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Ensayo de toxicidad a Artemia salina: Puesta a
punto y aplicacion a micotoxinas
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RESUMEN: El ensayo de loxicidad a Arfemia safina es una herramienta atil para el estudio preliminar de sustancias con actividad
bioldgica, entre ellas micotoxinas y exiractos fingicos. Los objetivos del presente trabajo fueron poner a punto este ensayo y
verificar su capacidad para determinar Ia toxicidad de algunas de las toxinas fangicas.

Se utilizd dodecil sulfato de sodio (SDS) como sustancia de referencia. El recuento de los nauplii de A, salina se realiz6 a las 24
y a las 48 horas de incubacion y se determing la CL,.

Se obtuvieron mejores resultados con Ia incubacion de 24 horas, determinandose una CL., media de SDS de 8,302 ppm.

El ensayo se aplicé a aflatoxina B,, diacetoxiscirpenol, nivalenol, deoxinivalenol y toxina T-2.

Se detectd actividad para todas las micotoxinas analizadas. Los resultados obtenidos avalan las condiciones utilizadas en la
puesta punto de este bioensayo, cumpliendo con un tiempo de incubacion de 24 horas.
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SUMMARY: Arfemia salina: toxicity assay. Adjustment and application lo mycotoxins. Gonzilez, Ana Maria*; Presa, Maximiliano
F.; Lurd, Maria Cristina. The toxicily assay to Arfemia salina is a useful tool for the preliminary study of substances with biological
activity among which mycatoxins and fungi extracts can be found. The aims of this work were to adjust this bioassay and confirm
its capacity to determine the toxicity of some of the fungal toxins.

Sodium dodecil sulfate (SDS) was used as standard substance. Nauplii count of A. safina was done at 24 and 48 hs. respectively

after incubation and LC,, was determined.

Incubation at 24 hs. showed better results and a mean LC,, of SDS of 8,302 ppm was established.
The bioassay was applied to aflatoxin B,, diacetoxyscirpenal, nivalenol, deoxynivalenol and T-2 toxin.
Activity was present in all mycotoxins analyzed. The results obtained confirm the conditions used in the adjustment of this

bioassay, respecting an incubation time of 24 hs.
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Introduccidn

La exposicion a los metabolitos flngicos toxi-
cos, denominados micotoxinas, constituye un pro-
blema para la salud humana y animal, debido a que
muchos son carcinogénicos, teratogénicos y
tremorgénicos, pueden causar hemorragias, derma-
titis, etc. (1).

En la actualidad se conocen més de 300 espe-
cies de hongos responsables de su produccion, siendo
los géneros més frecuentes Aspergillus, Penicillium
y Fusarium. (2)
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Si bien el nimero de micotoxinas conocidas es
elevado, el mismo continiia en aumento en funcion
de nuevos descubrimientos. Uno de los ejemplos
mas notables lo constituyen las toxinas producidas
por Fusarium. A las ya conocidas zearalelona y las
que integran el grupo de los tricotecenos (Toxina T-2
Toxina HT-2, diacetoxiscirpenol (DAS), nivalenoi
(NIV), deoxinivalenal (DON), acetildeoxinivalenol,
fusarenon X, neosolaniol), se le suman fumonisinas,
beauvericina y fusoproliferina identificadas recien-
temente y que han sido motivo de numerosaos traba-
jos. (3,4)

Debido a que organismos internacionales,
como FAQ y OMS, han recomendado la bisqueda de
nuevos hongos toxicogénicos (5,6), es que surgid la
necesidad de implementar ensayos rapidos y sensi-
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bles, que permitieran poner en evidencia la toxicidad
de estos metabolitos fungicos. Los bioensayos o prue-
bas bioldgicas, son herramientas Utiles para estable-
cer latoxicidad de los diversos compuestos e investi-
gar \a naturaleza de los efectos causados por as
micotoxinas. (3) Aunque su aplicacion en la inspec-
cion de alimentos y piensos es secundaria ya que en
general poseen menor especificidad y reproducibilidad
que los métodos quimicos e inmunoquimicos, han
desempefiado un papel importante en el descubrimien-
to de nuevos metabolitos toxicos. (2)

Desde hace muchos afos, en nuestro laborato-
rio, se llevan a cabo diferentes pruebas biol6gicas
tendientes a determinar actividad mutagénica (En-
sayo Rec), actividad antibiotica (Ensayo con Baciflus
thuringiensis), actividad antimitética (Ensayo de in-
hibicién de la germinacion de Lepidium sativum y de
Brassica campestri) y actividad hemolitica (ensayo
de hemolisis de globulos rojos). (7-10)

Afin de ampliar esta “bateria” de pruebas bio-
Iogicas a aplicar a los extractos fungicos, hemos
considerado mas recientemente, la posibilidad de
incluir otros ensayos.

Artemnia salina es un crustaceo muy sensible a
un amplio rango de compuestos quimicos con acti-
vidad biologica. (11) En base a ello, Michael et a/
(12) propusieron su uso para bioensayos y Vanhaecke
et al (13) desarrollaron una prueba de toxicidad, la
que con diversas modificaciones ha sido aplicada
por otros autores a extractos de plantas, para detec-
tar actividad citotdxica (3), y guiar el fraccionamien-
to de los extractos vegetales fisioldgicamente acti-
vos (14), toxinas de cianobacterias (15), metales
pesados (16), pesticidas (17), extractos flngicos (18)
y micotoxinas puras (19,20). -

Los objetivos del presente trabajo fueron:

= Poner a punto el ensayo de toxicidad a A.
salina.

« Verificar la capacidad de este ensayo para
determinar la toxicidad de algunas micotoxinas.

Materiales y Métodos

El ensayo de toxicidad a A. salina se llevo a
cabo utilizando Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) como
sustancia de referencia.
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1- Preparacidn del agua de
mar artificial estandar

Se realizd segun la férmula y condiciones
explicitadas en el protocolo de la Ordenanza Mariti-
ma. (21)

2- Eclosidn de los quistes

En una probeta de 100 ml, se colocaron 70 ml
de agua marina y 40 mg de quistes de A. salina mar-
ca Artemix, adquiridos en acuarios. Se incub6 a 25
+ 1°C durante 18 a 24 horas, con un régimen de
iluminacion continua. Los huevos y larvas fueron
mantenidos en suspension con una leve aireacion
provista por un tubo de aire extendido sobre el fondo
de la probeta. (21,22)

Luego de laincubacion, se suspendio la airea-
cion, se succiono con una pipeta las larvas nauplii
que habian eclosionado, y se transfirié a un vaso de
precipitados conteniendo 50 ml de agua de mar, el
gue habia estado sometido a aireacion constante
durante 72 horas. Las larvas fueron mantenidas en
suspension exactamente 24 horas, bajo idénticas
condiciones a las de la primera incubacion. De este
modo se logro obtener larvas en el estadio Il y Il para
utilizar en el ensayo. (21,22)

3- Ensayo con SDS

Se utilizaron policubetas descartables con 24
pocillos, cada uno con 2 ml de capacidad total, y
fondo plano. (23)

Se prepard una solucién madre de 100 ppm de
SDS marca Cicarelli. Se analizaron cinco concentra-
ciones distintas (1,5, 10, 15y 20 ppm) (21) de SDS,
cada una de ellas se distribuy6 en cuatro pocillos de
una misma hilera, de modo de tener cuatro réplicas
del ensayo. A continuacion, todos los pocillos recibie-
ron el volumen de agua de mar necesario para obtener
|a dilucidn correspondiente (volumen final 2 ml).

Para distribuir las larvas en los pocillos, se
procedio de la siguiente manera: Una alicuota de los
nauplil, provenientes de la eclosion de los quistes,
se colocd en una caja de Petri y se ilumin un sector
de ésta hasta concentrar 1as larvas en esa zona y
facilitar su recoleccion, aprovechando su fototro-
pismo (11). A continuacién se distribuyeron 10 nauplii
por pocillo.

Se adiciond el volumen de la solucion madre
de SDS de acuerdo a |a concentracion deseada. Los
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pocillos de la primera hilera no recibieron SDS, ya
que se utilizaron como blanco del ensayo.

La placa se cubrié con un film de polietileno y
seincubd en oscuridad a 25 + 1°C.

El recuento de los nauplii muertos se realizo
con ayuda de la lupa binocular a las 24 horas (11,23)
y a las 48 horas (21). Las larvas se consideraron
muertas si no se observd movimiento de sus apén-
dices durante 10 segundos (21). Al finalizar el ensa-
yo, se colocd la placa en el freezer durante 6 horas y
se realizo el recuento del namero total de nauplii.(23)

La CL,, se calculo por el método Probit (11,23)
utilizando el software SPSS 10.0 para Windows. Para
ello se ingresaron los valores correspondientes al
numero de larvas muertas y al nimero total de lar-
vas para cada concentracion. El método de regre-
sion se aplico de modo de tener en cuenta los valo-
res obtenidos en los blancos. En los casos en que los
datos resultaron insuficientes para la aplicacion del
método Probit, la CL, se determing utilizando trans-
formacion logit, la cual no provee intervalos de con-
fianza (11).

Debido a los resultados obtenidos, se repitie-
ron los ensayos con incubacion de 24 horas, por
duplicado, en seis ocasiones mas.

4- Ensayo con micotoxinas puras

Se frabajo con micotoxinas comerciales mar-
ca Sigma: aflatoxina B, (AFB,) (Lote 36H4000 ), DAS
(Lote 114H4064 ), NIV (Lote 123H4003), DON (Lote
45H4020 ) y toxina T-2 (Lote 66H4057).

Se analizaron 5 concentraciones diferentes de
cada toxina disueltas en metanol, las mismas estu-
vieron comprendidas entre los siguientes valores:
AFB1: 24 ppm - 0,024 ppm; DAS: 25 ppm - 0,025
ppm; NIV: 25 ppm - 0,025 ppm; DON: 25 ppm - 0,025
ppm; toxina T-2: 4,5 ppm - 0,0045 ppm.

Las toxinas se distribuyeron en los pocillos,
reservandose la primera hilera para los blancos rea-
lizados con metanol (400 pl). Se procedio a la evapo-
racion del solvente, en estufa a 37°C. (22) Se agrego
1,99 ml de agua de mar y por Gltimo 10 nauplii (aproxi-
madamente en 0.01 ml de agua de mar). Como refe-
renciay control de sensibilidad de las larvas (21), se
realiz6 en paralelo el ensayo con SDS descripto. El
recuento de las larvas muertas se llevo a cabo a las
24 horas de incubacion y se procedi6 al célculo de
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las CL,, segun lo senalado previamente en el ensayo
con SDS.

Resultados y discusidn

Ensayo con SDS

EI SDS es un surfactante anionico, empleado
habitualmente como detergente, que ha sido utiliza-
do en otros trabajos como patron para la prueba de
toxicidad a A. salina (21,24).

En nuestro ensayo con un tiempo de incubacion
de 24 horas, la CL,, fue de 7,542 ppm (Figura 1a) y el
porcentaje de mortalidad en el blanco menor al 10%,
mientras que al efectuarse la lectura a las 48 horas de
incubacion, la L, fue de 1,896 ppmy el porcentaje de
muertes en el blanco, superior al 10% (Figura 1b).

Teniendo en cuenta las condiciones exigidas
por la Ordenanza Maritima (21) que establece que
para considerar valido el ensayo: la CL,, debe estar
comprendida entre 5 y 10 ppm y el porcentaje de
mortalidad en el control no debe exceder el 10%, el
ensayo con incubacion de 24 horas respondid a di-
chas condiciones, no asi el ensayo con incubacion a
1as 48 horas en el que se obtuvieron, segun el men-
cionado protocolo, resultados no satisfactorios.

El protocolo de la Ordenanza Maritima mencio-
nada, especifica un tiempo de incubacion de 48 ho-
ras. Tanto en éste como en nuestro ensayo se utiliza-
ron 10 larvas por cada concentracion de SDS, sin
embargo en dicho protocolo, el ensayo se lleva a
cabo en placas de Petri de 60 mm x 12 mm, una por
cada concentracion (volumen final 10 ml), lo cual
significa que se coloca la misma cantidad de larvas
que en nuestro caso pero en un volumen 5 veces
mayor.

Considerando que la concentracion de oxigeno
disuelto es un factor critico para la supervivencia de
las larvas (21), el elevado porcentaje de muertes
obtenido en el recuento a las 48 horas de incubacion
podria atribuirse a una disminucion de la concentra-
cion de este gas, debido posiblemente al consumo
metabélico de |as larvas. Esto justificaria también la
menor CL,, hallada.

En los 6 ensayos llevados a cabo posterior-
mente con incubacion de 24 horas, se obtuvo una
CL,, media de 8,302 ppm y una desviacién estandar
(SD) de 1,790. Los valores de CL,, obtenidos en los
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ensayos estuvieron comprendidos entre 5y 11 ppm,
siendo 8 ppm la CL, mas frecuente (Figura 2). Ade-
mas, se obtuvo un coeficiente de variacion (CV) de

Figura 1a: Ensayo de toxicidad a A. salina con SDS.
Incubacion 24 hs.
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21,5%, valor considerado como aceptable dentro de
los estimados como normales para los ensayos bio-
l6gicos, a pesar de ser ligeramente mayor al CV de
19,8% reportado por otros autores (24).

Figura 1b: Ensayo de toxicidad a A. salina con SDS.
Incubacion 48 hs.
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Ensayos con micotoxinas puras
Todas las micotoxinas analizadas presentaron
valores de CL, dentro del intervalo de las concentra-

ciones ensayadas. Los resultados obtenidos se ob-
servanen la Tabla 1.

Tabla 1: Ensayo de toxicidad a A. salina con micotoxinas puras

Micotoxina CLg, [ppm] Intervalo de
confianza de 95%
Aflatoxina B, 94,898 --
Diacetoxiscirpenol 0519 0,362-0,750
Nivalenol 10,387 7.915-14,146
Deoxinivalenol 13,759 1,636-18,817
Toxina T-2 0471 0,388-0,571

Ennuestras condiciones de ensayo la CL, para
DAS, resulté semejante a la informada (0,250 ppm)
por Shelby et a/ mientras que los valores para la
toxina T-2 fueron superiores a lo reportado (0,069
ppm) por los mismos autores. (19)

Conclusion

Los resultados obtenidos avalan las condicio-
nes utilizadas en la puesta punto del bioensayo de
toxicidad a A, safina, cumpliendo con un tiempo de
incubacidon de 24 horas. Se comprobd, ademas, la
capacidad del ensayo para detectar la actividad toxi-
ca de las micotoxinas analizadas.

Se propone continuar los estudios aplicando el
ensayo a extractos fingicos y otras micotoxinas.
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