanol  380.801  1  303.5076 

acetato  11  5.6006  90.5259 
+ isopropanol 

acetato  1562.8962  923.4468 
isopropanol  288.9600  230.0345 

Lophogorgia  peruana 

Pacifigorgia adamsii 

Muricea spl 

L.S 

M m l  

20721  9.7031 

228.001  5 
20.1  31  9 

21.1  808 
6447962.5 

144.551  9 

compICSO 

valor 
ertadistico 

* 10.2189 

' 3475.1401 

valor 
critico 95% 

1.3081 

11.6822 

L.S compIC9 
valor valor 

M m l  estadístico critico 95% 

301  7.7956 

I 

196.3480 

67.41  94 ' 7.431  7 
469.701 6 

151 .O71  9 

3494.8740 ' 5.4087 
365.1  809 

1.41  47 

2.0413 
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En  resumen, el análisis  de los valores  medios (IC50) indica  que  las  especies 

que  mostraron  diferencias  significativas  entre  sus  extractos  (acetato  de  etilo  e 

isopropanol)  fueron:  las  esponjas Mycale  parishíí y Dysidea sp., así  como  las 

gorgonias Lophogorgia sp. y Muricea spl. (Tabla 3). 

El resultado  de  las  ANOVAS  de  tres  vías  indicó  que  el  factor  especie  no  fue 

significativo  por  si solo, ya  que  individualmente  los  factores más importantes, 

responsables en mayor  medida  de  las  diferencias  significativas  entre los diferentes 

tratamientos,  fueron  extracto(especie) (p<O.OOOOl) y  concentración (p<O.OOOOl). 

También,  fue  importante la  interacción concentración-extracto(especie) 

(p<O.OOOl); es  decir,  el  extracto es  tóxico  dependiendo  de  la  concentración 

ensayada,  por  que  cada  extracto  es  de  una  especie  diferente  y  el  factor 

concentración,  nos  indica  que  el  extracto  es  tóxico  dependiendo  de  las 

concentraciones  ensayadas  (Tabla 4). 

Tabla 4. - Resultados  de  las  ANOVAS  de  tres  vías  para  el  bioensayo  fertilización 
en Echinometra vanbrunti. Factores:  especies ( I O  niveles),  extractos (2 niveles, 
ligados  a  especie),  concentración (6 niveles,  ortogonal  a  especie  y  extracto). 

Factores 1 SS 1 DF 1 MS 1 F 1 P I F  versus I 
I I 

Especie Ex(esP) 0.5789 0.87 1641.0165  9  14769.1486 

Extracto(esp)  118891.1842  110 1 1889.1184 1 55.72 1 0.00001 I RES I 
Concentración 

239  162197.682 TOTAL 

33.9029 120 4068.3440 RESIDUOS 

RES 0.00001 11 .O2 373.5288 50 18676.4396 Con X ex(esp) 

conXex(esp) 0.3104 1.15  430.8980 45  19390.41  17 EspX  co 

conXex(esp) 0.00001 46.26 17280.4309 5 86402.1547 
~~ ~~ 
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7.5) Evaluación de la  toxicidad  con  el  bioensayo  capacidad de 

eclosión  de  embriones de Arternia sp. 

Este  bioensayo  se  utilizó  para  valorar  la  toxicidad  de los extractos en embriones 

de Arternia sp.  descapsulados  químicamente, y cultivados en presencia  del  tóxico. 

Para  la  esponja Aplysina sp., el  análisis de  la  varianza  de  una  vía  para el 

extracto  de  acetato  de  etilo,  indicó,  que  se  comienza a detectar  toxicidad  a  las  12 

h de  exposición  (1000  pg/ml,  pc0.05, LC50  de  1.1  mg/ml). A las  24  y  48  h  se 

registra  toxicidad  a  partir  de  la  concentración  menor  ensayada (5 @ml, p<0.05). 

Para  el  extracto  de  isopropanol,  a  partir  de  las  12 h hubo  toxicidad  en  la 

concentración  de 1 O00 p$ml  (pcO.05  12 h) (Fig.1 O). El análisis  de la 

concentración  media  letal  a  las  12  h  indicó  diferencias  entre  ambos  extractos 

(pc0.05)  siendo  más  tóxico el extracto  de  isopropanol  (Tabla 5). Además en el 

análisis  de la comparación  de la concentración  media  letal  para  isopropanol  (12, 

24,  48  h)  indicaron  que  hubo  diferencias  significativas  entre  el  tiempo  de 

exposición  (12-48 h)  (p<0.05)  (Tabla  7). 

Con  respecto  a la esponja Mycale parishii, para el  extracto  de  acetato  de  etilo 

no se  observaron  diferencias  significativas  durante  las  primeras  12 h de 

tratamiento  a  ninguna  de  las  concentraciones  probadas. A las  24  horas,  se 

observa  toxicidad  a  partir  de la concentración  de  100  pg/ml  (p<O.Ol)  (LC%  de  3.6 

mg/ml  12  h,  LC%  de  10.7  mg/ml 24 h, LCw de  305  mg/ml  48  h). El extracto  con 

isopropanol  a  las  12  h  fue  tóxico  desde la concentración de 100 pg/ml (pq0.01) 

(LCm de 99.3 pg/ml). A las  24  horas  fue  tóxico  desde  la  concentración  de  10  pg/ml 

(p<0.05) a  1000  pg/ml (p<O.OOOl)  (LCs  de  127.4 pg/ml). A las  48  h  de  exposición 

hubo  toxicidad  desde la concentración  de 50 pg/ml (24 h, LCso  de  136.7 pg/ml48 

h)  (Fig.10).  En el análisis  de  la  comparación de la  concentración  media  letal a las 

12 y  48  h  para  acetato  e  isopropanol  arroja  diferencias  significativas  entre  ambos 

( ~ ~ 0 . 0 5 )  siendo  más  tóxico  el  extracto  de  isopropanol  (Tabla 5 y 7). 



Aplydna sp. 

LC5012hrs483I@ml 

LC5024 hrs 1 5 4 1  W m l  

LC50 48 hrs 208.6  ug/ml 

LC50 12  hrs 1.1 mgml 

'Oo 1 T 

3 80 h 

M ycale par¡&¡¡ 

LC50 12  hrs 3.6 mgml LC50 12 hrs 99.3  I@ml 
LC50 24hrs 10  7 mdml LC50  24 hrs  127 4 @m1 
LC50 48 hrs 305.5 mwml LC50 48 h n  1367 ug/ml 

100 

80 - 
0 7 0  
Q) 

u 50 
2 40 

30 

o) 60 

6 
U c 20 
b 1 0  

acetato isopropanol 

Figura 10. -Porcentaje  medio  de  eclosión  de  embriones  de Artemia sp.  a  las 12, 
24 y 48 hrs.  de  haberse  sometido  a  la  presencia  del  tóxico.  La  barra  de  error 
representa la desviación  estAndar.  Los  asteriscos  indican los tratamientos 
significativamente  diferentes  del  control: *p<0.05,  **p<O.Ol, ***p<O.OOl, 
****p<O.OOOl . Sobre  la  figura  se  indica la LCrn. 
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Los extractos  de  la  esponja Hyatella  intestinalis indujeron  toxicidad  desde  las  12 

h de  exposición:  a  partir  de 50 pg/ml (p<O.OOl) para  el  acetato  de  etilo y de  1000 

pgml (p<O.OOl) para  el  extracto  de  isopropanol  (Fig.  11) y se  encontraron 

diferencias  significativas  entre  las LCss de  ambos  extractos  a  partir  de  las  24 h de 

exposición,  resultando  más  tóxica la fracción  isopropanólica  (p<0.05)  (Tabla  6). 

Además,  se  encontraron  diferencias  significativas  entre  las LCWs a las  12,  24 y 48 

h para acetato  e  isopropanol ( ~ ~ 0 . 0 5 )  (Tabla 8). 

De igual manera,  para la esponja Chondrosia chucalla se  detectó  toxicidad 

desde  las  12  h  de  exposición  a  partir  de 50 pg/ml  para ambos  extractos. A las  24  h 

se  observo  toxicidad  a  partir  de  la  concentración  de  100  pg/ml ( ~ ~ 0 . 0 5 )  para  el 

isopropanol y a  las  48 h se  encontraron  diferencias  significativas  en la 

concentración  de 1000 pg/ml  (p<0.05)  para el extracto  de  isopropanol (LC= de 

194.5  pg/ml  12  h, LCm de  182.64 mum124 h, LCso de  585 mg/ml48 h) (Fig. 11). 

No se  observaron  diferencias  significativas  entre  las LC& de  ambos  extractos  a 

las  12,  24 y 48  h  de  exposición  (Tabla 5, 6,  7).  Además  el  análisis  de la 

comparación  de  las LC& indicó  que  hubo  diferencias  significativas  para 

isopropanol  entre  las  12 y 48  h  de  exposición  (p<0.05)  (Tabla 8). 

Para  la  esponja Dysidea sp.,  se  detectó  toxicidad  a  partir  de  las  12  h  de 

exposición  para  ambos  extractos, y a  partir  de 50 pg/ml  (p<0.05).  Para  el  extracto 

de  acetato (LCw de  59.3  pg/ml  12  h, LC50 de  171.9  pg/ml  de  24  h y LC50 de 62 

mg/ml  de  48  h).  Debido  a  que los datos  se  salieron  del  rango  de  las 

concentraciones  ensayadas  no  se  pudo  calcular  las LCws del  extracto  de 

isopropanol  (Fig.  12).  Además  en  el  análisis  de  la  comparación  de  la  concentración 

media  letal  para  acetato  indicó  que  hubo  diferencias  significativas  entre los 

tiempos  12 y 24  h  (p<0.05)  (Tabla  8). 

Con  respecto  a  la  gorgonia Pacifigorgia adarnsii, para  el  extracto  de  acetato  de 

etilo  a  partir  de  las  12  h se  registro  toxicidad,  a  partir  de  la  concentración  de  1 O0 
pg/ml (p<O.OOOl) (LC50 313  pg/ml  12 h, LC% de 354.6 pg/ml24 h y LC= de  440.2.6 

pg/ml).  Para  el  extracto  de  isopropanol  la  toxicidad  se  registró  a  partir  de  10 pg/ml 
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Hyatella lntedlnalls 

LC50 12  hrs 23.8 uQ/ml LC50 12  hrs 60.5 W m l  
~ C 5 0 2 4  hrs 10.4mg/ml LC5024 hrs lW.9  Wml 

LC5048hrs 1.7  mg/ml LC50 48 hre 447.8 uplml 

acetato isopropanol 

Chondrode  chucalla 

LC50 12  hrs 462 U r n 1  LC50 12  hrs  194.5 @m1 

3 100 
LC50  24  hrs182.6 mgml 

LC50 48 hrs 585 mdml 
a 
O 80 

O 48HRS acrttato isopropanol 
c 

Figura 11. -Porcentaje  medio  de  eclosión  de  embriones  de Artemia sp. 
sometidos  a la  presencia  del  tóxico,  por  un  periodo  de 12, 24 y 48 hrs.  La  barra  de 
error  representa  la  desviación  estándar,  Los  asteriscos  indican los tratamientos 
significativamente  diferentes del control:  'pcO.05, **pcO.Ol, ***p<O.OOl, 
****p<O.OOOl.  Sobre  la  figura  se  indica  la  LC50. 
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Dydden ep. 

LC50 12  hrs  59.3 Wrnl 
LC50 24 hrs  171.9 Wml 
LC50 48 hrs 62 rng/rnl 

8 80 

acetato isopropanol 

Psclflgorgls sdsmdl 

LC50 12  hrs 3132 Wrnl 
LC50 24 h n  354.6 Wrnl 

c 100 ? LC50 48 hrs 4402ug/rnl 
% 0 0 4  

LC50 24 hrs 159.5 Wml 

acetate 
I -  

isopropanol *, 

Figura  12.  -Porcentaje  medio de eclosión  de  embriones  de Artemia sp.  sometido 
a la presencia  del  tóxico,  por  un  periodo de  12, 24 y 48 hrs. La  barra de  error 
representa la desviaci6n  estdndar.  Los  asteriscos  indican los tratamientos 
significativamente  diferentes  del  control: * ~ ~ 0 . 0 5 ,  **p<O.Ol,  ***p<O.OOl, 
****p<O.OOOl . Sobre la figura  se  indica la LCrn. 
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(p<0.0.5) a  1000  pg/ml (p<O.OOOl) para 12 h (p<O.OOl), y debido  a  que los datos 

se  salieron  de  rango, solo se  pudo  calcular  su Les, a  las  24  h (LCm, de  159.5 

pg/ml)  a  las  48 h de  exposici6n al t6xico solo la concentracibn de 1 O00 pg/ml  fue 

significativamente  t6xica  respecto al control (p<O.OOOl) (Fig.l2), en el analisis  de 

la comparaci6n de la concentraci6n  media  letai  a  las  24  h  para  acetato  e 

isopropanol  resulta  ser  estadísticamente  diferente  (p<0.05)  siendo  más  t6xico el 

extracto  de  isopropanol  (Tabla  6). 

Para la gorgonia Lophogorgia  peruana se  detect6  toxicidad  a  partir  de  las  12  h 

de  exposición  para el extracto  de  acetato  de  etilo  en la concentraci6n  de  1000 

pg/ml ( ~ ~ 0 . 0 5 )  (LCs de  720.3  pg/ml  12 h , LC50 de  160.3 pg/ml24 h, LC50 de  5.3 

mg/ml 48  h) , para  el  extracto de isopropanol  a  las  12 h la toxicidad se detectó  a 

50 pg/ml (peO.01) y a 1000 puml (p<O.OOl) (LC= de  189  pg/ml)  en  cambio  a  las 

24 h la toxicidad  se  registró  desde 5 pg/ml ( ~ ~ 0 . 0 5 )  (LCrn de  150  pg/ml)  a  las  48  h 

la concentraci6n  significativamente  t6xica  fue 1000 pg/ml  (p<0.05) (LCm de  461.7 

pg/ml)  (Fig.  13),  en el análisis  de la comparacidn  de  la  concentracidn  media  letal 

(12, 24,  48  h)  para  acetato  e  isopropanol  indicando  que solo hubo  diferencias 

significativas  para  el  extracto de isopropanol  (24-48 h) (p<0.05)  (Tabla 9). 

Con  respecto  a la gorgonia Lophogorgia  rigida se  obtuvo  que  durante  las 

primeras 12 horas  de  tratamiento solo la concentracidn  de 1000 pg/ml de acetato 

de  etilo  fue  tóxica ( ~ ~ 0 . 0 5 )  (LC% de  213.6  pg/ml).  Con  respecto al extracto  de 

isopropanol  a  las  12 h las  concentraciones  significativamente  tdxicas  fueron  a 

partir  de 50 pg/ml  (p<O.Ol) (LCw de  42.3  pg/ml),  a  las  24 y 4d h  de  tratamiento  la 

concentraci6n  tóxica  fue  1000  pg/ml la debido  a los datos  obtenidos solo fue 

posible  calcular la LCm de  223.4 pg/ml  para  las 48 h (Fig.13).  En el analisis  de  la 

comparación  de  la  concentracidn  media  letal  a  las  12 y 48  h  para  acetato  e 

isopropanol  resultando  ser  estadísticamente  diferentes  (p<0.05)  siendo  mas  tdxico 

el extracto  de  isopropanol  (Tabla 5 y 7).  Ademhs  el  anAlisis  de la comparaci6n  de 

las LCas para los distintos  tiempos  de  exposición  para  acetato  e  isopropanol 

indico  que  hubo  diferencias  significativas  en  el  acetato  de  etilo  entre el tiempo  12 y 
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Lophogorgla  peruana 

LC50 12 hrs 720.3 u g h 1  

LC5024 hrs 160.3ug$ml 

LC50 48 h n  5.3 mum1 

LC50 12  hrs 189  ug/ml 
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Figura  13. - Porcentaje  medio  de  eclosión  de  embriones  de Artemia sp. 
sometido a la presencia  del  tóxico,  por  un  periodo  de 12, 24 y 48 hrs. La  barra  de 
error  representa  la  desviaci6n  estdndar.  Los  asteriscos  indican los tratamientos 
significativamente  diferentes  del  control: * p<0.05,  **p<O.Ol,  ***p<O.OOl, 
****p<O.OOOl . Sobre  la  figura se indica  la LCw. 
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48 h y para el extracto  de  isopropanol  12 y 24  h  (p<0.05)  (Tabla  8, 9). 

Para la gorgonia Muricea spl.,  se  obtuvo  que la fracci6n  de  acetato  de  etilo 

durante  las  primeras  12  horas de  tratamiento solo a la concentracidn  de  1000 

pglml fue  tdxica  (pq0.01)  (LCso  de 9.5 mg/ml).  En  la  fracci6n  de  isopropanol a las 

12 y 24  h de tratamiento  se  registr6  toxicidad  a  partir  de  100 pg/ml (p<0.0001) 

(LC50 de  53.4  pglml  12 h,  LC=  de  105.4. pg/ml 24  h) y a  las 48 h  a  partir de 50 

pg/ml  se  registro  toxicidad (peO.5) (LCso de  87.6  pg/ml)  (Fig.14).  En el analisis  de 

la concentraci6n  media  letal  a  las  12  h  para  acetato  e  isopropanol  resulta ser 

estadísticamente  diferente  (p<0.05)  siendo  mas  t6xico el extracto de isopropanol 

(Tabla 5). Ademas  el  analisis  de la comparaci6n  de  las  LCms para los distintos 

tiempos  de  exposici6n  para  isopropanol  indico que  hubo  diferencias  significativas 

entre el tiempo 12 y 48  h  (p<0.05)  (Tabla 9). 

Para la gorgonia Lophogorgia sp.,  se  obtuvo  que en la fracci6n  de  acetato  de 

etilo  es a partir  de  las  24  horas,  cuando  se  observa  toxicidad  en  las 

concentraciones de 100 y 1000  pg/ml  (p<0.05  a  p<O.OOl)  (LCso  de  68.3 mg/ml24 

h, LCso  de  14.1  mg/ml  48  h). Con respecto  al  extracto  de  isopropanol la toxicidad 

se  registro  a  partir  de  las  primeras  12  horas  de  exposicidn  a  partir  de  la 

concentraci6n de 50 pg/ml ( ~ ~ 0 . 0 1 )  (LC%  de 35 @m1 12  h,  LCw  de  11  15. pg/ml 

24 h,  LC=  de  126  pg/ml  48  h)  (Fig.14).  En el analisis  de la concentraci6n  media 

letal  a  las 24 h  para  acetato e isopropanol  resulta  ser  estadísticamente  diferente 

(p<0.05)  siendo  más  t6xico  el  extracto  de  isopropanol  (Tabla  6).  Ademas  el 

analisis  de la comparación de  las  LCsos  para los distintos  tiempos  de  exposici6n 

para  isopropanol  indico  que  hubo  diferencias  significativas  ehtre los tiempos  12 y 

24 h, 12 y 48 h ( ~ ~ 0 . 0 5 )  (Tabla 9). 

En resumen,  las  especies  que  mostraron  diferencias  significativas  entre  ambos 

extractos  (LCws)  a  las  12  h  fueron: Mycale  parishii,  Aplysina sp., Lophogorgia 

rigida, y Muricea spl  (Tabla 5), a  las  24  h  fueron  las  especies Hyatella sp., 

Lophogorgia sp. y Pacifigorgia  adamsii (Tabla  6), y a  las  48  horas Mycale  parishii y 

Lophogorgia  rigida (Tabla  7). 
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Figura  14. - Porcentaje  medio  de  eclosión  de  embriones  de Arfemia sp. 
sometido  a la presencia  del  tóxico,  por  un  periodo  de  12,  24 y 48 hrs. La barra  de 
error  representa la desviación  estándar.  Los  asteriscos  indican los tratamientos 
significativamente  diferentes  del  control: ~ ~ 0 . 0 5 ,  **p<O.Ol , ***p<O.OOl, 
****p<O.OOOl. Sobre  la  figura  se  indica la LCm. 
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Tabla 5. - Concentraci6n  letal  media (LC,) para  embriones  de Artemia sp.  a  las 12 
h de exposici6n  a los tbxicos.  Límites  del  intervalo  de  confianza al 95%, y valor del 
estadístico  obtenido  en la comparaci6n  de  medias. 

representa  diferencias  estadlsticas  (p< 0.05). (LA,  llmite  inferior;  L.S, limite superior; compLCSo 
comparaci6n de LCw). + datos  fuera de rango  para 61 calculo de la  LCSo 

12 hrs. 

Esponjas 

acetato 
isopropanol 

acetato 
isopropanol 

acetato 
isopropanol 

acetato 

L.1 L.S compLC9 

valor  valor 
wlml wlml &m1 ertadirtico crttico 95% 

Chondrosis ChUC8118 
46.1589  10.1380  141  3303 4.21  42  7.8635 
194.5247  55.6094 1 1  89.8380 
Hyatells  intestinails 
23.8761  8.8846  46.3444 2.5342  2.8783 
60.5068  27.7454  98.2687 
Mycaie  psrishil 
3625.8562  169.8277  77412.7734 36.506 22.3327 
99.3222  72.3605  200.0576 
Dysidea  sp. 
59.2985  36.4454  89.691 2 

6 isopropanol 

acetato 1087.401 9 106.1523 
isopropanol 48.2668  8.1017 

Aplysins  sp. 

Gorgonias 
Lophogorgis  rígids 

acetato 213.5992 108.7038 
isopropanol 42.3084 23.7507 

acetato 720.341 5 255.1  735 
isopropanol 188.9621 83.781 9 

Lophogorgis  sp. 
4 acetato 
isopropanol 34.9644  21 M91 

acetato 31  3.1  632  150.41  67 
+ isopropanol 

acetato 9470.7764  249.5567 
isopropanol 53.41 53 47.1312 

Lophogorgis  peruans 

PSCfligOrgh  8d8mSiI 

Murices Spl 

1 1  139.1  162 22.529 
1 05.1  702 

395.3789 + 5.0486 
64.4280 

8807.7939 0.2623 
470.4071 

c 

15.1358 

2.2639 

8.9833 

49.7699 

484.9943 

35941  9.81 3 177.3046  38.0322 
60.5373 
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Tabla 6. - Concentraci6n  letal  media (LCs) para  embriones  de Artemia sp. a las 24 
h de  exposici6n  a los tbxicos. Límites del  intervalo  de  confianza  al 95%, y valor  del 
estadístico  obtenido  en la comparaci6n  de  medias. 

representa  diferencias  estadisticas  (p<  0.05).  (LA, limite  inferior; L.S, limite superior;  compLCm 
comparaci6n de LCm). 
+ datos  fuera de rango  para 61 calculo  de  la  LCso 

24 hrs. L.1 

Esponjas 
llglml 

Chondrosia  chuclrlla 
+ acetato 
isopropanol 182664.3906  437.2092 

acetato  1 O41  7.3770  832.3560 
isopropanol  198.9441  125.3077 

acetato 10660.8770  11  50.8531 
isopropanol 127.4242  95.9557 

Dysidea  sp. 
acetato 171.8612  101.9430 
+isopropanol 

Aplysina  sp. 
+ acetato 
isopropanol 154.0847  98.51  57 

Hyatelia  intestinails 

Mycale parishii 

Gorgonias 
Lophogorgia  rígida 

acetato  1  834.1  662  529.6477 
+ isopropanol 

acetato 160.3006  95.381  5 
isopropanol 149.9678  83.1  41  2 

acetato 68285.2266  2549.1  475 
isopropanol  1 15.6649  92.91 38 

acetato 354.6585  21  7.2366 
isopropanol 159.4775  122.2544 

Muricea  spl 
+ acetato 
isopropanol 105.3782  69.31  13 

Lophogorgia  peruana 

Lophogorgia  sp. 

Pacifigorgia  adamsii 

L.S CompLCw 

valor Valor 
estadlstico critico 95% 

7631  651  2.0 

2.0633 ' 52.3633  6.5823 
297.951  9 

31  8031  423078400 83.6645 14945583104 
176.7589 

293.1  844 

396.921  9 

136270.3281 

302.01  19 
31  8.0791 

3.3434 
159.3203 

543.7234 
226.9409 

160.21  30 

1 .o689  2.4302 

4 
c 590.371  2  13.5825 

' 2.2239  1.7405 
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Tabla 7. - Concentraci6n  letal  media  (LCN)  para  embriones de Arternia sp. a las 48 
h de exposicih a los  tbxicos.  Límites  del  intervalo  de  confianza al 95%, y valor  del 
estadístico  obtenido en la  comparaci6n  de  medias. 

representa  diferencias  estadlsticas  (p< 0.05). (LA, limite  inferior; L.S, limite superior;  mmpLCm 
comparaci6n de LCw). 6 datos  fuera  de  rango  para 61 calculo  de la LCso 

48 hn. 

Esponjas 

+ acetato 
isopropanol 

acetato 
isopropanol 

acetato 
isopropanol 

acetato 
isopropanol 

4 acetato 
isopropanol 
Gorgonias 
acetato 
isopropanol 

acetato 
isopropanol 

acetato 
isopropanol 

acetato 
6 isopropanol 

6 acetato 
isopropanol 

LC50 L.1 

d m 1  
Chondrosia  chucalla 

584955.3750  954.9289 
Hyatella  intestinalis 
1727.5479  530.0747 
447.7708  68.01 38 
Mycale parlshil 
305732.469  328.6949 
136.7250  103.2707 
Dyddea  sp. 
61 56.8369  801.6500 
183.2571  43.3220 
Aplysha sp. 

208.5694  136.0345 

Lophogorgia  rígida 
16712  1695.5441 
223.3756  156.5457 
Lophogorgia  peruana 
5295.5874  931.3928 
461.6900  276.9370 
Lophogorgia  sp. 
141  42.231  4  1875.9768 
125.9736  102.1843 
Pacifigorgia  adamsii 
440.2063  277.7799 

Muricea spl 

87.61 O6 65.9558 

L.S 

358322784 

48942.3008 
670.5770 

2843741  76 
190.5726 

57881  51  04 
775.1983 

304.4928 

3.7784 
307.4865 

3036256.2500 
937.3461 

381  64728.oooO 
166.1326 

705.7873 

1  16.9041 

compLC9 
valor valor 

estadktfco crltico 95% 

3.8581 

2236.1  123 

33.5967 51 758.8906 

=.o400 

936.5581 

74.81  57 5.1 o60 

1  1.4700  299.2970 

1  12.2634  1358.6640 
c 
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Tabla 8. - Comparaci6n  de  la  concentracibn  letal  media  (compLCso)  para 
embriones  de Artemia sp. a  las 12, 24 y 48 h de  exposici6n  al  t6xico.  Se  indica el 
valor  del  estadístico  obtenido  en la comparaci6n  de  medias y el valor  crítico  al 
95% para  cada  especie  comparada. 

representa  diferencias  estadlsticas  (p< 0.05). (LA, limite  inferior;  L.S,  limite  superior;  compLC%, 
comparaci6n  de  LC%). 

Esponjas 

12 hrs. 
24 hrs. 

24 hrs. 
48 hrs. 

12 hrs. 
48 hrs. 

12 hrs. 
24 hrs. 

24 hrs. 
48 hrs. 

12 hrs. 
48 hrs. 

12 hrs. 
24 hrs. 

24 hrs. 
48 hrs. 

12 hrs. 
48 hrs. 

12 hrs. 

24  hrs. 

24 hrs. 

48 hrs. 

12 hrs. 

48 hrs. 

isopropanol 
isopropanol 

isopropanol 
isopropanol 

isopropanol 
isopropanol 

acetato 
acetato 

acetato 
acetato 

acetato 
acetato 

isopropanol 
isopropanol 

isopropanol 
isopropanol 

isopropanol 
isopropanol 

acetato 

acetato 

acetato 

acetato 

acetato 

acetato 

LC50  L.1 
N m l  N m l  

Chondrosia  chucalla 
194.5  55.6 
182664.4  437.2 

182664.4 437.2 
584955.4 954.9 

194.5247  55.6094 
584955.3750  954.9289 
HyateNa intestinalis 
23.8761  8.8846 
1 O41  7.3770  832.3560 

1 O41 7.3770  832.3560 
1727.5479  530.0747 

23.8761 8.8846 
1727.5479 530.0747 

60.5068 27.7454 
198.9441 125.3077 

198.9441 125.3077 
447.7708 68.01 38 

60.5068  27.7454 
447.7708  68.01 38 
Mycale parlshii 
3625.8562  169.8277 

L.S 

llglml 

11  89.8 
7631  651  2.0 

76316512.0 
358322784.0 

1  189.8380 
358322784 

46.3444 
2.0633 

2.0633 
48942.3008 

46.3444 
48942.3008 

98.2687 
297.951  9 

297.951  9 
670.5770 

98.2687 
670.5770 

7741  2.7734 
31  8031  423002 

10660.8770  1  150.8531  8 

compLC9 
valor estadlstico 

939.0293 

3.2 

3007.1 005 

436.3098 

6.0301 

* 72.3547 

- 3.288 

2.2507 

7.4003 

2.9402 

10660.8770  1  150.8531  31  8031423 28.6800 

305732.4688  328.6949 O 
2843741  76.000 

3625.8562  169.8277  7741  2.7734 84.3200 

305732.4688  328.6949 O 
2843741  76.000 

valor critico 95% 

51  0.8 

6697.6 

740.21  37 

7.51 33 

27.4791 

17.8931 

2.1719 

4.31  51 

4.6523 

18202732544 

3961  81 9-6 

1789.0741 
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Continuaci6n  Tabla 8. 

LC50  L.1 L.S eompLC9 
Esponjas Vrlor critlco 

d m 1  d m 1  d m 1  valor estadlrtico 9596 
Mycak parlshli 

12 hn. Isopropanol 99.3222  72.3605  200.0576 1.2829  1.8386 
24 hrs. Isopropanol 127.4242  95.9557  176.7589 

24 hrs. Isopropanol 127.4242 95.9557 176.7589 
48 hrs. Isopropanol 136.7250 103.2707 190.5726 

1 .O730 1 S 1 9  

12 hrs. Isopropanol 99.3222 72.3605 200.0576 1.3766 1 m95 
48 hrs. Isopropanol 136.7250 103.2707 190.5726 

12 hrs. acetato 59.2985 36.4454 89.691  2 * 2.8982  2.0027 
24 hrs. acetato 171.8612 101.9430 293.1844 

Dysldea  sp. 

24 hrs. acetato 171.861  2  1  01.9430  293.1 844 35.8245  4782.6035 
48 hrs. acetato 61  56.8369  801.6500  57881  51 04.oooO 

12 hso. acetato 59.2985 36.4454 89.691  2 103.8279  47455.9336 
48 hrt. acetato 61  56.8369 801.6500 57881  51 04.ooOO 

12 hrs. isopropanol 48.2668 8.1 O1 7 1  05.1  702 3.1  923  4.8580 
24 hrs. isopropanol 154.0847 98.51  57 396.921  9 

Aplyslna  sp. 

24 hrs. isopropanol 154.0847  98.51  57  396.921  9 1.3536  2.2975 

48 hrs. isopropanol 208.5694  136.0345  304.4928 

12 hrs. isopropanol 48.2668  8.1 O1 7  1  05.1  702 4.321 8 4.3059 
48 hrs. isopropanol 208.5694  136.0345  304.4928 
Gorgonias 

12 hrs. acetato 21  3.5992  108.7038  395.3789 8.5870  41.1  422 

. .  

Lophogorgia  rigld8 c 

24 hrs. acetato 183.1 662 529.6477  136270.3281 

24 hrs. acetato 1834.1  662  529.6477  136270.3281 9.1115  54.21 o1 
48 hrs. acetato 1671  2  1695.5441  3.7784 

12 hrs. acetato 21  3.5992  108.7038  395.3789 78.24 5.5894 
48 hn. acetato 1671  2  1695.5441  3.7784 
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Tabla 9. - Comparaci6n  de la concentracibn  letal  media  (compLCw)  para 
embriones  de Atfemia sp. a  las 12,  24 y 48 h de  exposici6n  al  t6xico. Se indica el 
valor  del  estadístico  obtenido  en  la,  comparaci6n  de  medias y el  valor  crítico  al 
95% para  cada  especie  comparada. 

reDresenta  diferencias  estadlsticas  (p< 0.05). (LA, limite  inferior; L.S, limite  superior;  compLCw, 
comparacibn  de LCw). 

Gorgonias 

12 hrs. 
24  hrs. 

12 hrs. 
24 hrs. 

24  hrs. 
48 hrs. 

12  hr.s 
48 hrs. 

12 hrs. 
24 hrs. 

24  hrs. 
48 hrs. 

12 hrs. 
48 hrs. 

24 hrs. 
48 hrs. 

12 hrs. 
24 hrs. 

24  hrs. 
48 hrs. 

12 hrs. 
48 hrs. 

12 hrs. 
24 hrs. 

isopropanol 
isopropanol 

acetato 
acetato 

acetato 
acetato 

acetato 
acetato 

isopropanol 
isopropanol 

isopropanol 
isopropanol 

isopropanol 
isopropanol 

acetato 
acetato 

isopropanol 
isopropanol 

isopropanol 
isopropanol 

isopropanol 
isopropanol 

acetato 
acetato 

LC50  L.1 

N m l  N m l  
Lophogorgia  rígida 
42.3084  23.7507 
223.3756  156.5457 
Lophogorgia  peruana 
720.341 5 255.1  735 
160.3006  95.381 5 

160.3006 95.381 5 
5295.5874 931.3928 

720.3415 255.1735 
5295.5874 931.3928 

188.9621 83.781  9 
149.9678 83.1  41  2 

149.9678 83.141  2 
461.6900 276.9370 

188.9621  83.781  9 
461.6900  276.9370 
Lophogorgia  sp. 
68285.2266  2549.1475 
141  42.231  4  1875.9768 

34.9644 21.8891 
1  15.6649 92.91  38 

11  5.6649 92.91  38 
125.9736 102.1  843 

34.9644  21.8891 
125.9736  102.1843 
Pacifigorgia  adamsii 
31  3.1  632  150.41  67 
354.6585  21  7.2366 

L.S 

N m l  

64.4280 
307.4865 

8807.7939 
302.01  19 

302.01  19 
3036256.25 

8807.7939 
3036256.25 

470.4071 
31  8.0791 

31  8.0791 
937.3461 

470.4071 
937.3461 

3.3434 
381  64728.0000 

49.7699 
159 

159 
1  66.1326 

49.7699 
166.1  326 

484.9943 
543.7234 

compLCSo 

valor estadlstico valor critico 95% 

I 

5.2797 

4.4937 

33.0353 

7.351 5 

1.2600 

* 3.0786 

2.4433 

4.8285 

3.3081 

1 .o891 

*3.6029 

1.1  325 

1.831 3 

8.1 609 

298.1 548 

41 0.271 4 

2.991  6 

2.4897 

2.8868 

2127.7900 

1.6369 

1.4384 

1.6144 

2.1225 
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Continuaci6n  Tabla 9. 

24 hrs. 
48 hrs. 

12 hm. 
48 hrs. 

12 hrs. 
24 hrs. 

24 hrs. 
48 hrs. 

12 hrs. 
48 hrs. 

acetato 
acetato 

acetato 
acetato 

isopropanol 
isopropanol 

isopropanol 
isopropanol 

isopropanol 
isopropanol 

354.6585  21  7.2366 
440.2063  277.7799 
Pacifigorgia adamsii 
31  3.1632  150.41  67 
440.2063  277.7799 
Muricea spl 
53.41  53  47.1312 
105.3782  69.31  13 

105.3782 69.31 13 
87.61 O6 65.9558 

53.41  53 47.1312 
87.61 O6 65.9558 

543.7234 1.241 2 1.9240 
705.7873 

484.9943 1.4057  2.1317 
705.7873 

60.5373 1.972g  1.5484 
160.21  30 

160.21 30 1.2028  1.6609 
1  16.9041 

60.5373 1.6402  1.3667 
1 16.9041 

El anAlisis  multifactorial MANOVA demostr6  nuevamente  que los factores 

tiempo,  especie y concentraci6n  son  significativos (p<O.OOOO). Tambi6n  mostr6 

que  hay  interacciones  significativas  entre,  tiempo  y  extracto(especie),  por lo que  la 

toxicidad  para  cada  extracto  tambi6n  varía  en  funci6n al tiempo  de  exposici6n 

(p<O.OOOO), especie y concentraci6n (p<O.OOOO), extracto  y  concentraci6n 

(p<O.OOOO), concentraci6n y tiempo  y  extracto  este u l t im ligado  a  especie 

(p<O.OOOO) (Tabla 1 O). 

I 

Tabla 10. - Resultados  de  la MANOVA para el bioensayo  porcentaje  de  eclosi6n 
de quistes  de Arternia sp.  Factores:  especies (10 niveles),  extractos (2 niveles, 
ligados  a  especie),  concentraci6n (6 niveles,  ortogonal  a  especie y extracto) y 
tiempo (3 niveles,  ortogonal a especies  y  concentracibn). 



Lo que  nuevamente  demuestra,  como  en  el  bioensayo  anterior,  que  el  tiempo 

de exposici6n es significativo  e  influye  en los resultados. El analisis  de  las SNK 

nos dice  que la toxicidad es diferente  en  cada  uno  de los tiempos  de  exposici6n 

ensayados  y  que  la  toxicidad se comienza  a  detectar  a  las  12  horas  de  exposicidn: 

porcentaje  de  eclosi6n  a  las 48  h  (48.71, SD 0.70),  24  h  (42.63, SD 0.69) y 12  h 

(29.27, SD 0.66). 

7.6) Evaluación  de la toxicidad  con  el  bioensayo  Supervivencia  de 

nauplios 1 de Artemia sp. 

En  este  bioensayo se sometieron  poblaciones  de  nauplio  1  de Artemia sp. a los 

tdxicos para evaluar  posteriormente  la  toxicidad  como  mortalidad  con  respecto  a 

un control  a  las 12, 24 y 48  horas  de  exposici6n.  En  algunos  casos  debido a la 

naturaleza de  los  datos  registrados  no  se  pudieron  utilizar  por  que  en los controles 

hubo mas  animales  muertos  que  en  las  concentraciones  ensayadas. 

El analisis  de  varianza  de  una  vía,  nos  indicd  que,  para la esponja Mycale 

parishii, la toxicidad  se  detecto  a  partir  de  las  48  h  de  exposici6n, en el extracto  de 

acetato de etilo  desde la concentraci6n  de 5 pg/ml (p<0.05)  (LC50 de  13.86  pg/ml), 

siendo  totalmente  t6xico  desde la concentracidn  de 50 hasta la de  1000  pg/ml, 

donde  hubo  una  inhibici6n  de  la  supervivencia  del  100%.  Para el extracto  con 

isopropanol  no se  registraron  concentraciones  tdxicas,  sin  embargo la LC50 s610 se 

pudo calcular  a  las  12  h (LC50 de  137.6  mg/ml)  (Fig.15) I 

Para la esponja Aplysina sp. los extractos  tanto  de  acetato  de  etilo  como el de 

isopropanol no fueron  significativamente  t6xicos  a  ninguna  hora  (Fig.15). 

En  la figura  16  estan  representados los resultados  de  las  esponjas Hyafella 

intestinalis y Chondrosia chucalla. Para la primera  esponja  encontramos  que la 

concentracidn  1000  pg/ml  para  el  extracto  de  acetato  de  etilo  fue 

significativamente  t6xica  a  las  24  h ( ~ ~ 0 . 0 1 )  (LCw 1.5  mg/ml), la fracci6n  de 

isopropanol  a  1000  pg/ml  fue  significativamente  t6xica  a  las  12 y 24  h  de 
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exposici6n  (pc0.05).  Para  la  segunda  esponja  en el extracto  de  isopropanol  no 

hubo  concentraci6n  significativamente  t6xica  a  las  12,  24 y 48 h  de  haberse 

expuesto  a los extractos, solo a las 48  horas  en la  concentraci6n  de  100  pg/ml 

hubo solo un  20%  de  supervivencia. El cAlculo  de  las LCms no  se  pudieron  realizar 

debido  a  que los datos  se  salieron  de  rango. 

Con respecto  a  la  esponja Dysidea sp.,  el  analisis  de  varianza,  nos  indic6 

ausencia  de  toxicidad  en  las  distintas  concentraciones  ensayadas  de  ambos 

extractos  en los tres  tiempos  analizados  (Fig.  17).  Para  la  gorgonia Pacifigorgia 

adamsii, la  fracci6n  de  acetato  de  etilo  a  las  12  h  fue  significativamente  tdxica  a 

partir  de  la  concentracidn  de 50 pg/ml (pcO.0001) (LCm de  12.7  pg/ml), a  las  24  h 

fue  t6xica  a  partir  de 10 pg/ml (pcO.05) (LC% de 34.5 pg/ml), y a las  48  h a 5 pg/ml 

fueron  significativamente  toxicas  con  respecto  al  control  (pcO.0001) (LCm de  12.7 

pglml).  Para el extracto  de  isopropanol a las 12 h de  exposicidn  no  hubo 

concentraciones  significativamente  t6xicas  con  respecto al control (LCw de  269 

mglml),  pero a las  24  h la concentracibn  de 1000 pg/ml  fue  significativamente 

t6xica  con  respecto al control (pcO.01) (LC50 de  632.6  pg’ml). A las  48  h  de 

exposici6n al t6xico  se  registr6  toxicidad  a  partir  de  la  concentraci6n  de 50 pgml 

(p<O.OOOl) (LCm de  23.3 d m l )  (Fig.17). El analisis  de  sus  valores  medios (LCm) 

nos indica  diferencias  significativas  entre  ambos  extractos a las  24 y 48 h de 

exposici6nl  siendo  mas  tdxico  el  extracto  de  acetato  de  etilo  (Tablas  12,13). 

Ademas  en el analisis  de la comparaci6n  de  las LC+ para  ambos  extractos  indicb 

que  hubo  diferencias  significativas  entre los 3  tiempos  para el extracto  de  acetato 

de  etilo y entre  12 y 28,  24 y 48 h  para el de  isopropanol  (Tabla  14). 

Para la gorgonia Lophogorgia  peruana, la  toxicidad  comienza  a  detectarse  en el 

extracto  de  acetato  de  etilo  a  partir de  las  24 h de  exposici6n,  en  la  concentraci6n 

de 1000  pg/ml  (pcO.01) (LCm de  529.9  pg/ml). A las  48 h se  registra  toxicidad  a 

partir  de  la  concentraci6n  de  10 M m l  pero  debido  a  que los datos  salieron  de 

rango  no  fue  posible  hacer el calculo  de  su LC=. Para la  fracci6n  isopropan61ical a 

las  12  h  no  hubo  concentraci6n  significativamente  t6xica  con  respecto al control 

(LCw 5.4  mg/ml), a  las  24  h  la  concentraci6n  significativamente  t6xica  fue  la  de 
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1000  pg/ml (p<O.OOOl)  (LC% de  252.6  pg/ml)  (Fig.18). El analisis  de  sus  valores 

medios  (LC%)  nos  indica  que  a  las  24  h  de  exposici6n  a los extractos  fue 

significativamente  diferente la toxicidad  del  extracto  con  acetato  de  etilo  y la del  de 

isopropanol,  siendo  mas  t6xico  el  extracto  de  isopropanol  (Tabla  12).  Adem& en 

el analisis de la comparaci6n  de  la  concentracibn  media  letal  para  acetato e 

isopropanol  (12,  24  y  48  h)  indicaron  que  hubo  diferencias  significativas  (p<0.05) 

para  acetato de etilo  entre los tiempo12  y  24  h  (Tabla  14). 

Con  respecto  a  la  gorgonia Lophogorgia  rigida la  toxicidad  se  detecto  a  las  48 

horas  de  exposicidn  en  las  concentraciones  de 5 y 1000  pg/ml (~~0 .05 ) .  Respecto 

a la fraccidn  con  isopropanol la toxicidad se detect6  a  las  24  h  en la concentraci6n 

de  1000  pg/ml (p<O.Ol)  (LC50 de 2.3  mg/ml)  (Fig.18). 

El extracto  con  acetato  de  etilo  de  la  gorgonia Muricea spl.  no  produjo  toxicidad 

hasta 24 h, a  1000  pg/ml  (p<0.05)  (LCrn  de  83.5  mg/ml 24 h). A las  12  h,  el 

extracto  de  isopropanol  registra  toxicidad  a  100 (peO.05) y  1000  pg/ml  (p<O.Ol), 

pero  debido  a que los datos  se  salieron  del  rango  no  se  pudo  calcular  su 

LCS.(Fig.19).  Con  respecto  a la gorgonia Lophogorgia sp.  no  hubo  diferencias 

significativas  paro  ninguna  concentraci6n  de  ambos  extractos  (Fig.19). 

Mediante el analisis  estadístico de los valores  medios  se  obtuvieron  las 

especies en las  que la toxicidad  vari6  significativamente  en  funci6n  del  extracto 

ensayado.  Para la especie Pacifigorgia adamsii a  las  12,  24  y  48  h el extracto  mas 

t6xico  fue el acetato  de  etilo  (Tabla 1 1,  12,  13).  Para Lophogorgia  peruana a  las 24 

h  resulto  ser  mas  t6xico el extracto  de  isopropanol  (Tabla  12).  Ademas  y el analisis 

de la comparaci6n  de la concentraci6n  media  letal  nos  indic6  que  hubo  diferencias 

significativas  entre los tres  tiempos  (p<0.05)  (Tabla  14). 

c 
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Figura 15. - Porcentaje  medio  de  supervivencia  de  nauplios 1 de Artemía sp. 
sometidos  a  la  presencia  de los tóxicos,  por  un  periodo de 12, 24, y 48 h. La  barra 
de error  representa la desviación  estandar.  Los  asteriscos  indican los tratamientos 
significativamente  diferentes  del  control: *p<0.05,  **p<O.Ol, ***p<O.OOl , 
****p<O.OOOl . Sobre la figura  se  indica  la  LCM. 
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Figura 16. - Porcentaje  medio  de  supervivencia  de  nauplios 1 de Arternia sp. 
sometidos  a la presencia  de los tóxicos,  por  un  periodo  de 12, 24, y 48 h. La  barra 
de error  representa  la  desviación  estándar.  Los  asteriscos  indican los tratamientos 
significativamente  diferentes  del  control: * p< 0.05, ** p< 0.01 , ***p<O.OOl, 
****p<O.OOOl . Sobre la figura  se  indica  la  LC50. 
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Figura 17. - Porcentaje  medio  de  supervivencia  de  nauplios 1 de Attemia 
sp.  sometidos  a  la  presencia  de los tóxicos,  por  un  periodo  de 12, 24, y 48 
h. La  barra  de  error  representa la desviación  estándar. Los asteriscos 
indican los tratamientos  significativamente  diferentes  del  control: PC 0.05, 
** p< 0.01 , ***p<O.OOl , ****p<O.OOOl . Sobre  la  figura  se  indica  la LCw. 
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Figura 18. - Porcentaje  medio  de  supervivencia  de  nauplios  1  de Attemia 
sp.  sometidos  a  la  presencia  de los tóxicos,  por  un  periodo  de  12,  24, y 48 
h. La  barra  de  error  representa  la  desviación  estAndar. Los asteriscos 
indican los tratamientos  significativamente  diferentes  del  control: p< 0.05, 
** p< 0.01,  ***p<O.OOl,  ****p<O.OOOl . Sobre la figura se indica la LCs. 
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Figura 19. - Porcentaje  medio  de  supervivencia  de  nauplios 1 de Artemia 
sp. sometidos  a la  presencia  de los t6xicos,  por  un  periodo  de 12, 24, y 48 
h. La  barra  de  error  representa  la  desviaci6n  est4ndar.  Los  asteriscos 
indican los tratamientos  significativamente  diferentes  del  control: * p< 0.05, 
**p<O.Ol,  ***p<O.OOl, ****p<O.OOOl. Sobre la figura  se  indica la LCm. 
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Tabla 11. - Concentraci6n  letal  media  (LCg)  para  nauplios 1 de Ardemia sp., a  las 
12 h de exposici6n  al  t6xico.  Limites  del  intervalo  de  confianza al 95%, y valor  del 
estadístico  obtenido  en la comparaci6n  de  medias. 

representa  diferencias  estadisticas  (p< 0.05). (LA,  limite  inferior; LS, limite  superior;  compLCSo 
comparaci6n de LCm). + slmbolo datos  fuera de rango  para 61 calculo de la LCm 

12 hrs. LC50 L.1 L.S compLC9 

EsRonias l lo lml N m l  

+ acetato 
+ isopropanol 

+ acetato 
+ isopropanol 

Chondrosia  chucalla 

Hyateiia  intestinails 

hfycale parishil 
eacetato 
Isopropanol 137542.6090  10900.1 780 721  981  76768 

+ acetato 
+isopropanol 

+ acetato 
+ isopropanol 

Dysldea  sp. 

Aplyslna  sp. 

. .  

Lophogorgia  r@ida 
+ acetato 

isopropanol 

+ acetato 
Isopropanol 5383.9678  2447.9990  24458.5700 

+ acetato 
+isopropanol 

acetato 92.8550  78.4223 1 12.3623 
Isopropanol 269023.0930  17435.2960  3750540032.oooO 

+ acetato 
+ isopropanol 

Lophogorgla  peruana 

Lophogorgia  sp. 

Pacifigorgia  adamsii 

Murices  spl 

valor valor 
estadistlco crltico 95% 

c 

2897.2341  6991.1436 



Tabla 12. - Concentraci6n  letal  media  (LC%)  para  nauplios 1 de Artemia sp.,  a  las 
24 h de  exposici6n  a los t6xicos.  Limites  del  intervalo  de  confianza  al 95%, y valor 
del  estadístico  obtenido  en la comparaci6n  de  medias. 

representa  diferencias  estadfsticas  (p< 0.05). (LA,  limite  inferior; LS, limite  superior;  compLCW, 
comparaci6n  de  LCm). + slmbolo datos  fuera  de  rango  para  61  calculo de la  LCW. 

24 hrs. 

Esponjas 

+ acetato 
+isopropanol 

acetato 
+isopropanol 

+ acetato 
+isopropanol 

+ acelato 
+isopropanol 

+ acetato 
+ isopropanol 
Gorgonias 

+ acetato 
Isopropanol 

acetato 
Isopropanol 

+ acetato 
+ isopropanol 

acetato 
Isopropanol 

acetato 
6 isopropanol 

LC50  L.1 

d m 1  
Chondrosia  chucslla 

Hyatella  Intestlnalls 
1496.9860  1003.3070 

Myde parishli 

Dysidea sp. 

Aplyslna  sp. 

Lophogorgla  ngida 

2304.0647  1427.001 O 
Lophogorgia  peruana 
529.8751  406.2060 
252.5580  205.7790 
Lophogorgla  sp. 

Pacifigorgia  adamsli 
34.4937  29.4806 
632.61 40 395.3899 
Murlcea spl 
83449.1  640  9961.721  6 

L.S compLC9 

2664.8442 

5229.4731 

726.3250 
31  6.9281 

40.3744 
798.1896 

1  6802900 

69 

2.094 1.4366 

4 

18.33%  1.4788 



Tabla 13 - Concentraci6n  letal  media  (LCa)  para  nauplios 1 de Artemía sp., a las 
48 h de  exposici6n  a los t6xicos.  Limites  del  intervalo de confianza al 95%, y valor 
del estadístico  obtenido  en  la  comparaci6n  de  medias. 

representa  diferencias  estadisticas  (p< 0.05). (LA, limite  inferior;  L.S, limite superior;  compLCw, 
comparaci6n  de  LCw). + simbolo  datos  fuera  de  rango  para O1 calculo de la  LCw. 

48 hrr. 

Esponjas 

+ acetato 
+ isopropanol 

+ acetato 
Isopropanol 

acetato 
+ isopropanol 

acetato 
+ isopropanol 

+ acetato 
+ isopropanol 
Gorgonias 
+ acetato 
+ isopropanol 

+ acetato 
+isopropanol 

+ acetato 
Isopropanol 

acetato 
Isopropanol 

+ acetato 
+ isopropanol 

L.1 

Hyatella  intestinalis 

121.2504  66.2802 
Mycaie  parishii 
13.7654  12.0692 

Dysidea sp. 
45.1  797  30.41  36 

Aplysina  sp. 

Lophogorgia  rígida 

Lophogorgia  peruana 

Lophogorgia  sp. 

47.6603  40.941  7 
Pacifigorgia  adamsii 
12.7033  9.0763 
23.31 98 19.4631 
Muricea  spl 

L.S compLC9 

221.81  07 

15.9042 

64.2396 

55.51 94 

16.8426 
27.331  1 

c 

1 .m57 

valor 
critico 95% 

1.4234 

. .  
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Tabla 14. - Comparaci6n  de la concentraci6n  letal  media  (compLC%)  para  nauplios 
1 de Artemia sp.  a  las 12, 24 y 48 h de  exposici6n  al  t6xico. Se indica el valor  del 
estadístico  obtenido  en  la  comparaci6n  de  medias y el valor  crítico al 95% para 
cada especie  comparada. 

representa  diferencias  estadisticas  (p< 0.05). (LA, limite  inferior; L.S, limite  superior;  compLCSo, 
comparacih de LCso). 

Gorgonias 

12  hrs. 
24  hrs. 

12 hrs. 
24  hrs. 

12 hrs. 
48 hrs. 

24  hrs. 
48 hrs. 

12 hrs. 
24  hrs. 

12 hrs. 
48 hrs. 

24  hrs. 
48 hrs. 

isopropanol 
isopropanol 

acetato 
acetato 

acetato 
acetato 

acetato 
acetato 

isopropanol 
isopropanol 

isopropanol 
isopropanol 

isopropanol 
isopropanol 

LC50 L.1 

Lophogorgia  peruana 
5383.9678  2447.9990 
252.5580  205.7790 
Pacifigorgia  adamsii 
92.8550  78.4223 
34.4937  29.4806 

92.8550 78.4223 
12.7033 9.0763 

34.4937 29.4806 
1 2.7033 9.0763 

269023.0930 17435.2960 
632.61  40 395.3899 

269023.0930 17435.2960 
23.31  98 19.4631 

632.61  40 395.3899 
23.31  98 19.4631 

L.S 

d m 1  

24458.5700 
31 6.9281 

1 12.3623 
40.3744 

1 12.3623 
16.8426 

40.3744 
16.8426 

compLC9 
valor valor 

estadistico critico 95% 

' 21.3177  3.4359 

' 2.691  9  1.2999 

' 7.3095  1.4304 

' 2.71 53 1.41 50 

37505400 
32 425.2563  7029.1 465 

798.1  896 

' 
3750540032 11  1536.2529  6989.7544 
27.331 1 

798.1  896 ' 27.1  274  1.4866 
27.331 1 

- 

4 



El  aniilisis  de la MANOVA indic6  que los factores  importantes  y  responsables 

en mayor  medida  de  las  diferencias  significativas  entre los tratamientos  fueron, 

individualmente,  especie (p<O.OOOO), tiempo (p<O.OOOO) y  concentraci6n 

(p<O.OOOO). Ademiis existen  interacciones  entre  tiempo y extracto(especie) 

(p<O.OOOO), especie y concentraci6n (p<O.OOOO), tiempo y concentracidn 

(p<O.OOOO) y  concentraci6n,  tiempo  y  extracto(especie) (p<O.OOOO) (Tabla  15). 

Tabla  15. - Resultados  de la MANOVA para el bioensayo  porcentaje de 
supervivencia  de  nauplios  1  de Artemia sp.  Factores:  especies  (1 O niveles), 
extractos (2 niveles,  ligados  a  especie),  concentraci6n  (6  niveles,  ortogonal  a 
especie y extracto)  y  tiempo (3 niveles  ortogonales  a  especies y concentraci6n). 

Factores 
Especie 
Tiempo 
WesP) 
Concentracidn 
EspXtiempo 
EspXcon 
tiXex(esp) 
TiXcon 
conXex(esp) 
EspXtiXcon 
conXtiXex(esp) 
RESIDUOS 
TOTAL 

ss DF 
75689.4956 
273782.71 83 

9 

1439 1008668.1667 
1 080 84956.8809 
100 66445.0473 
90 59427.4680 
50 46644.7726 
10 38841 S91 6 
20 40728.7976 
45 9321  1.2068 
18 44061 m55 
5 149939.2785 
10 34939.0242 
2 

MS P F 
8409.9440 

78.6638 
O.oo00 8.45 664.4505 
0.4893 0.99 660.3052 
0.0762 1.40 932.8955 
O.oo00 5.85 3884.1592 
o.oo00 25.89 2036.4399 
O.oo00 0.00  2071.3602 
0.3432 1.20  2447.8825 
O.oo00 0.00  29987.8557 
O. 1460 1.72 3493.9024 
O.oo00 67.22  136891 3591 
O.oo00 0.00 

F versus 
NO TEST 
tiXex(esp) 
tiXex(esp) 
NO TEST 
tiXex(esp) 
NO TEST 
RES 
conXtiXex(esp) 
conXtiXex(esp) 
conXtiXex(esp) 
RES 

- 

c 

Se  vio  que la toxicidad  varía  con  la  concentraci6n,  dependiendo  de la especie, 

pero lo miis significativo  de  estas  interacciones  son  las  derivadas  del  factor 

tiempo. Los aniilisis de  las SNK nos  indica  que  existen  diferencias  significativas  de 

la toxicidad  con  respecto  al  tiempo,  siendo la media  de  supervivencia  m&  alta  a 

las  12 h (86.5 SD 0.52),  luego  para  las  24 h ( 80.18 SD 0.94) y  finalmente  para  las 

48 h (54.6 SD 1.42),  12 h difiere  de  24 h (95%),  12 h difiere  de 48 h (99%),  24 h 

difiere  de  48 h (99%). 



7.7) Resultados  de las pruebas  antineoplásicas  realizadas sobre 

tres  líneas  celulares específicas. 

Los  datos  antineopldsicos  fueron  obtenidos y cedidos  por la co-directora  de 

tesis la Dra.  Ma.  Dolores Garcia  Grdvalos  de  la  empresa  Pharma  Mar,  Espana. 

Tabla 16. - Comparacidn  de la concentracidn  media  letal,  de  inhibicidn  en 
bioensayos  con Echinometra  vanbnrnti y Artemia sp.  y  de  pruebas  antineoplasicas 
sobre  tres  líneas  celulares  (ICms  y  LC&  (pg/ml)). 
A (Acetato  de  etilo), B (isopropanol) no hubo datos 
12 h, ' 24 h, 48 h de exposicidn  al  t6xico. 

' Linfoma 
de rat611 

P388 
(IC50 
Pglml) 

Carcinoma 
de pulmdn 

humano 
A549 (IC50 

M m )  L I Carcinoma 
de col6n 
humano 

HT29 (IC50 
P g l W  

Ensayo 
diviri6n 

celular en 
Echinometra 

vanbnrntl 
(IC50  Bglmi) 

Ensayo 
viabilidad de 

ovocitor 
Echinometra 

vanbrunti ( I C 5 0  
pg/mi) 

Supervivencia 
de nauplior 1 
de Artemla sp. 
(LC50 rs/mi) 

A =1519.8  'B=2304.1 

I I I I I I 
I I I 'A=92.8, 

B=269023 
pacifigra/ adamsii b 1 0  1 b 1 0  1 b 1 0  1 B =  14.75 1 A =  115.6 1 'A=34.5, 

B=632.6 
QA=12.7 , B=23.3 

Chondmia 
chucalla A>1 o A>1 O b 1 0  A  =18.4 

1 

Hyatella > o >10 QB=121.2 A =lo2645 A =2  ,B = 2 >1 o 'A=l497 
intestinalis 

'whworgia A = 0.1  A = 0.1 
'B=5384 

A = 0.1 
,B=252.5 
'A=529.9 B = 158.0  A  =9.7  ,B  =72 peruana 

3ysidea  sp. A=0.9  ,B=  1 >10  >1 o >1 O A =12.4  ,B 
=43020 QA=45.2 

.whwowia A =51.2  ,B A=0.25 ,B=l.l >10 >1 o >lo 
SP. 

QB=47.7 

Capacidad de 
eciosi6n de 

embriones de 
artemla sp. (LC50 

Pglmi) 

'A=1087.4,8=48.3 
'B=154.1 
QB=208.6 

'b213.6, B=42.3 'A= 1834.2 
QA=16712, 

B=223.4 

'A=313.2 
'A=354.7,  B=159.5 

QAd40.2 

'A=3625.9,  B=99.3 
'A=l0660.9, 

B=127 
QA=305732.5 

'B=182664.4 
QB=584955.4 

'A=23.9. B"60.5 

'A=10417*4* B=199 I 
ZA=l727.5, 84481 
'A=720.3,  B=188.9 
Vkl60.3, B=150 

QA=14142.2, 1 
'A=171.9 

56.8, 

'A=68285.3, 
B=116 



VIII. DISCUSI~N 
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Echinometra  vanbrunti. 

Los  resultados  obtenidos  mostraron: (1) todas  las  especies  en  ambos  extractos 

fueron  toxicas  en  el  bioensayo  de  divisi6n  celular, (2) en el bioensayo  de 

fertilizacidn  cada  especie  mostr6  toxicidad  en  un  extracto  diferente, (3) el  mismo 

extracto  puede  presentar  diversas  actividades  por  ejemplo  en  el caso de Aplysina 

sp. el extracto A (polar)  present6  actividad  t6xica  en el bioensayo  de  divisi6n 

celular  y  en  fertilizaci6n  a  partir  de 5 pg/ml. Es importante  mencionar  que 

“extracto” no es lo mismo  que  compuesto, pero  los  compuestos  pueden  estar  en 

diferentes  extractos. 

Al momento  de  evaluar los factores  que  determinaron la variabilidad  de la 

toxicidad  de los extractos  en  ambos  bioensayos  con un nivel  de  significancia 

(p<O.OOOOl ) fueron:  extracto,  concentracidn,  y la interacci6n  concentraci6n- 

extracto(especie),  observandose  claramente  que el efecto  del  tipo  de  extracto 

cambi6  significativamente  con la concentraci6n  ensayada. La comparaci6n 

estadística  de  las  IC50s y LC5Os demostr6  que  existían  diferencias  significativas 

con  respecto  a  la  polaridad de los extractos,  indicando  que el extracto  de  acetato 

de  etilo  fue  en  general  m8s  t6xico. Es importante  mencionar  que  ninguna  especie 

fue  realmente  mucho  mas  t6xica  que  las  demas. i 

AI comparar  la  sensibilidad  de los dos  bioensayos  encontramos  que el metodo 

mas  sensible  es el que  evalúa la capacidad  de los extractos  de  inhibir la divisi6n 

celular  de  ovocitos de  erizo  de  mar,  ya  que a  una  concentraci6n  igual o menor  de 

5 pg/ml  se  detect6  toxicidad  en  todas  las  especies  y  en  ambos  extractos  (Tabla 

17), una  comparacidn  de la sensibilidad  de  bioensayos  que  duraban  una  hora  y 

otros de varias  horas  han  demostrado  que  este  tipo  de  ensayos  tienen  una  buena 

sensibilidad  (Dinnel, 1995). 



N 

Por otra  parte, el hecho  de  que se obtuvieran  diferencias  significativas  en 

relaci6n  a la polaridad  del  extracto,  indic6  que el procedimiento  metodol6gico  jug6 

un papel  importante  en la evaluaci’6n  de los mismos,  siendo  adecuado  realizar 

diferentes  extracciones  (en  cuanto  a  polaridad)  para  obtener un rango de mayor 

número  de  sustancias.  Tambien es importante  realizar  ensayos  utilizando  una 

concentraci6n menor  de 5 ug/ml  por  ejemplo  1 udml y  poder  ampliar el rango  de 

sensibilidad  de los bioensayos  y  así  comparar los bioensayos  desarrollados  con 

los hechos  en  líneas  celulares  específicas. 

El erizo  de  mar  ha  sido  empleado  fundamentalmente  para la detecci6n  de 

toxicidad  de  vertidos  urbanos  con el prop6sito  de  monitoreo  ambiental  (Kobayashi, 

1969;  1984,1995; Hose, 1985;  Pagano  et  al.,  1986;Dinnel  et  al.,  1987;  1988; 

Fusetani et  al.,  1987; Trieff et  al.,  1995;  Woodworth  et  al.,  1999)  y para  evaluar la 

citotoxicidad  sobre  material  biol6gico  en  crecimiento  continuo  (Martin  y  Uriz,  1993; 

Selem  et  al., 2000). 

Los  resultados  de  este  trabajo  indicaron  que  este  bioensayo es útil  para evaluar 

la toxicidad  de  extractos  de  organismos  marinos  en  este caso gorgonias y 

esponjas ya  que se puede  observar el efecto  de  estos  en  las  primeras  divisiones 

celulares  despues  de la fertilizaci6n, y ver  el  cambio  a  nivel  de  divisi6n  celular  en 

un tiempo  determinado  (5  h  en  nuestro  caso),  estudios  previos  indicaron  que el 

tiempo  de  observaci6n  puede  ser  prolongado  de  4-6  horas,  ademas se sabe  que 

practicamente  todas  las  especies de  erizo  de  mar  pueden ser usadas  para 

pruebas de “screening u farmacol6gico,  ya  que la tknica y  equipo  para  manejar  a 

los erizos  adultos  y  para  obtener  embriones  y  larvas es mínipo, bien  conocido y 

barato  (Buznikov,  1984,  1990;  Buznikov  et  al.,  1996,  1997). 

Las  ventajas  que  tiene el utilizar  gametos,  embriones  y  larvas  de  erizo  de  mar 

es la rapidez,  bajo  costo  del  equipo  y la t6cnica es muy  sencilla  ademas.  Buznikov 

et  al.  (1997)  encontraron  que  este  ensayo  es  confiable  y  valido  en  pruebas 

preliminares  de  toxicidad  en  varias  sustancias  y  por  su  buena  sensibilidad  ante 

diferentes  sustancias  interesantes de investigar. Los resultados  obtenidos  en 

algunos  casos  pudieran ser aplicables  posteriormente  en  mamíferos, e inclusive 
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en humanos. Los resultados  de los ensayos  con  erizo de  mar  han  sido 

considerados  un  resultado  preliminar  para  encontrar  sustancias  con  potencial 

farmacolbgico, o de  acci6n  citot6xica  desde los años  sesenta,  por  otra  parte se ha 

usado el modelo  de  erizo  de  mar  para  estudiar de manera  detallada  a  nivel 

bioquímico,  citofisiol6gico los mecanismos  de  acci6n  de  algunas  drogas. 

Estos  bioensayos  ademas  pueden  ser  usados  en  farmacologia  y  en la 

evaluaci6n  de la toxicidad de compuestos  específicos  como  se  ha  reportado  por 

Neiheisel  y  Young,  1992;  Huffman,  1992;  Burgess  et  al.,  1993;  Cekolin  et  al.,  1993, 

Morel1  y  Adams,  1993;  Nipper  et  al.,  1993;  Gaete  et  al.,  1996;  Warnau  et  al.,  1996, 

Mwatibo  y  Green,  1997  y  por  Sibley  et  al.,  1993;  Krause,  1994;  Zúñiga  et  al.,  1995; 

Riveros  et  al.,  1996  a,  b,  Larrain  et al 1999  para  muestras  de  efluentes  de ríos, 
industrias  pesqueras,  costas,  etc.,  donde los ensayos  son  de  corta  duraci6n  y  son 

sensibles  a  varios  t6xicos y requieren  de  pequeñas  cantidades  de  agua  para 

realizar los analisis. 

AI realizar la comparaci6n  de los datos  obtenidos  en los bioensayos  con  erizo 

de mar,  con  las  pruebas  antineoplAsicas  realizadas  por el equipo  de  Pharma  Mar, 

encontramos  que el ensayo  de  inhibici6n  de la divisidn  celular  podría  servir  como 

prueba  preliminar  de  detecci6n  de  esta  actividad,  ya  que  en  algunos  casos 

concretos  como  el  de la esponja Aplysina sp. los resultados  obtenidos  con  este 

bioensayo,  así  como  en  las  pruebas  antineoplásicas  resultaron  ser  parecidos 

(Tabla  16).  Además,  existen  antecedentes  de  que  este  bioensayo  sirve  como 

"screening"  de  compuestos  teratog6nicos  como  consecuencias  de  contaminaci6n 

ambiental  (Congiu  et al.,  1984;  Pagano  y  Trieff,  1992;  Grajllet  et  al.,  1993), y 

tambi6n  para  detectar  respuestas  a  mycotoxinas  (Morrel y Adams,  1993),  a 

toxinas  aisladas  de  algas  marinas  (Pesando  et al.,  1991,  1996)  esponjas  (Fusetani 

et al,  1983;  Otha  et  al.,  1996),  de  estrellas  de  mar  (Fusetani,  1987)  tunicados 

(Pesando  et  al.,  1995),  y  anemonas (Malpeui y  Freitas,  1990). 

8.2) Evaluación de la toxicidad  utilizando Artemia sp. 
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En el presente  trabajo  se  obtuvo  que  cada  especie  fue  t6xica en un extracto 

diferente  en  ambos  bioensayos,  para  el  bioensayo  de  embriones  de Artemia sp., 

conforme  aumentaba el tiempo  de  exposici6n al t6xico en todos los casos 

ensayados la IC% era  mas  alta, y en  ambos  bioensayos la toxicidad  se  presento 

en extractos  diferentes. 

Los  factores  que  determinaron la variabilidad  de la toxicidad  de los extractos  en 

ambos  bioensayos  con  un  nivel de  significancia p<O.OOOOl fueron:  especie, 

tiempo,  extracto(especie),  concentraci6n, y la interaccidn especiHoncentraci6n, 

tiempo-extracto(especie), concentracidn-extracto  (especie) y concentraci6n- 

tiempo-extracto(especie), observandose  claramente  que el efecto  del  tipo de 

extracto  cambi6  significativamente  con la concentraci6n  ensayada.  En el caso  del 

bioensayo  capacidad  de  eclosi6n  de  embriones la interacci6n  concentraci6n- 

extracto(especie)  no  fue  significativa,  mientras  que  en  el  bioensayo  supervivencia 

de nauplios 1 no  fue  significativa  la  interacci6n  tiempo-concentraci6n.  La 

comparaci6n  estadística  de  las IC5Os y LC5Os demostr6  que  existían  diferencias 

significativas  con  respecto  a  la  polaridad  de los extractos,  indicando  que  el 

extracto  de  acetato de etilo  fue  en  general m&  t6xico. Es importante  mencionar 

que  ninguna  especie  fue  realmente  mucho  mas  t6xica  que  las  demas. 

Los  analisis  indicaron  que  la  toxicidad  probablemente  vari6 en funci6n  al  tiempo 

de exposici6n,  y  ademas,  hubo  una  gran  diferencia  entre los dos  bioensayos 

atendiendo  a  este  factor.  Utilizando  el  bioensayo de embriones, la toxicidad,  en.  la 

mayoría de las  especies,  se  comienza  a  detectar  generalmente  a  las  12 h de 

exposici6n al extracto  debido  a la sensibilidad  del  bioensayo. sin embargo,  con  el 

bioensayo  de  supervivencia de nauplios la toxicidad  se  detecta  a  partir de 

diferentes  tiempos  de  exposici6n  (según la especie),  aunque  generalmente  se 

requiere  de 48 h de  exposici6n  para  inducir  toxicidad. 

AI comparar la sensibilidad  de los bioensayos,  capacidad  de  eclosi6n  de 

embriones  y  supervivencia  de  nauplios  1,  encontramos  que el metodo  mas 

sensible  fue el que  evalúo la capacidad  de los extractos  para  inhibir la eclosi6n de 

embriones de Artemia sp.  ya  que  a  una  concentraci6n  igual o mayor  10  pug/ml 



detect6  toxicidad  (Tabla 17). Existen  estudios  en  los  cuales  se  evalu6  la 

sensibilidad  de  embriones  descapsulados y nauplios  (Migliore  et  al. 1997), donde 

no hubo  diferencias  entre  ambos  sistemas  probados,  siendo un sistema 

conveniente  para  probar  drogas  contaminantes  solubles  en  agua.  Sin  embargo 

otros  estudios  demostraron  que  hay  una  buena  relacidn  entre la sensibilidad al 

compuesto  y el grado  de  desarrollo  (Sorgeloos  et  al., 1978), y  por  esa razdn  se 

prefiere  utilizar los estadios  iniciales  ya  que  son los mds  convenientes  para 

detectar  toxicidad  (Sleet  y  Brendel, 1985). 

Por otra  parte  Baharona  y  Sdnchez-Fortún (1 994,  1996) indican  que Artemia 

salina a  las 48 h  de  haber  descapsulado,  son  mas  sensible  a  algunos  solventes 

orgdnicos  y  pesticidas,  que  a 72 y 168 h 

En el presente  trabajo se  observ6  que  es  m&  adecuado  exponer  embriones 

descapsulados  durante 12 h,  que  nauplios l. Ya  que  mantener el bioensayo  de 

nauplio 1 en algunos casos fue  difícil,  debido  a la mortalidad  en los controles  que 

en algunos  casos  fue  mayor  en los controles  que  en los tratamientos,  y  conforme 

transcurría el tiempo  se  heterogeneizaba  mds la poblaci6n,  encontrando  estadios 

de nauplio 2 y 3. 

En  comparaci6n  con  otros  organismos  utilizados  en  toxicología  acudtica, 

Artemia salina presenta  una  sensibilidad  variable,  dependiendo  del  compuesto  y 

de la especie  comparada  (Barahona  y  Sdnchez-Fortún, 1996). En el presente 

trabajo  se  encontr6  que  algunas  especies  probadas  se  detectando  toxicidad  a 

partir  de 5 pg/ml  y  en  otros  casos  no  detect6  toxicidad  a  ninguna  concentracibn. 
c 

Resulta  interesante  hacer  notar  que los bioensayos  con Artemia sp.  fueron 

desarrollados  como  respuesta  a la necesidad  de  tener  ensayos  con  los  cuales  se 

pudiera  detectar  algún  tipo  de  actividad  farmacológica  a  mas  bajo  costo  (Meyer  et 

al., 1982). El uso  de  nauplios  de Artemia sp.  para  ensayos  de  toxicidad  general  fue 

propuesto  inicialmente  por  Michael  et  al,. (1956), aunque  formalmente  fue 

desarrollado  por  Vanhaecke  et  al., (1981). RBpidamente  se  demostr6  su  valor  en 

pruebas  preliminares  (Kersetter  y  Schaffer, 1983). Posteriormente  Sleet  y  Brendel 

(1 983) mejoraron el metodo  y  estandarizaron el proceso. 
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Ademas  Meyer  et  al.,  (1  982)  consideran el bioensayo  con  nauplios  un  metodo 

facil de pruebas  preliminares  antitumoral  para  extractos  de  plantas  terrestres,  ya 

que los resultados  parecen  correlacionarse  con los resultados  obtenidos  en 

ensayos  antitumorales  sobre  líneas  celulares  humanas  (9KB  y  9PS),  en  este 

trabajo no se encontr6  relaci6n  entre los datos  obtenido  en  las  tres  líneas  celulares 

ensayadas  por  la  codirectora de la tesis  y  los  resultados de los extractos  de 

organismos  marinos  obtenidos  con Artemia sp.  (Tabla  16). 

Se sabe  que el bioensayo  con Artemia no  ha  sido lo suficientemente 

contrastado  con  organismos  marinos,  compuestos  con  diferentes grados  de 

solubilidad  en  agua  (Migliore et  al.,  1997)  y  parece poco  eficaz  para  detectar 

citotoxicidad  de  productos  a  muy  baja  concentraci6n  (Caprioli  et  al.,  1992,  datos 

no publicados). 

Por  otra  parte, el haber  obtenido  diferencias  significativas  en  relacidn  a la 

polaridad  del  extracto,  indica  que el procedimiento  metodol6gico  juega  un  papel 

importante  en la evaluaci6n  de los mismos,  siendo  adecuado  realizar  diferentes 

extracciones  (en  cuanto  a  polaridad)  para  obtener un mayor  número de 

sustancias,  y  de  diferentes  solubilidades  ya  que  en  nuestros  bioensayos el no 

haber  tenido  ese  rango  pudo ser la causa  de  que  no se detect6  toxicidad  sin  que 

eso signifique  que  los  extractos  no  son  t6xicos,  ya  que  en  ambos  bioensayos la 

toxicidad se detecto en extractos  diferentes por ejemplo en el bioensayo  de 

capacidad  de  eclosi6n  de  embriones el extracto  apolar  (isopropanol)  en  general 

fue  mas  toxico, lo que no sucedi6  en el bioensayo  de  supervivencia  de  nauplios 1. 

Tambi6n es importante el realizar  ensayos  a  menores  concgntraciones  de 5 ug/ml 

para  ampliar el rango de sensibilidad  de  estos. 

En los pasados 30 años, los nauplios  de Artemia han  sido  empleados  en 

ensayos  de  numerosas  sustancias  (Michael  et al.,  1956;  Persone  y  Wells,  1987)  y 

tambi6n se han  utilizado  en  sistemas  de  prueba  con  teratdgenos  (Acey  y 

Tomilson,  1988;  Kersetterr y Schaeffer,  1983;  Kuwarabara  et  al.,  1980;  Sleet  y 

Brendel,  1983,  1985), en pruebas  ecotoxicol6gicas  (Persoone  y  Van  Haecke, 

1981 ; Persoone y Well,  1987;  Sorgeloos  et  al.,  1978) por lo que es necesario 
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seguir  explorando  y  validando  esta  pruebas  con  organismos  marinos 

Siendo  importante  destacar,  que  debido  a  los  antecedentes  bibliogrAficos y a 
los resultados  obtenidos  de  los  cuatro  bioensayos  evaluados  en este estudio, el 

bioensayo  de  inhibicidn  de la divisidn  celular  durante el desarrollo  embrionario  en 

Echinometra vanbrunti podría ser utilizado  como  prueba  preliminar  para  detectar  y 

evaluar la toxicidad  en  extractos  procedentes  de  organismos  marinos  que 

pudieran  tener  potencial  farmacoldgico o de  accidn  citotdxica,  pero  tambien  podría 

ser usado  como  ensayo  en  ecotoxicología  ambiental. 

c 
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IX. CONCLUSIONES 

Los factores  que  provocaron la variabilidad  de la toxicidad  en los 

bioensayos  con  erizo  de  mar  fueron:  extracto  (especie)  y  concentracibn. 

En el bioensayo  Inhibici6n  de la divisi6n  celular,  se  detect6  toxicidad  en 

las 10 especies  ensayadas,  de  las  cuales, 7 mostraron  toxicidad  en  la 

fracci6n  de  acetato  de  etilo. 

El bioensayo  Inhibici6n  de la divisi6n  celular,  generalmente  detect6 

toxicidad  a  partir  de  la  concentracidn  de 5 pg/ml. 

Para  el  bioensayo  Viabilidad  ovocítica,  las 1 O especies  fueron  tbxicas,  de 

las  cuales 6 mostraron  toxicidad  en  la  fracci6n  de  isopropanol. 

El bioensayo  de  fertilizaci6n,  por  su  corta  duraci6n,  podría  ser un metodo 

adecuado  para  detectar  sustancias  cuya  toxicidad  sea  muy  alta. 

El bioensayo  de  divisi6n  celular  debido  a  su  rapidez,  confiabilidad,  bajo 

costo y sensibilidad,  podría  ser  utilizado  como  prueba  preliminar  de 

toxicidad  en  extractos  procedentes  de  organismos  marinos  que  pudieran 

tener  potencial  farmacol6gico o accidn  citot6xica. 

Mientras  que en los bioensayos  con Artemia sp. la toxicidad  varid  de 

acuerdo  a los factores:  especie,  tiempo  de  exposici6n  y  concentracidn, 

en el  caso  del  bioensayo  de  eclosi6n  de  quistes  la  toxicidad  dependi6  del 

factor  extracto  (especie). 

En  el  bioensayo  capacidad  de  eclosi6n  de Ariemia sp.  se  detect6 

toxicidad  en  las 10 especies  ensayadas  en la fracci6n  de  isopropanol. 

En  el  bioensayo  supervivencia  de  nauplios  1  de Artemia sp. solo 6 

especies, 2 esponjas  y 4 gorgonias  mostraron  toxicidad  siendo  mas 

tdxica la fracci6n de acetato  de  etilo. 

10. En el bioensayo  capacidad  de  eclosión  de Artemia sp.  indic6  que  el 

tiempo  adecuado  para  realizar el bioensayo  es  de  12  h,  y los resultados 

obtenidos  sugieren  que el bioensayo  podría  ser  un  metodo  efectivo  que 
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proporcione  pruebas  rapidas,  eficaces  y  econ6micas  para  evaluar 

toxicidad  en  extractos  procedentes  de  organismos  marinos. 

1 l .  En el caso  de  que se utilizara  el  bioensayo  supervivencia  de  nauplios 1 

de  Artemia  sp.  para  detectar  toxicidad  en  compuestos  orgdnicos  marinos, 

parece  que el tiempo  adecuado  estaría  por  en 48 h o mas  debido  a  la 

sensibilidad  del  ensayo. 

12. Una  ventaja  de los bioensayos  con  Artemia  sp.  sobre los realizados 

utilizando el erizo  de  mar  es  que  se  pueden  llevar a  acabo  en  cualquier 

6poca  del  año  ya  que los requerimientos  de  infraestructura  son mds 

bajos. 

13. De  forma  general los resultados  indicaron  que  es  importante  realizar mas 

de  un  fraccionamiento,  para  obtener  compuestos  con  diferente  polaridad 

y  poder  evaluar  su  toxicidad,  ya  que  6sta  asociada  en  algunos  casos al 

extracto  polar y en  otras al menos  polar. 
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XI. ANEXO: Clasificacibn  taxonbmica de las especies estudiadas 

ESPONJAS 

Reino  Animal 

Phylum  Porifera 

Clase  Demospongiae. 

Orden  Verongida.  Bergquist,  1978. 

Familia  Aplysinidae  Hyatt,  1877 

GBnero Aplysina Nardo,  1833 

Aplysina sp 

Orden  Poecilosclerida  Topsent, 1928 

Familia  Mycalidae  Lundbeck,  1905 

Gdnero Mycale Gray,  1867 

Mycale parishii (Bowerbank, 1875) 

Orden  Hadromerida  Topsent,  1894 

Familia  Chondrillidae  Gray,  1872 

Gdnero Chondrosia Nardo,  1833 

Chondrosia  chucalla De  Laudenfels 1936. 

Orden  Dyctioceratida.  Minchin, 1900. 

Familia  Spongiidae  Gray,  1867. 

Gdnero Hyatella 

Hyatella  intestinalis Lamarck,  181 4. 

Orden  Dendroceratida.  Minchin  (1 900) 

Familia  Dysideidae  Gray, 1867. 

Gdnero Dysidea Johnston, 1847 
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Dysidea  sp 

GORGONIAS 

Reino  Animal 

Phylum  Cnidaria 

Clase  Anthozoa 

Orden  Gorgonacea 

Familia  Heterogorgidae 

G6nero Lophogorgia 

Lophogorgia  rigida Verril,  1864 

Lophogorgia  peruana Verril, 1868 

Lophogorgia  sp 

Orden  Gorgonacea 

Familia  Heterogorgidae 

G6nero Pacifigorgia 

Pacifigorgia  adamsii (Verril)  Stiasny,  1938 

Orden  Gorgonacea 

Familia  Muriceidae 

G6nero Muricea 

Muricea  spl Harden,  1979 
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