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Resumen

El creciente desarrollo industrial y urbano ha traido consigo el aumento de la utilizacién de agentes
quimicos que afectan tanto la salud humana como la ambiental. Este trabajo tiene como objetivo predecir
el potencial ambiental de agentes quimicos combinando herramientas computacionales y biomodelos
ecotoxicoldgicos. Para ello, se evaluaron seis agentes quimicos aplicando modelos matematicos basados en
las relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR), y con el Ensayo de Toxicidad Aguda con larvas
de Artemia sp (fenol, p-nitroanilina, cloroformo, metanol, etanol, y acetona) del laboratorio de Quimica
Analitica del Centro de Toxicologia de Santiago de Cuba como ensayo de prueba, siguiendo metodologias
estandarizadas a nivel internacional. Se probaron diferentes concentraciones de los agentes quimicos segun
lo reportado en la literatura. Se midid la mortalidad de las larvas luego de 24 horas de exposicion Unica de
las concentraciones probadas, con un grupo control negativo y tres réplicas en cada experimento. Para la
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prediccion matematica en la obtencién y validacién del modelo se utilizaron los softwares DRAGON y
QSARINS. Se determinaron las Concentraciones Letales Medias (CL50) predictivas y experimentales. Los
valores de concentraciones letales medias determinadas mas toxicas resultaron CL50 = 47,05 mg/L (fenol),
y CL50 = 59,01 mg/L (p-nitroanilina). En lo relacionado con la prediccién, se obtuvieron para el etanol
3,880y el cloroformo 2,575 en comparacion con las esperadas de 4,107 y 2,855 respectivamente, resultando
las mejores predichas. Se concluye que los compuestos producen letalidad en el biomodelo empleado,
siendo los mas tdxicos el fenol y la p-nitroanilina bajo las condiciones controladas de laboratorio,
evidenciandose correspondencia con el modelo predictivo obtenido para este bioindicador.

Palabras Claves: ecotoxicologia, QSAR, Artemia sp., bioensayos, agentes quimicos.
Abstract

The growing industrial and urban development has brought with it the increased use of chemical agents
that affect both human and environmental health. This work aims to predict the environmental potential of
chemical agents by combining computational tools and ecotoxicological biomodels. For this, six chemical
agents were evaluated applying mathematical models based on quantitative structure-activity relationships
(QSAR), and with the Acute Toxicity Test with larvae of Artemia sp (phenol, p-nitroaniline, chloroform,
methanol, ethanol, and acetone) of the Laboratory of Analytical Chemistry of the Toxicology Center of
Santiago de Cuba as a trial test, following internationally standardized methodologies. Different
concentrations of chemical agents were tested as reported in the literature. Larval mortality was measured
after 24 hours of single exposure to the tested concentrations, with a negative control group and three
replicates in each experiment. For the mathematical prediction in obtaining and validating the model, the
DRAGON and QSARINS software were used. Predictive and experimental Median Lethal Concentrations
(LC50) were determined. The values of the most toxic median lethal concentrations were LC50 = 47.05
mg/L (phenol), and LC50 = 59.01 mg/L (p-nitroaniline). Regarding the prediction, 3.880 and 2.575 were
obtained for ethanol and chloroform compared to the expected 4.107 and 2.855 respectively, resulting in
the best predictions. It is concluded that the compounds produce lethality in the biomodel used, the most
toxic being phenol and p-nitroaniline under controlled laboratory conditions, showing correspondence with
the predictive model obtained for this bioindicator.

Key Words: ecotoxicology, QSAR, Artemia sp., bioassays, chemical agents.
Introduccién

Los compuestos quimicos estan presentes en cualquier parte del planeta y todos los seres vivos estan
formados por ellos. En la sociedad moderna es dificil concebir alguna actividad en la que no intervengan
productos quimicos, en los lugares de trabajo, en el hogar, asi como en actividades de recreacion,
propiciando empleos, negocios e ingresos. Aparejado a esto se han descubierto un los efectos indeseables
asociados al uso de algunas de las sustancias que presentan propiedades peligrosas, generando la
contaminacion de las diferentes matrices: agua, aire, suelo, sedimento, incluido la pérdida de los
ecosistemas (Cortinas de Nava,1999; Romero & Cant, 2008).

La preocupacion por la preservacion del medioambiente ha sido el resultado a lo largo de la historia de la
ocurrencia de fatales accidentes entre los que se relacionan: la masiva contaminacion alimentaria de
pescado con metilmercurio en Japon (Bahia Minamata) en 1950. En UK. Flixborough 1974, la explosion
por ciclohexano en la Industria Quimica. El escape masivo de Isocianato de Metilo en India, Bhopal, 1984
y otros muchos accidentes(Aportela, 2006). Sin embargo, Cuba no queda exenta de estos accidentes donde
recientemente el pasado 5 de octubre del 2018, ocurrié un derrame de petrdleo producido en la Terminal
de Supertanqueros en la zona industrial de la ciudad de Matanzas (Rizo, 2018).

En la actualidad, aun persiste la ocurrencia de estas problematicas, y son la razon para el desarrollo de
investigaciones que pretenden aumentar el control y la evaluacion toxicolégica de productos y desechos,
asi como de su interaccidn con el medio. La década de 1970 se asocia con el surgimiento de la Toxicologia
Ambiental y la Ecotoxicologia, subdisciplinas de la Toxicologia (Albert, 1997).
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El nombre de Ecotoxicologia es un hibrido entre la ecologia y la toxicologia, y estudia los efectos de las
sustancias quimicas sobre la estructura y funcion de los ecosistemas. En consecuencia, analiza los efectos
adversos de los xenobio6ticos ambientales sobre los ecosistemas, considerados de forma integral, para el
cual, a su vez, resulta indispensable el andlisis a nivel individual y poblacional. Como ciencia se ocupa de
un amplio rango de aspectos relacionados con la distribucion de los contaminantes, bioacumulacién,
transporte, degradacion, efectos biolégicos y ecoldgicos, entre otros. Esta ciencia se ha valido de muchas
otras como la quimica, la biologia molecular, la evolucion y las mateméticas (Repetto & Sanz, 1995).

Muchos son los métodos empleados en el estudio de los contaminantes en los ecosistemas y la prediccion
de su comportamiento como es el caso de los bioensayos o pruebas de toxicidad. Estos representan
herramientas ampliamente utilizadas en la ecotoxicologia, permitiendo realizar mediciones experimentales
del efecto de agentes quimicos o fisicos en sistemas biolégicos. Existen numerosos bioensayos a nivel de
laboratorio y de campo, regulados a nivel internacional con el empleo de diferentes organismos
representativos de los diversos ecosistemas que van desde algas, bacterias, plantas vasculares,
invertebrados, peces, aves, lombrices, mamiferos entre otros. En lo que respecta a la ecotoxicologia
laboratorial, se enfoca fundamentalmente a establecer relaciones concentracion-respuesta bajo condiciones
controladas, siendo mucho mas econémicos (Hernandez, 2015). Los de campo requieren de mayores
recursos y tiempo, en funcion de simular las condiciones ambientales reales o directamente en ambientes
naturales utilizando especies propias del ecosistema en estudio. Otra de las alternativas para evaluar el
potencial ambiental de agentes quimicos son los estudios basados en relaciones cuantitativas estructura-
actividad (QSAR por sus siglas en inglés). El empleo de modelos matematicos basados en estudios QSAR
para predecir el potencial ambiental de compuestos quimicos permite ahorrar tiempo y dinero (Repetto &
Sanz, 1995).

En el occidente de nuestro pais se encuentra el Centro Nacional de Toxicologia (CENATOX), en el que el
area de ecotoxicologia asume investigaciones dirigidas a la evaluacion de bioproductos fundamentalmente.
El Centro de Toxicologia y Biomedicina (en lo adelante TOXIMED), ubicado en Santiago de Cuba, es el
Centro Toxicolbgico de la regién oriental del pais como parte de la Red Nacional de Toxicologia. Esta
entidad tiene como misidn contribuir a la disminucion de la morbi-mortalidad por intoxicaciones, asi como
proteger el medio ambiente del riesgo quimico, mediante prestacion de servicios cientifico-técnicos,
capacitacion de recursos humanos y ejecucién de investigaciones Biomédicas aplicadas. Una de las lineas
de trabajo del centro es la Ecotoxicologia, enfocandose a dos vertientes tanto la aplicada o laboratorial,
como en estudios de sitios contaminados.

En relacién con los bioensayos laboratoriales, en nuestro centro, se ha trabajado en la estandarizacion de
aquellos que emplean invertebrados y plantas. Los que han sido muy utilizados, ya que son organismos
representativos desde el punto de vista ecoldgico que ocupan eslabones inferiores de la cadena trofica'y por
consiguiente, una alteracion originada por la presencia de un contaminante, tendria repercusién en los
organismos superiores, incluyendo al propio hombre ( Flérez Londofio & Martinez Mufioz, 2010;
Rodriguez et al., 2014). En este grupo de métodos se encuentra el Ensayo de Toxicidad Aguda en Artemia
sp. excelente para evaluar los efectos potenciales de diversos productos quimicos sintéticos, naturales y
muestras ambientales sobre ecosistemas marinos (Arencibia& Oscar, 2010; Pino Pérez & Jorge Lazo,
2010). En nuestro pais se han realizado numerosas investigaciones utilizando este biomodelo (Arencibia et
al., 2010; Pino Pérez & Jorge Lazo, 2010; Hernandez Sori, 2014; Hernandez, 2015).

Durante la realizacion de investigaciones aplicadas a la Biomedicina, Toxicologia Pre-clinica y Clinica, en
este centro se efectlan ensayos quimicos y de control de la calidad, que implican la utilizacion,
manipulacion de agentes quimicos y a la generacion de residuales con mezclas de ellos. Existen diferentes
investigaciones aplicando estas herramientas ecotoxicoldgicas con otros compuestos y matrices; pero ain
no existen suficientes reportes sobre la prediccion del efecto ambiental de agentes quimicos combinando
los métodos computacionales y los bioensayos de laboratorio. Dada esta situacion es necesario evaluar el
potencial ambiental a través de bioensayos y de modelos matematicos (Castillo, 2004), lo cual brindaria las
herramientas primarias para tomar acciones preventivas y priorizar las correctivas, contribuyendo asi a la
Seguridad Ambiental de las empresas.
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Para este estudio se realiza una ensayo de prueba piloto en el Laboratorio de Quimica de TOXIMED en el
que se conoce por estudios realizados recientemente por Montes de Oca, 2016 y Marin, 2017, que los
agentes quimicos empleados presentan un alto riesgo desde el punto de vista laboral para aplicar ambos
métodos (Marin, 2017; Montes De Oca, 2016). El mismo tiene como objetivo predecir el potencial
ambiental de agentes quimicos combinando herramientas computacionales y biomodelos ecotoxicoldgicos.

Marco Teorico

Agente quimico: Un agente quimico es todo elemento o compuesto quimico, por si solo o mezclado, tal
como se presenta en estado natural o es producido, utilizado o vertido, incluido el vertido como residuo, en
una actividad laboral, se haya elaborado o no de modo intencional y se haya comercializado o no (INSST,
2022).

Ecosistema: Unidad de trabajo, estudio e investigacién de la Ecologia. Es un sistema complejo en el que
interactdan los seres vivos entre si y con el conjunto de factores no vivos que forman el ambiente:
temperatura, sustancias quimicas presentes, clima, caracteristicas geoldgicas. En todo ecosistema habra
unos componentes bidticos (todos los organismos vivos: poblaciones, comunidades tanto de animales,
plantas, hongos, bacterias, y cualquier otro ente viviente), que se agruparan en comunidades, y unos
componentes abidticos (temperatura, humedad, suelo, rocas entre otros), integrados por la materia y la
energia, de forma que se mantenga siempre un perfecto equilibrio dindmico en el trinomio vida-materia-
energia (Repetto & Sanz, 1995).

Téxico: Sustancia quimica que, dependiendo de la concentracion y tiempo de exposicion, produce
alteraciones bioquimicas, fisiologicas, estructurales o la inhibicién del organismo expuesto (Morales,
2004).

Toxicidad: Grado de efectividad que poseen las sustancias que, de acuerdo a su composicion, son
consideradas toxicas. Siendo la medida que se emplea para identificar al nivel toxico de diversos fluidos
elementos, afectando un organismo en su totalidad (Morales, 2004).

Bioensayo de Toxicidad: Es la exposicion controlada de organismos a sustancias puras o combinada,
lixiviados, extractos acuosos, aguas residuales, industriales, municipales, agricolas y aguas provenientes de
cuerpos de agua, para evaluar su efecto téxico (NMX-AA, 1995).

Toxicidad aguda: Efecto adverso (letal o subletal) expuesto a los organismos de ensayo en pruebas durante
un periodo de exposicion (usualmente de pocos dias) del material de ensayo.

Punto final: Medida o valor que expresa el resultado de un ensayo (CLso /CEsp /Clsp). También significa
la respuesta del organismo para mostrar el efecto que se utiliza para indicar la finalizacion del ensayo,
definido por un porcentaje de organismos y un tiempo de exposicion (Morales, 2004).

Nauplius: larvas recién nacidas, se caracteriza por la ausencia de segmentos en el cuerpo y por presentar
gran cantidad de reservas vitelinas, su sistema digestivo lo tienen en formacién (no se alimentan del
exterior). Sus reservas nutricionales, su pequefio tamafio y su forma de obtencion (eclosion de quistes), lo
hacen un alimento vivo insustituible en la acuicultura. EI Nauplio es de color anaranjado, presenta en la
base de la cabeza un ocelo central (ojo Nauplio). Este estadio mide aproximadamente entre 125 a 250
micras segun la cepa (procedencia), y dura entre 6 a 10 horas a 25 grados centigrados (NMX-AA, 1995).

Quistes: Estado de desarrollo embrionario en etapa de géstrula, protegido por una cubierta constituida por
tres estructuras, corion, membrana cuticular externa y cuticula embrionaria. Los quistes tienen una masa de
2,8 pg-4 pg. Miden 200 um-300 um y son de color marrén claro. Cuando estan deshidratados tienen la
apariencia de balones desinflados, mientras que si se hidratan se tornan esféricos (NMX-AA, 1995).
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Metodologia

La investigacion prueba se realiz6 en el Centro de Toxicologia y Biomedicina de Santiago de Cuba
(TOXIMED), perteneciente a la region Oriental. En el cual se efectué la parte experimental,
especificamente en el Laboratorio de Ecotoxicologia, durante los meses de Abril/2018- Abril/2019.

Tomando como base los estudios realizados por Montes de Oca, 2016 y Marin, 2017, relacionados con la
evaluacion de riesgo quimico laboral en TOXIMED, se realizd la seleccion de los agentes quimicos a
estudiar empleados con mayor frecuencia en el Laboratorio de Quimica Analitica (tabla 1), para investigar
su potencial ambiental.

Tabla 1.
Agentes quimicos en estudio con el rango de concentraciones probadas en el ensayo ecotoxicologico
realizado.

Compuestos Marca y Grado de Pureza Rango de soluciones a probar (mg/L)
cloroformo EMSURER 143; 286; 561; 1134; 2268; 4524

metanol SUPRASOLVR. 99,8% 10893; 21787; 43574; 87148; 174297; 348595
etanol LICHROSOLVR. 99,9% 11955; 23919; 47820; 95641; 191282; 382565
acetona TITOLCHIMICA. 99,5% 522; 2100; 4065; 8386; 16796; 33477

fenol QUEMICAL. 99% 47; 84; 178; 348; 696; 2804

p-nitroanilina LICHROSOLVR, 99,5% 0,1; 1; 10; 100; 1000; 2000

La modelacion matematica se realizé en el departamento de Farmacia de la facultad de Ciencias Naturales
de la Universidad "Marta Abreu" de Villa Clara. Para la obtencion y validacion del modelo se utilizaron
los softwares DRAGON y QSARINS segln lo referido en la literatura para estos fines (Schultz& Cronin,
2003).

En lo referente a la Evaluacion Ecotoxicoldgica utilizando como biomodelo las larvas de Artemia sp. se
tomaron en cuenta las siguientes variables:

Variable independiente: Hace referencia al rango de las concentraciones a las cuales fue expuesto el
biomodelo en los ensayos.

Variables dependientes: Durante la realizacion del bioensayo es la Concentracion Letal Media (CLsog)
después de 24 horas de exposicion.

Constantes: Las variables constantes son: nimero de larvas, tiempo de exposicion, volumen de muestra,
ntmero de concentraciones que se aplica en el bioensayo.

En este estudio se utilizaron quistes viables de Artemia sp. suministrados por el Centro de Desove del
Camarén del municipio de Manzanillo provincia Granma.

—  Género: Artemia

—  Especie: sp.

—  Sexo: hembras y machos

— Numero de animales: 10 animales por tratamiento.

— Edad: juveniles (Nauplius del primer y segundo estadio de crecimiento)

El método de administracion de la sustancia a probar fue por aplicaciénen el medio (agua de mar artificial)
a diferentes concentraciones de los compuestos quimicos.

Se probaron seis concentraciones en cada caso, aplicadas de manera Unica para todas las determinaciones,
al comienzo del ensayo de toxicidad, cuyo tiempo de duracion es de 24 horas. El ensayo se realiz6 por
triplicado.
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El esquema especifico para el bioensayo de toxicidad (NMX-AA, & de la Federacion, 1996;Vanhaecke &
Persoone, 1984)se resume en la figura 1.

e Se depositaron 10 nauplius (Larvas de Artemia) en cada recipiente (placas de petri). EI volumen de
agua transferido con las nauplius no fue superior a 50 pL.

e Se evaluaron las concentraciones mencionadas de los agentes quimicos en estudio.

e Cada recipiente se complet6 con un volumen de 10 mL de las concentraciones respectivas del toxico
en estudio y se incubaron en oscuridad a temperatura de
25 £ 3 °C por 24 hrs.

e  Culminado el periodo de exposicion se contaron al estereoscopio las larvas supervivientes y se anot6
cualquier comportamiento anormal. Los efectos sobre la mortalidad se expresaron como CLsg 24hrs, y
se determinaron por el programa Probit de la EPA, propuesto para la determinacion de este pardmetro
en los diferentes ensayos toxicol6gicos.

El grado de toxicidad se definié en funcion del rango en que se encontraron los valores de CLsode acuerdo
con las categorias siguientes: extremadamente toxico (CLso< 10 pg/mL), muy toxico (10 pg/mL <
CLso<100 pg/mL), moderadamente toxico (100 pg/mL < CLsp<1000 pg/mL) y no téxico (CLsp> 1000
pg/mL) (Valdés et al., 2003).

Condiciones del ensayo \

Blomodelo: Artemia sp. ) o
. &
- ———— i P
) Oscuridad 27 £ 3°C 10mL 24n
\_Agua de dilucion: Agua de mar artificial
Grupo /,
\\ control (=) Placas con I ) Réplicas
( ) ( N N N ) e
) ) ) N 1 R
\ ( ( "
’r‘l . * "
Quiste 12" SETETD
Deshidratado eado Rotura Salida del
Nauphio
ann
Y
[ Ensavo estatico ]
[ Registro de mortalidad ]
Grupo / \‘(
control (=) Placas con diferentes concentraciones Y. Réplicas
( ) { \ \ \ Y \f \
( ( \( ) N ( 1| ) R
) ) Ra
( | R

Y
Calculo de la Clso
.
Evaluacion de efectos letales ]

Figura 1. Esquema general del Ensayo de Toxicidad Aguda con larvas de Artemia sp.
Resultados

Durante el desarrollo de un modelo QSAR se obtienen varios modelos alternativos tras la seleccion de los
descriptores por lo que son excluidos aquellos que no presentan una calidad adecuada, a fin de evitar una
inatil lista de modelos como salida final. En este estudio se seleccion6 el modelo que tiene: mejor ajuste al
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problema, menor nimero de variables (principio de parsimonia) y una menor correlacion entre los
descriptores, asi como entre ellos y la respuesta, es decir, el modelo tiene baja multicolinealidad y buena
correlacion con la respuesta modelada. EI mejor modelo de regresién obtenido para la prediccion del
potencial ambiental en Artemia sp. se muestra a continuacién junto a sus parametros estadisticos:

Log CLso= 123,405 (+3,288) +10,571(+2,67) *BCUTw-11 +5,656(+0,162) *ATSc1-4,359(+0,502) *SCH-
7 +1,222(£0,007) * khs. ssssC -0,297(+0,028) *khs. sssN-1,257(+0,194) *khs. ssO -0,563(+0,194) *khs.
sCl -0,043(+0,202) *nAtomP

R?=0,7850 RZ.qj= 0,744 R2-R%q= 0,041 LOF=10,834
Kxx= 0,371 Delta K= 0,029 RMSEy= 0,627 MAEy= 0,476
RSSy= 20,021 CCCy= 0,880 s=0,690 F= 19,168

Donde R? es el coeficiente de determinacion, R%g; es el coeficiente de determinacion ajustado, LOF es el
criterio de carencia de ajuste de Friedman, Ky es la correlacion global entre los descriptores, Delta K es la
diferencia de la correlacién entre los descriptores (Kx), RMSE es la raiz de la media del error al cuadrado
sobre el calculo del entrenamiento, MAE es el error absoluto medio en el ajuste calculado en la serie de
entrenamiento, RSSy es la suma de los residuales al cuadrado en el ajuste, s es el error estandar de
estimacion, CCCy es el coeficiente de correlacion de concordancia en el entrenamiento y F es el valor de F
de Fisher.

Exp. endpoint vs. Pred. by model eq. @ Prediction

Pred. by model eq.

5.400

4,406

-1.556

-2.550
-2.550 -1.556 -0.563 0.431 1,425 2.419 3.413 4,406 5.400

BCUTw-1l ATScl SCH-7 khs.ssssC khs.sssN khs.ssO khs.sCl nAtomP Exp. endpoint

Figura 2. Valores predichos por el modelo contra valores observados.

Una vez obtenido y validado el modelo QSAR, se emple6 en la prediccion del potencial ambiental de los
agentes quimicos empleados en los ensayos del Laboratorio de Quimica Analitica de TOXIMED. Se
calcularon los respectivos descriptores moleculares a los agentes de interés y se evaluaron con el modelo.
Los resultados obtenidos de la prediccion se muestran en la tabla 2 junto a los valores experimentales:
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Tabla 2.
Resultados de los valores de CLso predictivos para los compuestos ensayados para las larvas de Artemia

sp.

Compuesto Log CLsoexp(ug/mL) Log CLso predictiva
fenol 1,673 2,974
p- nitroanilina 1,771 2,720
etanol 4,107 3,880
cloroformo 2,855 2,575
acetona 3,366 2,929
metanol 4,458 3,948

Como se puede observar el modelo predice valores de CLso en Artemia sp. cercanos a los obtenidos en los
experimentos antes descritos. Los compuestos que mejor se predijeron fueron etanol, cloroformo, metanol
y acetona por ese orden.

Con relacion a los resultados obtenidos en el ensayo experimental, no se observé mortalidad en los grupos
control, por lo que se considera valida la prueba segun lo referido por Vanhaecke, 1984 (Vanhaecke &
Persoone, 1984).

La figura 3 muestra los gréaficos resultantes de la representacion del rango de concentracion probado frente
al porcentaje de mortalidad de las larvas de Artemia, expuestas a los agentes quimicos ensayados. En ella
puede observarse que existe una relacion directamente proporcional entre la mortalidad de las larvas y el

aumento de las concentraciones de cada uno de los agentes quimicos ensayados.
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Figura 3. Mortalidad de las larvas de Artemia sp. por exposicion a los agentes quimicos en estudio.

En la tabla 3 se muestran los valores de CLso de los agentes quimicos evaluados en el ensayo de Artemia
sp. y su clasificacion segun Valdés, 2003 (Valdés et al., 2003).
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Tabla 3.
Valores de CLsg de los compuestos evaluados en el ensayo de Artemia sp.
Compuesto CLso (mg/L) Clasificacion
fenol 47,05 Muy Téxico
p-nitroanilina 59,01 Muy Téxico
cloroformo 716,34 Moderadamente Téxico
acetona 2323 No Téxico
etanol 12807 No Toxico
metanol 30758 No Téxico

Teniendo en cuenta esta clasificacion tres de los compuestos evaluados se clasifican como no téxicos
(metanol, etanol y acetona), uno como moderadamente téxico (cloroformo) y dos como muy téxicos (fenol
y p- nitroanilina), observandose para estos ultimos el maximo de mortalidad antes de culminado el tiempo
de exposicion del ensayo.

Discusién

El modelo presentd un coeficiente de determinacion (R?) de 0,785 por lo que el mismo manifiesta un ajuste
adecuado para modelar el potencial ambiental en Artemia sp., asi como un coeficiente de determinacién
ajustado R?adj de 0,744 que es indicativo de la conveniencia o no de afiadir un nuevo descriptor al modelo
de modo que, junto con un pardmetro LOF bajo de 0,834 se puede decir que no existe sobre ajuste en el
modelo, ya que presenta un buen ajuste con un nimero minimo de descriptores. Valores similares han sido
publicados recientemente en otros estudios ecotoxicoldgicos (Cronin, 2004; Castillo-Garit, 2008; Castillo-
Garit, 2017).

Un buen ajuste del modelo es importante en un estudio QSAR, pero no es suficiente para garantizar su
validez, es esencial comprobar su desempefio, es decir: el ajuste, la estabilidad en la validacién interna y la
capacidad para predecir nuevos productos quimicos (Castillo-Garit, 2016). Ademas, es importante verificar
que el modelo obtenido no es producto del azar. Los resultados de la validacion interna dan muestra del
ajuste y estabilidad del modelo. Los parametros de la validacion cruzada dejando un caso fuera (LOO por
sus siglas en inglés) dan un criterio muy conocido: la varianza explicada en la prediccion por LOO (Q?Lo0).
Esta técnica consiste en excluir iterativamente un compuesto del conjunto de datos, construir el modelo con
los compuestos restantes y predecir el compuesto extraido. Segun los resultados obtenidos se puede afirmar
que las predicciones internas son buenas pues el valor de Q% o, es 0,687 por lo que se puede considerar que
el modelo es estable y robusto con un pequefio error en las predicciones (RMSEcv = 0,756 y MAEcv =
0,579). Una técnica mas fuerte que se incluye en el QSARINS es la validacién interna dejando varios fuera
(LMO por sus siglas en inglés) el cual deja varios compuestos fuera y permite estudiar el comportamiento
del modelo cuando se excluye un mayor nimero de compuestos. Los resultados del experimento de
aleatorizacion de la variable respuesta demostraron que el modelo no es producto de una correlacion casual
pues los valores se alejan mucho de los valores de R? y Q2 del modelo.

La validacion externa, empleando una serie de prediccion externa, comprueba la capacidad que tiene el
mismo para predecir nuevos compuestos. Esta es la condicién necesaria y suficiente para demostrar el poder
predictivo de un modelo QSAR, que es en Gltima instancia el objetivo de desarrollarlo. Los pardmetros de
la serie de prediccion permiten decir que el modelo posee un adecuado poder predictivo (Castillo-Garit,
2017).

En cuanto a la utilizacién de la Artemia como biomodelo, es reconocida y catalogada como uno de los
organismos de prueba mas utilizado en ensayos de toxicidad para el monitoreo de emisiones por la Agencia
de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos.(US-EPA, 2002). Tiene una funcién clave en el flujo de
energia de la cadena alimentaria en el medio marino pues es fuente de alimentacién para otras especies
(Manfra et al., 2015). Ademas, se emplea en ensayos que involucran sustancias de diferente naturaleza;
como extractos de plantas; (Zubairi& Aziz, 2016) metabolitos fingicos, complejos metalicos; (Leis et al.,
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2014) mezclas de sustancias quimicas y muestras ambientales (Eraso et.al, 2013), asi como estudios de
oligoelementos, nanoparticulas entre otros, mostrando diferentes resultados que manifiestan la versatilidad
de este organismo.(Libralato& Manfra, 2016; Lozano-Mercado & et al, 2017). Como parte de las
numerosas aplicaciones mencionadas anteriormente esté el estudio de los efectos adversos de sustancias
quimicas.

Los valores de CLso obtenidos para cloroformo, metanol, fenol y etanol, fueron similares a los reportados
por Calleja, 1994 (Calleja, Persoone, & Geladi, 1994), donde evalGan varios compuestos quimicos y
farmacéuticos utilizando ensayos ecotoxicologicos con invertebrados acuaticos. En relacion con los valores
reportados en este articulo: cloroformo (561 mg/L); metanol (43574 mg/L); fenol (178 mg/L); etanol
(23910 mg/L), tres de ellos coinciden en el mismo rango de toxicidad, a excepcion del fenol que result6
como muy tdxico en este estudio, similar a lo referido por Duan, 2018 enunciando que los valores de CLsg
de este compuesto para crustaceos contempla esta clasificacién de Altamente Toxico. En este articulo de
revision ademas, se refiere que el fenol ha sido nombrado en una lista de los 20 productos quimicos que
probablemente representan el mayor Riesgo de estar involucrado en un SNP (sustancia peligrosa y nociva)
incidente de la Organizacion Maritima Internacional (OMI)(Duan et al., 2018).

De igual manera, los resultados obtenidos para la acetona son similares a los referidos en las fichas de
seguridad para este compuesto (Roth, 2016).

En lo referente a la p-nitroanilina, los valores de CLso determinados en este estudio, representan un nuevo
reporte para este bioindicador bajo las condiciones experimentales descritas.

Es valido referir que cuando analizamos valores de toxicidad, y en este caso para estimar posibles efectos
ecotoxicoldgicos, existen diversos factores que necesariamente hay que tener en cuenta como el tiempo de
exposicion a la sustancia o contaminante, la biodisponibilidad en el medio en que se aplique (acuético,
terrestre 0 aéreo), las caracteristicas fisico-quimicas de las mismas (solubilidad, persistencia, tiempo de
vida media en el ambiente, bioacumulacion, biomagnificacién, coeficiente de particién octanol/agua o
Kow), las especies expuestas entre otros (Sparling, 2017).

Los compuestos analizados en su mayoria son solventes con una alta volatilidad en el medio, por tanto, ya
este es un factor determinante en la variabilidad de las concentraciones al final del ensayo, asimismo, se
refiere la baja bioconcentracion y biomagnificacion a través de la cadena alimentaria de estos (ver tabla 4).

Tabla 4.
Coeficiente octanol /agua de los compuestos en estudio segun ficha de datos de seguridad y su posible
comportamiento en el medioambiente.

Compuesto log Kow y comportamiento en el ambiente
fenol log Kow 1.46 poca bioacumulacion.
acetona log Kow -0.24

No se biomagnifica ni se bioconcentra en organismos acuaticos. Es biodegradable. Se disuelve
en agua. Desaparece en un dia por evaporacién y disolucion. Ligeramente peligroso para el
agua.

p-nitroanilina Muy peligroso para el agua. En la ficha de seguridad no hay reportes de datos ecolégicos. No
dejar que se infiltre en aguas subterraneas o alcantarillados, ni siquiera en pequefias cantidades.
Una cantidad infima vertida en el subsuelo ya representa u peligro para el agua potable. Puede
ser nocivo para los organismos acuéticos, con efectos nocivos duraderos. Es necesario evitar
un contacto con el medio ambiente.

cloroformo log Kow 2. No es de esperar una bioacumulacién. Peligroso para el agua, no referencia de
datos ecoldgicos. No es facilmente biodegradable.
metanol Escasamente peligroso para el agua.

log Kow -0,77. No es significativamente bioacumulable. No hay reportes ecoldgicos en
invertebrados solo en peces. Facilmente biodegradable. Mayor de 10 000 mg/L.
etanol log Kow -0.31. No es de esperar que se bioacumule.
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Es de vital importancia para el futuro de las evaluaciones ecotoxicolégicas poseer herramientas
computacionales que se auxilien de las matematicas para ahorrar tiempo, recursos materiales y financieros.
De ahi, la relevancia de incrementar su complementariedad con los ensayos experimentales a la hora de
emprender nuevas investigaciones, lo que demuestra su efectividad al complementarse con estos, lo que se
muestra en este trabajo.

Asi con el uso de los modelos matematicos se obtienen valores de concentraciones predichos, lo que permite
llevar al disefio experimental en el laboratorio un rango de concentraciones estimado mas estrecho, y
propicia entonces mayor rapidez, calidad y eficacia en los resultados cientificos obtenidos.

Conclusiones

Los modelos matematicos basados en la relaciéon cuantitativa estructura-actividad (QSAR), permitieron
predecir el potencial ambiental de los agentes quimicos del Laboratorio de Quimica Analitica de
TOXIMED, resultando los mejores predichos para Artemia sp. el etanol, cloroformo, metanol y acetona.

Se evaluaron los agentes quimicos mediante el Ensayo de Toxicidad Aguda en Artemia sp., siendo los mas
toxicos el fenol y la p-nitroanilina bajo las condiciones controladas de laboratorio, evidenciandose
correspondencia con el modelo predictivo obtenido para este bioindicador.
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