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Ecotoxicologia — avances y nuevos desafios

La publicacién del libro “Primavera silenciosa” de Rachel
Carson en 1962 atrajo la atencion del publico acerca del impacto
catastrofico que el uso indiscriminado de pesticidas (ej. el
insecticida DDT; clasificado ahora dentro del grupo de Polutantes
Organicos Persistentes, POPs) generd6 en los ecosistemas
naturales. Este libro fue uno los impulsores del desarrollo de la
ecotoxicologia como disciplina (ver revisién de Werner y Hitzfeld
2012). El término ‘“ecotoxicologia” propuesto por Truhaut
(1977) integrd la ecologia y toxicologia, reflejando la creciente
preocupacion por los efectos dafinos de la polucion del medio
ambiente, que afecta no solo los seres humanos, sino al resto
de los organismos vivos y ecosistemas. La ecotoxicologia por lo
tanto se puede describir como una ciencia multidisciplinaria que
estudia el destino y los efectos de los agentes contaminantes
sobre organismos, poblaciones, comunidades y ecosistemas,
aungue la definicion del término ha ido cambiando con el tiempo
(ver Newman y Unger 2003, Walker et al. 2006).

Durante las cinco décadas que han transcurrido desde la
publicacién del libro “Primavera silenciosa”, la ecotoxicologia ha
emergido como una importante disciplina cientifica, aportando
fuertemente al desarrollo de nuevos conceptos y herramientas
para la deteccién y prediccién de riesgo (Werner y Hitzfeld 2012).
Pese a los importantes avances, existen nuevos desafios como
es la evaluacion ecotoxicoldgica de contaminantes emergentes,
tales como nanomateriales, microplasticos, productos de
cuidado personal y farmacéuticos (de uso veterinario y humano),
estrégenos ambientales, etc. A pesar de la regulacién global
de la produccién y uso de POPs impuesta en la Convencién
de Estocolmo de 2004, estas sustancias siguen presentes
e implican un riesgo, principalmente por sus propiedades
tales como persistencia, biomagnificacién en la cadena
tréfica y transporte a largas distancias, incluso en ambientes
considerados pristinos como el Artico y Antértica. En los Ultimos
anos, el potencial impacto modificador causado por el cambio
global (calentamiento, acidificacién, aumento de la radiacion UV
solar, etc.) sobre la accidon de los POPs y otros contaminantes

ha generado preocupacién e interés de la comunidad cientifica
(revisado por Werner y Hitzfeld 2012).

Herramientas metodoldgicas en ecotoxicologia

- Bioensayos de toxicidad

Seglin Paracelso (1493-1541) “la dosis hace el veneno” o sea
ninguna sustancia quimica es toxica si la dosis es demasiada
baja, y por otro lado todas las sustancias quimicas son toxicas si
la dosis es suficientemente alta. Efectivamente la relacion entre
la cantidad del contaminante a la cual un organismo esta expu-
esta y el grado de los efectos toxicos producidos es uno de los
conceptos bésicos de ecotoxicologia y es la base de la evaluacion
de riesgo.

Los bioensayos de toxicidad son una de las herramientas mas
utilizadas en ecotoxicologia para evaluar la toxicidad y relacio-
nar la concentracion del contaminante con la respuesta biologica
(la relacion concentracion-respuesta). Principalmente se trata
de tests monoespecificos llevados a cabo en el laboratorio bajo
condiciones controladas permitiendo establecer la relacién entre
el contaminante y su efecto biologico (causa-efecto). En estudios
de terreno esto es mucho mas dificil de determinar debido a la
complejidad de los ecosistemas naturales. En los bioensayos se
utilizan una amplia gama de organismos, entre ellos bacterias
bioluminiscentes, algas, crustaceos y peces etc. La duracion de
los bioensayos depende del organismo a utilizar y su ciclo de
vida, y de los pardmetros a medir. La toxicidad aguda se produce
dentro de un periodo corto (en general segundos-dias), mien-
tras la toxicidad crénica se desarrolla durante una exposicion
prolongada (dfas-afios). Las respuestas biolégicas que se miden
pueden ser letales (mortalidad) o subletales (ej. crecimiento).
Bioensayos de toxicidad proveen estimaciones sobre la concen-
tracion (CL,, o concentracién letal media) o dosis (DL, 0 dosis
letal media) que es letal para el 50 % de los organismos (CE,; en
el caso de respuestas subletales). Ademas la informacién sobre
las concentraciones mas altas que no generan toxicidad (NOEC)
y las mas bajas que causan efecto (LOEC) son de utilidad para
estimar niveles de exposicion que no implican riesgo (ver revi



siones por Newman y Unger 2003, Walker et al. 2006, Taylor y
Scroggins 2013).

Los protocolos estandarizados de los métodos para bioensayos
de toxicidad han sido desarrollados por diferentes organizaciones
(ej. 1ISO, OECD, US EPA, EC, ASTM) durante las Ultimas cuatro
decadas para asegurar la obtencion de informacién confiable y
reproducible (revisado por Taylor y Scroggins 2013). Estos pro-
tocolos tienen utilidad en la clasificacion de toxicidad de sustan-
cias quimicas, en monitoreos ambientales, en la evaluacion de
riesgo y toma de decision, etc.

La interpretacion de los resultados de bioensayos de toxicidad
requiere considerar ciertas restricciones, tales como la dificultad
de extrapolar los resultados obtenidos en laboratorio con
organismos de cultivo a las condiciones naturales. Con un
bioensayo realizado en una especie individual no es posible
generalizar los efectos de un contaminante ya que las especies
responden de manera diferente. La corta duracion de un bioensayo
agudo presenta una desventaja ya que no permite observar la
posible adaptacién del organismo en el tiempo y de este modo
se podria sobreestimar el riesgo. Ademés, para observar efectos
adversos a corto plazo (especialmente mortalidad), se requiere
usar concentraciones bastante altas que pueden superar las
concentraciones encontradas en los sistemas acuaticos naturales
donde el nivel de contaminacion se puede atenuar a niveles
bajo la linea de toxicidad aguda. Es por ello que la evaluacién
de los efectos subletales de una exposicion prolongada a bajas
concentraciones de contaminante (bioensayo cronico), si bien
entrega resultados de mayor relevancia ecoldgica, implican
claramente mayores desafios metodologicos (ej. ensayos de
mas larga duracion que consideren parte considerable de la vida
del organismo, 0 que las respuestas a medir incluyan procesos
complejos, tales como la reproduccion).

Uso de microalgas en bioensayos de toxicidad
El uso de bioensayos con microalgas en estudios de contaminacion
acuatica comenz6 con las evaluaciones de eutroficacién por
nutrientes. La implementacion del “algal assay bottle test”
usando la microalga verde Selenastrum capricornutum en la
década de 1960 sentd las bases para el desarrollo posterior de
las técnicas de bioensayos de toxicidad en microalgas (revisado
por Nyholm y Peterson 1997). El bioensayo de toxicidad con
microalgas mas utilizado es la determinacién de la inhibicién de
crecimiento bajo exposicién a algiin contaminante en un cultivo
estatico durante 72-96 horas. Esta técnica se lleva a cabo bajo
iluminacién continua y en general, manteniendo el cultivo en
movimiento (agitacion o aireacion) para el equilibrio de CO,.
Para la estimacion de crecimiento o biomasa, se mide diferentes
variables, como son la densidad de células (con microscopio o
contador de particulas), la cantidad de clorofila (con métodos
de extraccion), la densidad optica (usando espectrofotémetros),
la fluorescencia in vivo (mediante fluorimetros), y también la
fotosintesis (basada en la asimilacién de “C). Es importante
considerar que las diferentes respuestas de las microalgas
dependen de su sensibilidad a los contaminantes, y ademés de
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la condicion fisiologica del cultivo que puede afectar el tamafio
celular o la cantidad de clorofila por célula (Nyholm y Peterson
1997). Un aspecto importante es que las especies utilizadas en
bioensayos deben ser de facil cultivo en laboratorio, y se han
usado especies de un amplio rango taxonémico tanto de agua
dulce como marinas. Entre las especies mas utilizadas se puede
mencionar al alga verde de agua dulce Raphidocelis subcapitata
(anteriormente Selenastrum capricornutum) (Fig. 1A-B), y
que esta incluida dentro de las especies recomendadas en los
protocolos definidos por varias instituciones de estandarizacién
(ej. 1SO, OECD, INN Chile).

Figura 1. Microalga verde Raphidocelis subcapitata (con microscopio
optico (A) y epifluorescente (B)) utilizado en bioensayos de toxicidad.
Preparacion de bioensayo en microescala utilizando placas de multipoci-
llo (C) en comparacion con bioensayo tradicional en matraces Erlemeyer
de mayor volumen (D). (Fotografia: D. Osman, R. Fuentes).

Dentro de las ventajas del uso de microalgas en bioensayos de
toxicidad se encuentra la sensibilidad relativa de estos organ-
ismos a contaminantes, se consideran costo-efectivos, son en
general més faciles de mantener en condiciones experimentales
de laboratorio comparado a animales, lo que evita también con-
flictos bioéticos por el uso animales en bioensayos. Debido a su
rapido ciclo de divisién celular, las respuestas de toxicidad aguda
pueden ocurrir dentro de pocas horas de exposicion, y las respu-
estas subletales de toxicidad cronica se puede medir también
dentro de un periodo bastante corto (dias). Las respuestas de
las microalgas representan a una poblacién y no sélo a células
individuales, lo que permite inferir las respuestas de diferentes
generaciones. Como desafios practicos se puede mencionar la
seleccién de medio de cultivo idoneo para cada especie y con-
taminante, el agotamiento de los nutrientes y el aumento del
pH durante el bioensayo en el cultivo a medida que aumenta la
biomasa, etc. Las caracteristicas de medio de cultivo, por ejem-
plo, el pH o la concentraciéon de sustancias quelantes, pueden
afectar la toxicidad de ciertas sustancias quimicas, tales como
los metales pesados (ver revision por Nyholm y Peterson 1997).
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Hacia el desarrollo de los bioensayos en mi-
croescala

Los avances en la instrumentacion y técnicas de medicién de
alta resolucién, tales como la estimacion de biomasa mediante la
deteccién de clorofila in vivo, han permitido desarrollar bioensa-
yos en microescala (revisado por Blaise 2013). El uso de placas
de multipocillo y la reduccion de volumen (hasta a 200 ul por
pocillo; Fig. 1C) permite examinar un gran nimero de muestras
y réplicas reduciendo considerablemente el uso de reactivos y
materiales con la consiguiente disminucion de residuos, y costos
asociados con los bioensayos. Pese a estos avances, persisten
desafios como es el control de pH y crecimiento exponencial
del cultivo en condiciones estaticas en las placas ya que en los
ensayos en microescala usando placas de multipocillos €j. la
aireacion es técnicamente dificil de implementar. En los bioen-
sayos tradicionales (comUnmente llevado a cabo en un matraz
Erlenmeyer de mayor volumen; Fig. 1D) se utiliza aireacién o
agitacion constante para evitar cambios de pH, y para conseguir
un crecimiento exponencial y una constante tasa de crecimien-
to especifico. En general se trabaja con una baja concentracién
inicial de células, de esta forma manteniendo una biomasa su-
ficientemente baja para evitar los cambios de pH en el cultivo
durante el ensayo. Sin embargo, bajo estas condiciones con baja
biomasa de algas se requiere métodos altamente sensitivos para
una medicién precisa de las respuestas.

Existen algunas propuestas y recomendaciones para la
implementacion de los métodos de bioensayos en microescala
(Blaise y Vasseur 2005, Blaise 2013). Nuestros laboratorios
en la Universidad Austral de Chile (Ecotoxicologia Acuatica y
Ecofisiologia y Fotobiologia de Algas) estan aplicando nuevas
técnicas de alta resolucién utilizando fluorescencia in vivo
de Pulso Amplitud Modulada (PAM) asociada a clorofila del
fotosistema |l como respuestas fisiolégicas de microalgas (Fig.
2C-D), en combinacién con otros métodos de fluorescencia in
vivo para estimar el crecimiento (Fig. 2A-B), y de este modo
detectar y cuantificar estrés de contaminacion y cambio global

Figura 2. Técnicas de fluorescencia in vivo de clorofila aplicados en
bioensayos de microescala con microalgas permitiendo una medicion
rapida de tasa de crecimiento (como fluorescencia in vivo (RFU) con
fluorimetro VarioscanFlash; A-B) y respuestas fisiologicas (fluorimetro
IMAGING-PAM; C-D). (Fotograffa: D. Osman, R. Fuentes).

(temperatura, radiacion UV). Ademés se estd probando las
condiciones de cultivo y densidades de células en placas de
multipocillo para optimizar el crecimiento del cultivo durante
un ensayo sin mayores alteraciones de pH y por otro lado la
deteccion precisa y sensitiva de las respuestas tanto fisiologicas
como de crecimiento.

Desafios y direcciones futuras

Con estos nuevos avances se tiene como objetivo mejorar la sen-
sibilidad de los microbioensayos de toxicidad con microalgas y
profundizar los conocimientos cientificos y herramientas prac-
ticas para ampliar la aplicacién de estas técnicas en el futuro.
Los nuevos desafios de la ecotoxicologia implican la necesidad
del constante desarrollo y mejoramiento de las técnicas para de-
tectar y evaluar el impacto de los contaminantes, por lo tanto
en esta linea el desarrollo de microbioensayos sensibles es al-
tamente relevante. Ademas se ha identificado como uno de los
desafios pendientes la evaluacion de los efectos subletales de la
exposicion crénica que provocan sustancias en concentraciones
reales en el medio ambiente (revisiones por Werner y Hitzfeld
2012, Taylor y Scroggins 2013).

Finalmente, en los Ultimos afos la ecotoxicologia ha comenza-
do a transitar hacia nuevas aproximaciones tales como la toxico-
gendmica, la bioinformatica y toxicologia computacional, que in-
fluenciara la ecotoxicologfa en el futuro (Taylor y Scroggins 2013).
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