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RESUMEN
Existen muchas preguntas sin contestar sobre los impactos de a
nanotecnologia en la salud y el ambiente. El fulereno Ceo €s uno de los
nanocompuestos que ha tenido una gran diversidad de aplicaciones en los
altimos afios. Posee una caracteristica de ser insoluble en agua, sin embargo,
puede formar coloides en agregados cristaloides, los cuales se mantienen en
el tiempo en compartimientos acuaticos. El objetivo del presente estudio fue
evaluar los impactos del fulereno en ecosistemas acuaticos a nivel agudo y
cronico del tipo multigeneracional. Para esto se utiliz6 a Daphnia magna
evaluando tres escalas de respuesta: a nivel agudo la supervivencia
calculando la CLso, la frecuencia de santos y la determinacion de la capacidad
antioxidante, mientras que a nivel cronico por 14 dias en tres generaciones
sucesivas se evaluaron parametros morfolégicos como talla y peso, la
actividad enzimatica de la Catalasa (CAT) y Superdxido Dismutasa (SOD), y
la Tasa intrinseca de reproduccién (r). Los resultados reportan a 48 h una CLso
de 81.95 mg/L, un CLio de 21.27 mg/L y una correlacién positiva entre las
concentraciones y los criterios evaluados a nivel agudo. A nivel crénico se
reportd incrementos en las actividades enzimaticas, especialmente la SOD, y
un bajo incremento de la tasa intrinseca de reproduccion (p < 0.05), mientras
que las tallas y pesos no tuvieron diferencias significativas (p > 0.05). Esto nos
sugiere que mientras que a nivel agudo la capacidad antioxidante es un buen
parametro de medicion de efectos del fulereno (r> = 0.97), la actividad

enzimatica de SOD vy la tasa intrinseca de reproduccion son los parametros



mas relevantes en este tipo de evaluacion de estrés toxico por fulereno Ceo a

nivel crénico por generaciones.

Palabras clave: Nanocompuestos, fulereno, Daphnia  magna,

multigeneracional.



ABSTRACT

There are many unanswered questions about the impacts of nanotechnology
on health and the environment. Fullerene Ceo is a type of nanocomposite that
has had a great diversity of applications in recent years. It has a characteristic
of being insoluble in water, however, it can form colloids in crystalloid
aggregates, being able to be maintained in the time in aquatic compartments.
The objective of the present study was to evaluate the impacts of fullerene on
aguatic ecosystems at the acute and chronic level of the multigenerational
type. For this, Daphnia magna was evaluated by evaluating three response
scales: acute survival by calculating the LCso, hop frecuency and the
determination of antioxidant capacity, whereas at a chronic level for 14 days
in three successive generations, morphological parameters such as height and
weight, Catalase (CAT) and Superoxide Dismutase (SOD) enzymatic activity,
and finally the calculation of Intrinsic rate of reproduction (r). The results
reported at 48 h a LCso of 81.95 mg/L, a LCio of 21.27 mg/L and a positive
correlation between the concentrations and the criteria evaluated at the acute
level. Increases in enzyme activities, especially SOD, and a low increase in
intrinsic rate of reproduction (p < 0.05) were reported at a chronic level, while
sizes and weights did not differ significantly (p > 0.05). This suggests that while
at the acute level the antioxidant capacity is a good parameter of measurement
of effects of fullerene (r> = 0.97), SOD activity and intrinsic rate of reproduction
are the most relevant parameters in this type of evaluation of Toxic stress by
fullerene Ceo in chronic level for generations.

Keywords: Nanocomposites, fullerene, Daphnia magna, multigenerational.



INTRODUCCION

La nanotecnologia se ha desarrollado de manera muy avanzada en el mundo
a nivel de muchas industrias. Estos avances han servido mucho en
aplicaciones especificas como la medicina, cosmética, electronica o
farmacéutica (Colvin, 2003). Dal Forno et al. (2013) menciona a la
nanotoxicologia como una ciencia emergente, la cual tiene la mision de
resolver ciertas carencias de informacion sobre los efectos que puedan tener
los compuestos generados por estas recientes tecnologias que vienen
aumentando con el pasar de los afios. Ademas de ello, el fulereno es el
nanocompuesto que manifestado un mayor crecimiento en estos tiempos; de
esa forma, se requiere una investigacion mas profunda sobre su destino en
los compartimientos ambientales y los impactos que pueda generar (Avanasi

et al., 2014).

Los estudios hechos sobre el fulereno en diferentes tipos de especies, han
registrados niveles de toxicidad, mencionando en un caso especifico a
Daphnia magna (Oberddster 2004b; Fortner et al., 2005 y Lovern y Klaper,
2006). Sin embargo, se ha determinado que en la mayoria de los casos
evaluados la toxicidad del fulereno se ha visto incrementada debido al tipo de
solvente utilizado en los ensayos, siendo el Tetrahidrofurano (THF) el mas

utilizado (Henry et al., 2007).



Estudios de efectos del fulereno se han encontrado a nivel multigeneracional
realizados por Ardnt (2014). Estos compuestos han sido complejos derivados
del fulereno, siendo este un primer avance de cOmo estos compuestos pueden
afectar a generaciones futuras teniendo una mayor implicancia en su

respectivo riesgo ambiental.

Esto nos muestra que en la actualidad se han reportado trabajos realizados
del fulereno a un nivel agudo de toxicidad en organismos acuéticos. Daphnia
magna es un organismo muy utilizado para ensayos de ecotoxicologia, siendo
los ensayos crénicos los que mayor parametros nos dan respuesta a un nivel
mas profundo como son: comportamiento, tasas de alimentacion vy filtracion,
respiracion, crecimiento somatico, crecimiento poblacional, demografia de la
tabla de vida, bioacumulacién, trabajos bioguimicos y moleculares, entre otros

(Sarma & Nandini, 2006).

Los pardametros utilizados en ecotoxicologia (endpoints) son basicos para el
crecimiento de una poblacién o comunidad, sin embargo, han sido criticados
de carecer importancia ecoldgica. Hammers-Wirtz y Raze (2000) afirmaron
que la tasa de crecimiento de una poblacion (r) se puede utilizar para
evaluacion de riesgos. Otros parametros que han sido utilizados en los ultimos
afnos para estas evaluaciones han sido los biomarcadores (Arzate-Cardenas
y Martinez-Jeronimo, 2011; Ardnt, 2014) los cuales han mostrado resultados

favorables de los efectos de contaminantes en organismos acuaticos.



El presente trabajo tuvo por objetivo evaluar el efecto ecotoxicologico a nivel
multigeneracional en los aspectos comportamental, bioquimico y reproductivo

en la Daphnia magna en exposicion al Fulereno C60 en sistemas acuaticos.



1. MARCO TEORICO
1.1. Generalidades
1.1.1. Ecotoxicologia
El término ecotoxicologia fue introducido por Truhaut en 1969, el cual fue
derivado de las palabras ecologia y toxicologia. Esto se refiere a los efectos
gue puedan tener los quimicos destinados en el ambiente en organismos que
no sean los humanos. Mientras que la toxicologia ambiental como rama de la
toxicologia se ha enfocado mucho en los humanos, la ecotoxicologia, es una

disciplina dentro de este amplio campo de la toxicologia (Walker et al., 2012).

1.1.2. Caracteristicas de los Ensayos de toxicidad

e Ecoldgicamente significativos

e Presenten informacion que se defienda desde el punto de vista cientifico

y legal.

e Predigan efectos ecoldgicos

e Simplesy de costo efectivo.

Estas caracteristicas fueron discutidas en los afios 70’ y se han mantenido
hasta la actualidad como base para definir este tipo de estudios (Ramirez y

Mendoza, 2008).

1.1.3. Tipos de Ensayos y ParAmetros Evaluados
En los ensayos de toxicidad aguda, los principales factores a considerar son
la especie de ensayo, la edad de la poblacion de ensayo y la duracién

experimental, siendo el principal parametro o endpoint a evaluar es la
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mortalidad de los organismos utilizados para los experimentos. Los ensayos
de toxicidad cronica consideran diferentes aspectos: comportamiento (por
ejemplo, migracion vertical), tasas de alimentacién y filtracion, respiracion,
crecimiento somatico, crecimiento poblacional (tasa de reproduccion),
demografia de la tabla de vida, bioacumulacion, trabajos bioquimicos y

moleculares relacionados (Sarma y Nandini, 2006).

1.1.3.1. Mortalidad

En los ensayos de ecotoxicologia se determinan los efectos de los
contaminantes sobre los organismos o comunidades, de esta manera, se
puede juzgar el riesgo ecoldgico de dicho compuesto. Para este propdsito se
utilizan respuestas de bioensayos como la concentracion letal media (CLso)
(lannacone y Alvarifio, 2002), donde este parametro indica la poblacion
estimada a la cual se produjo el 50% de muerte durante un ensayo de

toxicidad (Gonzalez y Aportela, 2001).

1.1.3.2. Saltos como respuesta a contaminantes

Daphnia es un organismo acuatico que tiene la particularidad de poseer una
rapida respuesta de evasion a los contaminantes que puede ser comparada
con muchos de los endpoints habitualmente utilizados en ecotoxicologia
(Lopes et al., 2004). Este tipo de evasion se manifiesta el tipo de nado o por
saltos a manera de comportamiento en trabajos realizados (Lovern et al.,

2007, Tao et al., 2009), Sin embargo, el comportamiento del nado o saltos en
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este género puede ser un tipo de interaccion con sus predadores, debido al
movimiento en los cuerpos de agua que estos realizan, facilitando su

deteccién y captura (Gorski & Dodson, 1996).

1.1.3.3. Estrés Oxidativo en ecotoxicologia

El término de estrés oxidativo se refiere a un desequilibrio entre la produccion
excesiva o la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ERQO’s) y a un
mecanismo antioxidante deteriorado (Sikka, 2001). El interés en este tipo de
respuestas en el campo ecotoxicologico se encuentra basado en la “paradoja
del oxigeno”, debido a que el oxigeno es importante para las funciones
celulares es organismos aerobicos, pero las ERO’s se forman como una

consecuencia de este consumo (Regoli et al, 2002).

a. Radicales libres

Los radicales libres son especies quimicas capaces de tener una existencia
independiente que contienen uno o mas electrones no pareados (Halliwell y
Gutteridge, 1999). Muchos de estos radicales son producidos en las
mitocondrias celulares como producto del transporte de electrones, y su
acumulacion en el organismo se encuentra relacionado a muchos desérdenes
metabdlicos como diabetes, artritis, enfermedades nerviosas entre otros
(Pattanaik et al., 2003). En el caso de los organismos acuaticos, diariamente
reciben cantidades de contaminantes que causan estrés oxidativo mediante

la formacion los radicales libres y las ERO’s (Bhat, 2013).
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Los principales radicales libres de oxigeno son el oxigeno atdmico singlete,
radical hidroxilo (OH-), superoxido (O2) y el peroxido de hidrégeno (H20x2)
(Andrade et al., 2005). La Enzima Superoxido Dismutasa (SOD) es
responsable de la remocion de los radicales libres de oxigeno formados (O2),
mediante su conversion a H202, el cual es hidrolizado a agua y oxigeno con
la ayuda de las enzimas Catalasa y Glutation Peroxidasa (Pattanaik et al.,

2003).

b. Superodxido dismutasa (EC 1.15.1.1)

La superéxido dismutasa (SOD) es una enzima que fue aislada en los afios
30’ por Mann y Kellin, pero su funcion catalitica fue descubierta por McCord
y Fridovich en 1969. Todas estas enzimas tienen la funcion de captar el
radical superéxido (O2) y convertirlo en H202. Existen varios tipos de esta
enzima de acuerdo al cofactor presente, siendo el MNSOD uno de los mas
importantes ya que su rol se ha mantenido en muchos organismos

(Scandalios, 1993).

c. Catalasas (EC 1.11.1.6)

Las catalasas (CAT) son enzimas que son capaces de descomponer H202 a
H20 y Oz a cualquier pH entre 4 y 11. Junto con las Peroxidasas cumplen esta
importante funcion, y se diferencian de las segundas ya que las peroxidasas
emplean un sustrato (Halliwell y Gutteridge, 1999). Las Catalasas emplean

dos moléculas de H202, una como agente reductor y otra como agente
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oxidante, el H202 al entrar al sitio activo de la enzima, toma un electron del
Hierro y otro de uno de sus grupos hemo para generar una molécula de agua,
una segunda molécula de H202 cede un electron al ferroxilo y otro al hemo,
restituyendo el estado inicial de la enzima y liberando una molécula de

dioxigeno y agua (Hangsber, 2002).

|~ GSH =, =+ NADP+
Mred Mex GPx GR _ Daiio de proteinas
o IRRED i'-* GSSG “© ™ NADPH 7 p
- = Reaccion de Fenton 4
e
e 20 SOD | H0, =~ S~ * “OH - * Peroxidacion lipidica
. N ¢ > \
R M red Mox l
CAT  mao 8
¥ \ A
H,0 R-NH, VitaminaC, Tioles, Daffo al ADN/ARN

Vitamina E
Figura 1. Esquema de la formacion y eliminacion de Especies Reactivas de Oxigeno
(ERO’s) y las enzimas antioxidantes envueltas en estos procesos, siendo la
superéxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) las que se ubican en los primeros

niveles de defensa antioxidante (De la Monte, 2011).

1.2. Daphnia magna

Phylum: Arthropoda

- Subphylum: Crustacea
- Clase: Brachiopoda

- Orden: Diplostraca

- Suborden: Cladocera
- Familia: Daphniidae

- Género: Daphnia

- Especie: D. magna

Daphnia magna es un crustaceo de amplia distribuciéon mundial (Villarroel,
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2004). Se pueden encontrar en lugares situados a bajas y alturas medias
sobre el nivel del mar, por lo general en donde se perciben climas aridos.
Estos individuos tienen preferencia por aguas de volimenes pequefios como
zanjas, charcas o lagunas, donde existe poca turbidez y expuestas a la
radiacion solar; ademas de encontrarse en zonas litorales o ambientes donde
abunda la vegetacion, en donde forman comunidades llamadas enjambres

(Alonso, 1996).

Figura 2. Daphnia magna vista en forma ampliada bajo un microscopio Optico.

Fuente: http://www.fineartamerica.com/

1.2.1. Morfologiay Fisiologia

Daphnia magna es un crustaceo acuatico que mide una longitud que puede
alcanzar los 6mm en su estadio adulto, con tiempo de vida media de 40 dias
a 25°C (Valdés, 2009). Su cuerpo se encuentra segmentado de manera poco
evidente tres regiones (Céfaleon, péreon y pleon). Poseen un caparazon

bivalvo comprimido de forma lateral que cubre el cuerpo a excepcion de la
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parte cefélica, ademas de una camara en la seccion dorsal siendo de
importancia en la reproducciéon asexual en el almacenamiento de embriones
y en la sexual para la recepciéon del postabdomen de los machos (Sanchez,

2006).

Daphnia también posee un aparato filtrante conformado por sus piernas o
apéndices llamados filbpodos (Dieter, 2005). El resto del cuerpo esta
confirmado por las antenas y antenulas, las cuales son importantes en los
desplazamientos por "saltos" (de alli que su nombre comun es pulga de agua)
(Waterman, 1961). En el caso de su sistema sensorial poseen un 0jo

compuesto (Ruppert y Barnes, 1996).

Su alimento es atrapado por sus fildpodos conformando su aparato filtrante,
alimentandose principalmente de algas en los cuerpos de agua donde
habitan. Poseen una circulacién abierta y utilizan la Hembogolobina como su
transportador de oxigeno, y unas glandulas que absorben iones en su sistema

de osmorregulacion (Dieter, 2005).
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Figura 3. Morfologia de Daphnia magna hembra (Sanchez, 2006).

1.2.2. Reproduccion

Reproduccién Asexual: Daphnia es un género caracterizado por ser por lo
general individuos hembras partenogenéticas, esto se produce en
condiciones favorables para estos dafnidos, y las hembras contienen
embriones en tres estadios diferentes de desarrollo. Los neonatos son
liberados de la camara de incubacion de las hembras junto con el
desprendimiento del exoesqueleto del parental, dando como resultado
hembras con caracteristicas morfolégicas similares a la del adulto (Sanchez,

2006).
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Reproduccién sexual: Casi en su totalidad las poblaciones de Daphnia se
encuentran conformadas por hembras. Sin embargo, ciertos factores como la
temperatura del medio o un descenso en la disponibilidad de alimento, se
induce a la aparicion de machos y debido a ello, la reproduccién sexual
(Villarroel, 2004). Los huevos se encuentran cubiertos por un caparazon
denominado epifia, las cuales se adaptan a las condiciones a malas
condiciones y requieren menor inversibn metabolica y al regresar
nuevamente las condiciones favorables, las epifias dan lugar a hembras
partenogeneticas que volveran a formar el ciclo asexual (Ruppert y Barnes,

1996).

AN

i

AN

B Y = Ciclo Sexual S

Ciclo Asexual

Hembras hijas ?

Machos hijos

Figura 4. Ciclo de vida de Daphnia. Se pueden apreciar ambas etapas, donde en la
asexual se forman clones hembras, mientras que en el ciclo sexual intervienen los
machos haploides para formar huevos diploides.

Fuente: http://sustainablenano.files.wordpress.com/2013/06/daphnia-reproductive-

cycles.png
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1.2.3. Importancia en ensayos de ecotoxicoldgicos.

Daphnia magna es un organismo utilizado en ensayos de Ecotoxicologia a
manera de indicador, y en base a esta especie se han determinado una serie
de puntos finales o endpoints que son utilizados como parametros
ecotoxicolgicos en la evaluacion de riesgo por muchas instituciones como la
Organizacion para el Desarrollo y Cooperacién Econdmica (OECD), Agencia
de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (US.EPA) y la Asociacién

Americana de Salud Publica (APHA).

Es por ello que sus aplicaciones han sido llevadas en una infinidad de
estudios en los cuales se han reportado efectos letales de contaminantes en
estos organismos (Nufiez y Hurtado, 2005; lannacone y Alvarifio, 2007;
Gaete y Chavez, 2008), respuestas a nivel de biomarcadores (Coen y Jansen,
1998; Fan et al, 2009; Wu et al.,, 2011), efectos multigeneracionales
(Sanchez, 2006; Volker et al., 2013), reproductivos (Kashian y Dodson, 2002;
Manar et al., 2009), e inclusive estudios in vivo (Coen et al., 2001; Roberts et
al., 2007) e in situ (Barata et al., 2007; Damasio et al., 2008), para las

evaluaciones de riesgo ambiental.

1.3. Nanoparticulas y Nanomateriales
Las nanoparticulas han sido clasificadas dentro del grupo de los
nanomateriales cuyas dimensiones se encuentran entre 1y 100 nm, y siempre
han existido en el ambiente, sean de fuente natural o antropogénica (Klaine et

al., 2008). Con el avance de la nanotecnologia ha tenido como consecuencia
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la amplia produccion y usos de los nanomateriales y nanoparticulas. La
estimacion de la produccion global de estos compuestos se pueden apreciar
en la Tabla 1 (Piccinno et al., 2012). De esta data se puede apreciar que las
nanoparticulas de SiO2 se producen en mayor volumen, ademas, las
nanoparticulas de plata son las mas usadas en productos de consumo debido
a las excelentes propiedades de la plata como conductor de metales, poseen
propiedades quimicas y fisicas como la biocompatibilidad, que les permite
tener una amplia variedad de aplicaciones como el caso de la medicina
antimicrobiana o transporte de electrones a través de biomoléculas
(Bondarenko et al., 2013). El fulereno tiene una baja produccién anual en
comparacién con otros nanomateriales, sin embargo, su produccion ha
crecido de manera exponencial en la década pasada (Vasquez, 2014) y su
estimacion de produccién continuara aumentando conforme las aplicaciones

sean de mayor utilidad a las personas.

Este incremento de produccién no solo del fulereno, sino del resto de
nanomateriales ha conllevado a su vez las interrogantes sobre su destino final
de estos compuestos luego de su produccion y utilizacion a nivel doméstico e
industrial, y por ende, se relaciona a la liberacién indebida en los

compartimientos ambientales (Gao et al., 2009).
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Tabla 1. Produccién promedio mundial de diez nanomateriales en toneladas por

afio (Piccino et al., 2012).

Nanomaterial Produccion Produccion Europea  Estados Unidos (t/afio)
mundial promedio promedio (t/afio) (Afio 2011) — Rango
(t/afio)
TiO, 3000 550 7800 — 38000
ZnO 550 55
SiO; 5500 5500
FeOx 55 550
AlOy 55 550
CeOxy 55 55 35-700
Nanotubos de 300 550 55-1101
Carbono (CNT)
Fulerenos 0.6 0.6 2-80
Nanomateriales 55 5.5 2.8-20
de Plata
Puntos Cuénticos 0.6 0.6

Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (US-EPA,

2007), los nanomateriales han sido clasificados en cuatro grandes grupos:

a. Materiales compuestos de Carbono: Siendo el carbono el elemento que
forma la mayor parte de su composicién, pueden adoptar muchas formas,

desde esferas, tubos o elipsoides. El fulereno se encuentra dentro de este

grupo.

b. Materiales compuestos de metales: contienen mentales como el nano-

oro, nano-plata y 6xidos de metal (como el diéxido de titanio).
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c. Dendrimeros: Son polimeros de tamafio muy pequefio, compuestos de
muchas unidades adjuntas. La superficie de ellos tienen numerosas

cadenas terminales, y estas determinan sus funciones quimicas.

Compositos: Estos son combinaciones entre nanoparticulas o con otros

materiales mas grandes. Un ejemplo son las nanoarcillas.

Water  Glucose  Antibody Virus Bacteria Cancer cell A period Tennis ball
(nm)
107! 1 10 10° 10° 10" 10 10° 10 10°
’ ZER T -
’ NP
4 it LT
5 \\“‘( ‘.u(”:,"
& Y %
A W
ST
Liposome Dendrimer Gold nanoshell

Quantum dot Fullerene

Figura 5. Escala de algunos nanomateriales encontrados en un rango de 1 — 100
nm. (Pradhan et al., 2015).

La exposicion de estas particulas ha sido experimentada por los humanos,
pero solo con la llegada de la revolucion industrial estas exposiciones se han
incrementado. El campo de la nanotecnologia es una de las principales
fuentes de exposicion de diferentes rutas como la inhalacion, ingestion,

dérmicay a través del torrente sanguineo (Obertdoster et al., 2005).
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Debido al incremento de la nanotecnologia, y a los posibles riesgos a nivel de
la salud y ambiental que puedan generarse, aparecio la nanotoxicologia para
poder evaluar los efectos que puedan ocasionar al ser liberados al ambiente

(Avanasi et al., 2014).

1.4. Fulereno

El fulereno de carbono, también denominado Ceo 0 Fulereno Buckminster (La
estructura fue construida por Buckminster Fuller), fue descubierto por Kroto
en 1985, en el cual se describen 60 atomos de carbono que se encuentran
enlazados en un icosaedro de alta estabilidad, este complejo consiste de 60

vértices y 32 caras y un didmetro aproximado de 1mm (Kroto et al. 1985).

En la actualidad el uso del fulereno se ha debido a su estructura Unicay a sus
aplicaciones potenciales en la industria, medicina, entre otros (Tervonen,
2010). Estas aplicaciones, principalmente industriales, ha conllevado a su

liberacién en el ambiente (Fortner et al., 2005).

La problematica acerca de este compuesto a nivel ambiental es sus posibles
efectos tdéxicos en organismos vivos. Esto ha sido materia de discusién al
revelarse que el fulereno es capaz de atravesar la membrana celular y ser
detectado en estructuras como el citoplasma, mitocondrias y el nucleo celular

(Vasquez, 2014).

Con respecto a la legislacién sobre su fabricacion y usos no hay una
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regulacion fijada en la actualidad, y solo se ha registrado al fulereno en hojas

de seguridad basadas en carbon negro (Fortner et al., 2005).

Figura 6. Estructura del fulereno (Ulloa, 2013)

En el caso de los compartimientos ambientales acuaticos, pueden ser
vulnerables debido a la posible solubilidad del fulereno con otros
componentes en los efluentes industriales, estos pudiendo afectar a los
miembros del zooplancton y los invertebrados que son consumidores de
elementos pequefios como estos nanocompuestos, y sus posibles efectos en

las cadenas tréficas aun es desconocido (Vasquez, 2014).

1.4.1. Propiedades fisicas y quimicas del fulereno

Las propiedades fisicas del fulereno se basan en la estructura de un
icosaedro, ya que son moléculas muy resistentes. Poseen una densidad de

1.65 g/cm?3. Punto de ebullicién a 800°K, un indice de refraccion de 2.2 (600
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nm), una baja solubilidad de agua y una forma en su estructura similar a una

pelota de fatbol soccer (Yadav y Kumer, 2008).

En cuanto a la quimica del fulereno, los atomos de carbono se encuentran
hibridizados en sp?y sp?, de los cuales los carbonos sp? son los responsables
de la tensidn en los angulos dentro de la molécula. Ceo y C7o muestran la
capacidad de reducirse de forma reversible con un maximo de seis

electrones, mientras que la oxidacion es irreversible (Ulloa, 2013).

1.4.2. Efectos téxicos del fulereno

- Genotoxicidad en soluciones acuosas y de etanol de fulereno en linfocitos
humanos (Dhawan et al., 2006) y en Salmonela typhimurium, aunque en
este Ultimo caso, el dafio al material genético fue producido en presencia
de luz y mediante la aparicion de especies reactivas de oxigeno.

- Modificacion en la regulacion génica usando soluciones hidroxiladas de
fulereno en embriones de peces cebra Daria renio (Jonanovic, 2011).

- Acumulacion y depuracién del fulereno en Daphnia magna siendo
perjudicial tanto en las cadenas tréficas y en el sedimento (Tervonen et
al., 2010).

- Fuijita et al. (2009) hizo ensayos de inhalacion de fulereno Ceo en ratas, y
se detectd que existié una regulacion pequefa de genes envueltos en la
estimulacién de inflamacion, estrés oxidativo y aposptosis, aunque los
dafos reportados en células epiteliales o macréfagos no fueron de gran

magnitud.
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- Kamat et al. (2000) report6 peroxidacion lipidica y dafio en proteinas en
microsomas de higado de rata bajo efectos del fulereno. Al igual que
Sayes et al. (2005), realizaron ensayos de induccién de toxicidad del
fulereno con resultados citotoxicos por dafio oxidativo mediante reduccién
de la peroxidacion lipidica.

- Zhu et al. (2008), reportaron sus resultados sobre generacion de estrés
oxidativo por fulereno mediante incremento de Superdxido dismutasa y

los niveles de peroxidacion lipidica en el higado de Carassius auratus.

El fulereno y sus derivados puede tener efectos bactericidas y otros en el inicio
de la cadena respiratoria (Mashino et al. 2003; Fortner et al. 2005). Ademas
de que la exposicibn a este compuesto puede incrementar las Especies
Reactivas de Oxigeno en comunidades de bacterias de la carpa comun (Elias

— Letts et al., 2010).

Conforme se han realizado estudios sobre la toxicidad del fulereno, en
algunos de los casos han utilizado a especies del género Daphnia como
organismos de ensayos ecotoxicoldgicos. Oberddster, (2004b) y Zhu et al.
(2006), fueron de los primeros en hacer estos ensayos agudos y reportando
Concentraciones Letales Media (CLso) de 0.8 ppm, luego Lovern y Klapern
(2006), reportaron sus resultados, obteniendo un CLso de 0.46 ppm en D.
magna. Estos ensayos mostrados han sido llevados a cabo utilizando un
solvente organico para las soluciones stock de fulereno, el Tetrahidrofurano

(THF) fue el solvente en todos los ensayos.
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Algunos casos nos muestran que utilizando al agua como solvente
(disolviendo el fulereno con sonicacion o agitacion) se obtienen valores mucho
mayores de la CLso, como los valores de 7.9 ppm (Lovern y Klaper, 2006), >
35 ppm (Zhu et al., 2006), 10.5 ppm (Zhu et al., 2009), y > 50 ppm (Baun et
al., 2008). En la Tabla 2 se presentan los resultados de los trabajos en

Daphnia evaluando la toxicidad del fulereno.

Tabla 2. Efectos del fulereno reportados en Daphia magna

Ano/Autor Solvente Medio de Resultado

preparacion

Oberdoster — Tetrahidrofurano 1 dia CLso: 0.8 mg/L
2004 (THF)
Zhu et al. - 2006 THF 1 dia CLso: 0.8 mg/L
Lovern & Klaper THF 1 dia CLso: 0.46 mg/L
— 2006
Zhu et al. — 2006 Agua 1 dia CLso: > 35 mg/L
Baun et al. - Agua 2 meses CLso: =50 mg/L
2008
Zhu et al. — 2009 Agua 1 dia CLso: 10.5 mg/L
Tao et al. - 2009 THF - DLso: 0.4 mg/L y a nivel
embrionario
Vasquez - 2014 Agua 2 meses CLso: 4.8 mg/L
Ardnt - 2014 Agua Compuestos Resultados crénicos a

nivel multigeneracional

Tao et al. (2009) empez6 a hacer trabajos sub letales de nanocristales de
fulereno en solucion acuosa en la Daphnia magna evaluando efectos sub
letales como acumulacion y afectacion en embriones de hembras gravidas,
obteniéndose una LDso baja (0.4 mg/L) y efectos negativos en la reproduccion,

la cual empezd a disminuir, ademéas de una acumulacion constante de este
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compuesto.  Finalmente, Ardnt (2014) ha realizado ensayos
multigeneracionales de D. magna con derivados complejos del fulereno y
mediante ensayos de genotoxicidad mediante la evaluacion de genes que
transcriban las enzimas Glutatién Transferasa, Superoxido dismutasa'y NADH
deshidrogenasa, su trabajo reportd que no existen muchas diferencias en las
expresiones de estos genes hasta una F2, pero con ligeros decrecimientos de
esta expresion; aunque en el aspecto de mortalidad y reproduccion si se vio

afectado.
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2.  MATERIALES Y METODOS

Se realizaron los ensayos ecotoxicologicos de tipo agudo para determinar la
Concentracion letal media (CLso) de una solucion de fulereno en D. magna,
ademas de otros mecanismos de respuesta rapida como el porcentaje de

Capacidad antioxidante y el nimero de saltos.

Los ensayos de toxicidad crénica se realizaron para poder determinar los
efectos que pueda tener a nivel reproductivo, ademas de evaluar la actividad
enzimatica y pardmetros morfologicos. Esto sera aplicado durante la
generacion parental (Fo) hasta dos generaciones (F1y F2), mediante dos lotes:
con tratamiento (utilizando la CL1o del ensayo de toxicidad aguda) y su control

(agua de reposo).

eDeterminacion de
. Concentraciones para
previos ensayo agudo

Ensayos

d ¢CL50
EnSE.ay'o = eCapacidad Antioxidante
Toxicidad oSaltos

Agudad «ANOVA

eTasa de reproduccion

Ensayos de - o

ol eActividad Enzimatica
CLdlElek *Malformaciones

Cronica eProduccién de machos

Analisis de

Resultados

Figura 7. Esquema de trabajo
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2.2. Preparacion del medio de cultivo y soluciones de fulereno

2.2.1. Preparacion del medio de cultivo para Daphnia magna

Los individuos de Daphnia magna fueron obtenidos de un acuario local (Cleo,
Lince, Lima). Los organismos fueron mantenidos en el laboratorio de
Ecotoxicologia Acuatica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. El
medio de cultivo consistio en una mezcla de hojuelas para peces Tetramin con
pastillas del alga Spirulina y levadura en proporcion 2:2:1. El agua se encontré
reposada y declorinada, manteniendo condiciones de pH en un rango de 7 —
7.5 y una temperatura de 20 — 21 °C. Los medios de cultivo se mantuvieron
en condiciones controladas de luz con un fotoperiodo de 16 horas de luz y

ocho horas de oscuridad.

2.2.2. Preparacion de soluciones de fulereno

La metodologia es una variacion de la empleada por Elias — Letts et al. (2010),
esta consistié en utilizar una solucion de 200 mg/L de fulereno (99.5% de
pureza, SES Research, Houston). Estas fueron diluidas en agua miliQ y
mezcladas con un agitador magnético durante un mes cubriendo el envase
con papel aluminio, siendo centrifugadas a 14000 rpm durante una hora. El
sobrenadante pasé por filtros de 0.45 um vy finalmente de 0.2 um. El filtrado
se concentré por evaporacion mediante el uso de un rotoevaporador. Las
concentraciones de fulereno fueron medidas con un analizador de carbono

total
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2.3. Ensayos de Toxicidad Aguda

Se colocaron 3 grupos de 10 neonatos de D. magna y fueron expuestas a
cinco concentraciones de fulereno, el cual fue disuelto en agua de medio de
cultivo en 20 mL por cada beaker. Las concentraciones fueron determinadas
mediante un ensayo previo en el cual se encontré un 100% de mortalidad en
la concentracion mas elevada. Las concentraciones determinadas fueron las
siguientes: 20, 50, 80, 100 y 150 mg/L. El tiempo de duracion de cada ensayo
fue de 48 horas en oscuridad y se midieron parametros fisicoquimicos como
Solidos Disueltos Totales (ppm), pH, Temperatura (°C) y Conductividad

(uS/cm) (OECD, 2004).

Al finalizar el ensayo se realizaron conteos de saltos de los individuos D.
magna durante un periodo de diez minutos mediante una modificacién
descrita por Tao et al., 2011. Para la determinacion de la CLso/CEso se emple6
el criterio tomado de organismo afectado como la inmovilizacion del individuo.
Finalmente, los individuos fueron analizados al estereoscopio, secados y
pesados para ser conservados en frio en una solucion de Buffer Fosfato Salino

(PBS), los cuales han sido utilizados en el ensayo de capacidad antioxidante.

El ensayo también fue evaluado mediante el uso de controles negativos (agua

de cultivo) y controles positivos (Dicromato de potasio segun Gopi et al.,

2012).
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2.3.1. Capacidad Antioxidante (Modificado de Brand-Williams
et al., 1995)

El ensayo de Capacidad Antioxidante consistié en diluir las muestras de D.
magna en PBS para luego ser sonicadas y centrifugadas por diez minutos a
3500 rpm, las muestras seran mezcladas con 20 mg/L de 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH) para la muestra, metanol para el blanco de la muestra 'y
un patron de Solucion Salina Amortiguadora de Fosfatos (PBS) y DPPH. El
ensayo fue realizado por triplicado y leido a 517 nm luego de 5 minutos de
iniciada la reaccion.

Célculo de la Capacidad Antioxidante (% de captacion de radicales

libres)

CA% = [1— (A2 — A3)/2] X 100

Al = Absorbancia del patron de referencia
A2 = Absorbancia de la muestra

A3 = Absorbancia del blanco de muestra

2.4. Ensayos de Toxicidad Cronica

Para este ensayo a nivel multigeneracional se emplearon dos lotes, el control
con agua de medio de cultivo y una concentracion de fulereno que alcance el
CL1o0 obtenido del ensayo de toxicidad aguda y determinado con el Software
Probit 1.5. Se colocaron cuatro individuos en un vaso de precipitado con 50
mL de solucion, el tiempo empleado para cada ensayo fue de 15 dias

(Adaptado de Valdés, 2009 y OECD, 2012).
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Los individuos fueron alimentados con preparado de Hojuelas de Tetramin,
levadura en proporcion 1:1 con 1mL cada dos dias, mientras se hacia el
recambio de soluciones. Se hizo el recuento de neonatos y retirados del vaso
de precipitado. En el tltimo conteo se utilizaron los neonatos de dicha camada
para el siguiente ensayo en la generacion posterior hasta alcanzar la F2

(Adaptado de Sanchez, 2006).

Los individuos evaluados en cada ensayo fueron retirados al terminar el
periodo empleado y fueron secados, pesados, medidos al estereoscopio y
conservados en PBS a -4°C para su posterior analisis enzimatico y de

capacidad antioxidante.

2.4.1. Determinacién de Proteinas totales

Para la cuantificacion de proteinas se utiliz6 10 yL de muestra de manera
triplicada. Se incluyo en la lectura un Blanco (PBS) y se utilizé Albumina de
suero bovina (BSA) a partir de una concentracion de 1mg/mL el cual seran los
estandares de proteina. Se leera en lector de ELISA, y finalmente con la curva
formada por los estandares se calcularon las concentraciones de cada

muestra.
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2.4.2. Evaluacion de Actividad Enzimatica de Catalasa
(Modificado de Aebi, 1974)

Se prepar6 la solucién tampdn para catalasa que estaba constituida de Tris-
Base 1M y Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 5 mM, pH 8.0. Luego se
prepard el medio de reaccion de Peroxido de Hidrogeno (H202) de 10 mM,
mezclando H202 30% con 50 mL de agua destilada adicionando tampon de
catalasa al stock. La medicion de la catalasa consiste en la degradacion del
perdxido de hidrogeno a cada muestra afiadida al stock de H202a 240 nm la
cual fue medida durante cinco minutos. La férmula ajustada para determinar
la actividad de la catalasa en Unidades de Catalasa (UCAT)/ mg de proteina

es la siguiente:

Formula:

UCAT )

Actividad de Catalasa (—
mg prot

= (855.0) /7y, p)

Donde:

A Abs/min = Diferencia de absorbancias final e inicial.
Dil = Dilucién

Vm = Volumen de la muestra (0.01 mL)

P = concentracion de proteinas (mg/mL)

2.4.3. Evaluacién de Actividad Enzimatica de Superoxido
dismutasa (SOD, Modificado de Misray Fridovich, 1972)

El ensayo se baso en la inhibicién de la epinefrina la cual fue preparada a 30
mM con HCl a 10 mM. Se elaboré una curva de calibracion de la enzima a las
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siguientes concentraciones: 0, 0.006, 0.015, 0.03, 0.06, 0.09, 0.12 y 0.25 nM
de SOD, se realizaron las lecturas a 485 nm por cinco minutos, y se
determinaron las Unidades de SOD mediante las gréficas de inversas de

concentracion e inhibicion de epinefrina.

Ensayo de SOD

En cada muestra se coloc6 925 ul de buffer HCOs/COs, 50 pl de muestra 'y 25
pl de epinefrina 30 mM. Las muestras fueron leidas a 485 nm durante cinco
minutos. 1 Unidad de SOD (USOD) se determina por inhibir el 50% de

epinefrina y los resultados son determinados en USOD/mg proteinas.
2.4.4. Tasa Intrinseca de Reproduccion

La Tasa Intrinseca de Reproduccién Natural (r), se ha determinado con la
cantidad de individuos que han sido contados en cada lote por tratamiento, y

la formula basica ha sido establecida por Lotka en 1913:

z:lx.mx.e‘1 =1

Donde:

r: tasa intrinseca de incremento natural

lx: supervivencia (numero de individuos vivos / total)

my: reproduccion (numero de descendientes / nimero de hembras)

x: edad (dias transcurridos desde el inicio del experimento)
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2.5. Procedimientos de analisis de datos

El procesamiento de datos se realiz6 mediante la Hoja de Célculo Microsoft
Excel 2010. La determinacién de tamafio de los individuos de D. magna se
realiz6 mediante el programa de tratamiento de imagenes ImageTool. La
determinacion del CLsoy CLio del fulereno en D. magna se realizara con el
programa PROBIT Version 1.5 de la US.EPA, finalmente, el analisis
estadistico se realizd con el programa SPSS v. 24 El cual consistié en un
Andlisis de Varianza (ANOVA) y comparacion de medias mediante la prueba

de Tukey y Duncan.
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3. RESULTADOS

3.1. Ensayos de Toxicidad Aguda

3.1.1. Ensayos previos

La concentracion stock obtenida de fulereno Ceo para los ensayos de toxicidad
fue de 180 mg/L. Esta concentracion fue determinada mediante el analizador
de carbono y utilizada en ensayos previos de toxicidad aguda. Se reporté un
99 % de mortalidad de individuos bajo esta concentracidén. De esta forma, el
rango de las concentraciones utilizadas para los ensayos de toxicidad aguda
fueron de 20, 50, 100, 150 y 180 mg/L, siendo el control el agua utilizada para

el medio de cultivo.

3.1.2. Mortalidad y Determinacion de la CLso

Se reportd resultados de mortalidad a nivel de porcentajes de la siguiente
manera: 6.7% en el control, 26.7 % a 20 mg/L, 33.3 % a 50 mg/L, 50% a 80
mg/L, 56.7% a 100 mg/L, 66.7 a 150 mg/L y 93.3% a 180 mg/L (Figura 8).
Estos resultados fueron procesados con el Software Probit 1.5 y nos indicaron
un CLso de 81.95 mg/L con limites de confianza al 95% de 53.56 y 108.18
mg/L de Fulereno en Daphnia magna (r? = 0.96). El mismo software reporto el
valor del CLio de 21.27 mg/L, siendo esta la concentracion a utilizar en los

ensayos de toxicidad cronica a nivel multigeneracional.
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Los resultados fueron validados debido al bajo porcentaje de mortalidad en
los controles negativos y a un CLso obtenido de 0.61 mg/L con dicromato de

potasio en los controles positivos (Gopi et al., 2012).

El ANOVA en el Software SPSS 24 realizado nos muestra que existen
diferencias significativas (p < 0.05), y ha separado en grupos a los

tratamientos mediante la prueba post-hoc de Tukey.

100.0

e
Clsq = 81.95 mg/L
90.0
80.0 d
70.0 cd
bed
0.0
50.0
ab bc

40.0
30.0
20.0 a
10.0 i

0.0

50 80 100 150 180

Control 20

% Mortalidad

Fulereno C60 (mg/L)

Figura 8. Concentracion de Fulereno Ce vs. Mortalidad de Daphnia magna. Se indica
la CLso determinada mediante el Software PROBIT (73.77 mg/L). Las letras indican
diferencias significativas entre grupos mediante la prueba de Tukey halladas en el
ANOVA correspondiente (p < 0.05).

3.1.3. Frecuencia de saltos

Como se aprecia en la Figura 9, los resultados indican que existe una
proporcion entre la concentracibn empleada y el nimero de saltos que D.

magna ha manifestado como respuesta, obteniendo un promedio de 67.60
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saltos/individuo/min + 1.44 en los controles, llegando hasta 113.73
saltos/individuo/min £ 4.50 en la concentracién de 150 mg/L, mostrando una
alta correlacion (r> = 0.96). EI ANOVA indica que existen diferencias
significativas (p < 0.05), y la prueba de Tukey separa en cinco grupos. Solo
existen diferencias significativas entre la concentracion de 150 mg/L con
respecto al resto de concentraciones inferiores en las cuales no existen
diferencias significativas, ademas de presentar una fuerte correlacion entre

concentraciones y nimero de saltos (r* = 0.958).
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Fulereno C60 (mg/L)

Figura 9. Concentracion de Fulereno Ceo vs. Frecuencia de saltos en Daphnia
magna. Las letras indican las diferencias significativas segun la prueba de Tukey, de

acuerdo con el ANOVA correspondiente (p < 0.05).

3.1.4. Capacidad Antioxidante

La capacidad antioxidante es medida mediante el porcentaje de captacién de

radicales libres. Los resultados nos muestran que mantiene una correlacion
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positiva con respecto a la concentracion de fulereno utilizada (r> = 0.97). Se
ha reportado valor basal de 32.83%/individuo en los controles y de
93.71%l/individuo en la concentracion de 150 mg/L. El ANOVA indica que
existen diferencias significativas (P < 0.05), y la prueba de Tukey separa a

cada tratamiento como un grupo distinto (Figura 03).
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Figura 10. Concentracion de Fulereno Ceo vs. Capacidad Antioxidante (% de
Captacion de Radicales Libres). Conforme con el ANOVA realizado, se encontraron

diferencias significativas en todos los grupos evaluados (p < 0.05).

3.2. Ensayos de Toxicidad Crénica Multigeneracional

Luego de haber presentado los resultados de toxicidad aguda y los tipos de
respuesta a este nivel, se realizaron los ensayos de toxicidad crénica con dos
sistemas: el control o sin tratamiento de fulereno Ceo y con tratamiento con
una CLio de 21 mg/L. El ensayo fue realizado bajo tres generaciones:

parentales o Fo, la F1 y F2. Se analizaron las enzimas Catalasa (CAT),
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Superéxido dismutasa (SOD), la tasa de reproduccion (r), y parametros
morfolégicos como la talla y peso. No se reportaron apariciones de individuos
macho o malformaciones en las generaciones descendientes debido a las

condiciones adversas del tratamiento.

3.2.1. Tallas y pesos

Con respecto a las tallas de Daphnia magna se ha encontrado decrecimientos
en las medidas tomadas en los ensayos tratados con fulereno Ceo con
respecto a los controles. Se reportaron los siguientes valores promedio en
cada lote: En la Fo los controles; 2.116 cm, con fulereno; 2.004 cm; en la Fi,
los controles reportaron 2.358 cm vy los tratamientos con fulereno 2.427 cm;
en la primera camada de la F2 (F2 — C1) los controles mostraron valores
promedio de 2.305 cm y con fulereno 2.344 cm; en la segunda camada (F2 —
C2) los controles reportaron 2.305 cm y con fulereno Ceo 1.933 cm); finalmente,
en la tercera camada (F2 — C2) los controles midieron 2.053 cm de promedio
y con fulereno Ceo 1.943 cm. EI ANOVA no obtuvo diferencias significativas (p
> 0.05) entre tratamientos con o sin fulereno, y entre las tres generaciones si
se encontraron diferencias significativas (p < 0.05), bajo el ANOVA de doble
factor y la posterior prueba de Duncan. La Figura 11, nos muestra los

resultados obtenidos a nivel multigeneracional.
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Figura 11. Longitudes promedio (cm) de Daphnia magna a través de tres
generaciones en tratamiento con fulereno Ce bajo una CLio de 21 mg/L y los
controles sin tratamiento. Se reporté un ligero decrecimiento en los individuos
tratados con fulereno con diferencias significativas (p < 0.05). Las letras indican
diferencias significativas entre generaciones bajo la prueba de Duncan.

Con respecto a los pesos medidos en Daphnia magna, se reporté un efecto
inverso a las longitudes en los individuos evaluados. Los pesos tuvieron un
ligero incremento en los tratamientos recibidos con respecto de los controles
de la siguiente manera: En la Fo los controles reportaron un promedio de 1.05
mg, con tratamiento un promedio de 1.25 mg; en la F1 los controles reportaron
un promedio de 1.43 mg y con tratamiento 1.11 mg; en la Fz, la primera
camada, (F2 — Cz1) sin tratamiento report6 un valor promedio de 0.91 mg y con
tratamiento un valor de 1.25 mg, la segunda camada (F2 — C2), los controles
reportaron un valor de 1.11 mg y con tratamiento un valor de 1.43 mg,

finalmente la tercera camada (F2 — Cs) sin tratamiento report6 un valor
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promedio de 1.25 mg y con fulereno Ceo reporté un valor de 1.88 mg. El
ANOVA no encontro diferencias significativas entre tratamientos con y sin
fulereno Ceo; tampoco entre generaciones, lo cual indica que también es una
tendencia que se mantengan estas similitudes a nivel multigeneracional. En
la siguiente figura se muestran los resultados de pesos obtenidos a través de

estos ensayos.

M Control ® Fulereno CL10

1.40
1.20
0.80
0.60
0.40
0.20
0.00
FO F1 F2C1 F2C2 F2C3

Generaciones

2.00
1.80
1.60

Peso prom.
(mg)
8

Figura 12. Pesos promedio (mg) de Daphnia magna a través de tres generaciones
en tratamiento con fulereno Ceo bajo una CLio de 21 mg/L y los controles sin
tratamiento alguno. Se reportd un incremento en los individuos tratados con fulereno

Cso, Sin embargo, el ANOVA no reporto diferencias significativas (p > 0.05).

3.2.2. Tasade Reproduccion

Los resultados obtenidos para la Tasa de reproduccion intrinseca (r) en
Daphnia magna, nos muestran que existe un bajo crecimiento en los

tratamientos con fulereno Ceo con respecto de los controles. Los valores de r
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se encuentran en individuos/hembra/dia y se muestran de la siguiente
manera: En la Fo, los controles reportaron un valor de 0.15 y con fulereno Ceo
un valor de 0.12; en la F1, los controles reportaron un valor promedio de 0.13
y con fulereno Ceo un valor promedio de 0.11; en la primera camada de la F2
(F2 — C2), se reportd un valor de 0.14 en los controles y con tratamiento un
valor promedio de 0.12, en la segunda camada (F2 — Cz2), se reportd un valor
de 0.12 en los controles y un valor de 0.11 con fulereno Ceo; en la tercera
camada se reporté un valor de 0.14 en los controles y un valor promedio de
0.11 con tratamiento. En ANOVA de doble via indicé que si existen diferencias
significativas entre tratamientos y entre los parentales con respecto a las

demas generaciones (p < 0.05). La Figura 13 muestra los resultados

obtenidos.
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Figura 13. Tasas intrinsecas de reproduccién promedio de Daphnia magna
(individuos/hembra/dia), en tratamiento con fulereno Ceo bajo una CL1o de 21 mg/L y
los controles sin tratamiento. Se reporté un decrecimiento en los individuos tratados
con fulereno, existiendo diferencias significativas (p < 0.05) entre ambos
tratamientos. Las letras indican diferencias significativas a nivel multigeneracional

bajo la prueba de Duncan.
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3.2.3. Actividad enziméatica de Catalasa

Los resultados reportados para la enzima Catalasa (CAT) nos indican que
existe un incremento marcado de esta actividad enzimatica en Daphnia
magna en los individuos que han sido tratados con fulereno Ceo a diferencia
de los controles. Los resultados para la actividad enzimatica de CAT se
reportaron en U CAT/mg prot. En la generacion parental Fo, los controles
reportaron un valor de 0.26, mientras que con tratamiento reporté un valor
promedio de 2.68; en la F1 los controles reportaron un valor de 0.03 y con
tratamiento un valor de 0.74, en la primera camada de la F2 (F2 — Cy), los
controles reportaron un valor de 0.04 y con tratamiento un valor de 1.49, la
segunda camada (F2 — C2) sin tratamiento reporté un valor de 0.03 y con
tratamiento un valor promedio de 2.11; finalmente, la tercera camada (F2 — C3)
reportd un valor de 0.03 en los controles y un valor promedio de 1.18 con
tratamiento de fulereno Ceo. Los resultados del ANOVA de doble via indican
gue existen diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0.05),
mientras que entre generaciones se mantiene existen diferencias entre los
parentales y la F1. A continuacion, la Figura 14 nos muestran los resultados

de actividad enziméatica de CAT.
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Figura 14. Valores promedio actividad enzimatica de Catalasa de Daphnia magna (U
CAT/mg proteinas) a través de tres generaciones en tratamiento con fulereno Ceo
bajo una CLjo de 21 mg/L y los controles sin tratamiento. Se reporté un incremento
en los tratamientos con fulereno, existiendo diferencias significativas (p < 0.05). Las
letras indican diferencias significativas entre generaciones mediante la prueba de

Duncan.

3.2.4. Actividad enzimatica de Superéxido Dismutasa

La evaluacion de la actividad enzimatica de la Superdxido Dismutasa (SOD)
fue determinada en Unidades de SOD por mg proteinas en Daphnia magna a
nivel multigeneracional (U SOD/mg prot.). Los resultados, al igual que la
enzima CAT, también mostraron un incremento en los individuos que
recibieron tratamiento con fulereno Ceo. En la Fo, los controles dieron un valor
de 1.63 a diferencia del tratamiento con fulereno Ceo que dio un resultado
promedio de 7.19, los controles de la F1 dio como resultado un valor promedio
de 0.99 y con tratamiento un valor de 1.89, en la F2, su primera camada (F2-
C1) dio como valor promedio 1.48 en los controles y 3.44 con fulereno Ceo, la

segunda camada (F2-C2), reporto un valor de 1.83 en los controles y con
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fulereno Ceo un valor de 6.44, y en la tercera camada (F2-C3), sin tratamiento
se reporté un valor promedio de 2.18, y con tratamiento de fulereno Ceo un
valor de 4.58. El ANOVA de doble factor indicO que existen diferencias
significativas entre los tratamientos con fulereno y los controles (p < 0.05),
mientras que entre generaciones se reportd diferencias entre cada
generacion. La Figura 15 muestra los resultados obtenidos para este

parametro.
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Figura 15. Valores promedio actividad enzimética de Superdxido Dismutasa de
Daphnia magna (U SOD/mg proteinas) a través de tres generaciones en tratamiento
con fulereno Ceo bajo una CL1o de 21 mg/L y los controles sin tratamiento. Se reporté
un incremento en los tratamientos con fulereno (p < 0.05). Las letras indican

diferencias significativas entre generaciones mediante la prueba de Duncan.
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4. DISCUSION

4.1. Ensayos de Toxicidad Aguda

4.1.1. Mortalidad y CLso

Los resultados nos muestran que el valor de la ClLso es mayor que los
presentados por Oberddster, (2004b) y Zhu et al. (2006), ya que ellos
reportaron una CLso de 0.8 mg/L, y Lovern y Klapern (2006) con un valor de
0.46 mg/L. Estos ensayos reportados anteriormente han sido realizados con
preparaciones de fulereno utlilizando el solvente organico Tetrahidrofurano
(THF), el cual se ha demostrado que tiene un efecto en la toxicidad del
fulereno, interfiriendo en los resultados (Henry et al., 2007). Cuanto mayor sea
la solubilidad en agua exhibida en una muestra de fulereno, menor sera la

toxicidad asociada con la exposicion (Johnston et al., 2010).

Se han reportado ensayos de toxicidad aguda con preparaciones de fulereno
por sonicacién o agitacion en agua en Daphnia, lo cual nos reportan valores
de CLso mayores, indicando una disminucion considerable en su toxicidad,
siendo los mas relevantes 4.8 mg/L (Vasquez, 2014), 7.9 mg/L (Lovern y
Klapern, 2016), > 35 ppm (Zhu et al., 2006), 10.5 mg/L (Zhu et al., 2009), y >
50 mg/L (Baun et al., 2008). Esto nos indica que existen muchas variaciones
en los resultados, sin embargo, no se debe descartar que existe un riesgo de

mortalidad en Daphnia magna como una primera respuesta a nivel agudo.
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Algunas diferencias en los valores de CLso en D. magna no solo pueden surgir
debido al tamafio de los agregados sino también al tipo de preparacion que
pueden hacer variar sus propiedades fisicoquimicas. Mientras qué para el
presente estudio, las preparaciones de las soluciones de fulereno Ceo fueron
hechas en frascos cubiertos, Vasquez (2014) realizO sus ensayos con
preparados en agitaciones en condiciones de iluminaciéon, lo cual puede
incrementar su toxicidad, y a su vez que otros autores indican que la luz tiene
un efecto que incrementa la actividad pro-oxidante del fulereno (Lee et al.,

2008).

4.1.2. Respuestas mediante Frecuencia de Saltos

Como ya se habia mencionado, Daphnia tiene respuestas de escape ante
téxicos en el medio (Lopes et al., 2004), es por ello que se realiz6 un estudio
para analizar el comportamiento bajo la modalidad de saltos producidos en el

nado de Daphnia magna.

En cuanto al pardmetro de la frecuencia de saltos, los resultados nos indican
que ante tratamientos con fulereno se tiende a incrementar la frecuencia
conforme se aumentan las concentraciones. Esto puede ser un riesgo para D.
magna ya que existen estudios que revelan que este comportamiento en el
nado se encuentra relacionado a la facilidad con la cual pueden ser detectados
por sus predadores (Gorski y Dodson, 1996). Sin embargo, a nivel de calidad
de agua, confirman que es un excelente indicador a corto plazo de que existen

perturbaciones en el medio. Este comportamiento de evasion ya ha sido
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utilizado en otras especies como en las lombrices terrestres (Yeardley et al.,

1996).

Lovern et al. (2007) hizo sus ensayos de fulereno en D. magna utilizando una
concentracion de 0.26 mg/L con un incremento de hasta 161.06 saltos/min en
comparacion con los individuos que no se encontraban bajo este tratamiento
(47.89 mg/L). Tao et al. (2011), reportaron valores de 64.33 saltos/min (previo
tratamiento) hasta un incremento en 123.17 saltos/min (post-tratamiento) a
concentraciones de 0.1 mg/L de fulereno Ceo, Sin embargo, cabe resaltar qué
asi como en los valores de la CLso se vio incrementada la toxicidad por un
solvente organico, también se utilizé THF como un solvente del fulereno en
ambos reportes. Vasquez (2014) utilizé soluciones de fulereno en agua,
reportando valores entre 120 saltos/min (controles) y 160 saltos/min (1 mg/L).
Estos resultados reportados por diversos autores confirman la utilidad de la
evaluacion de frecuencias de saltos de Daphnia magna a nivel agudo en

exposicion a fulereno Ceo.

4.1.3. Capacidad Antioxidante

En el presente trabajo, los resultados muestran un gran incremento de
capacidad antioxidante a una concentracion de 150 mg/L. Siendo un
porcentaje mayor al reportado por Vasquez (2014). Esto también es debido a
gue las concentraciones utilizadas fueron mucho menores a las del presente

trabajo.
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Se puede inferir que en ambos casos que la capacidad antioxidante se
manifiesta a concentraciones mayores de fulereno. Se ha reportado que el
fulereno es un compuesto capaz de generar Especies Reactivas de Oxigeno
(ERO’s) que pueden afectar a organismos (Lovern y Klaper, 2006; Kong et al.,
2012), lo cual nos indica que en el corto plazo, se puede manifestar esta
respuesta fisiolégica en los individuos evaluados, pero se requieren
concentraciones considerables y mayores que la literatura citada para obtener

el efecto esperado.

4.2. Ensayos de Toxicidad Cronica Multigeneracional

4.2.1. Tallas y Pesos

Los pardmetros morfolégicos se pueden considerar como biomarcadores a
nivel individual de un organismo, debido a que el concepto de biomarcador ha
sido definido como una respuesta a un quimico o contaminante, la cual
demuestra una desviacion del estado normal del individuo (Walker et al.,
2012). En el caso de Daphnia magna se utiliza y recomienda las medidas de

longitud y peso en protocolos ecotoxicologicos (US.EPA, 1996; OECD, 2012).

a. Tallas

El presente estudio muestra que las longitudes de D. magna en tratamientos
con fulereno son menores con respecto de los controles en las generaciones
parentales (Fo), y en las camadas 2 y 3 de la F2, aunque no se encuentran

diferencias significativas segun el ANOVA de dos factores entre tratamientos,
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mas si en las generaciones (p < 0.05). Esto indica que las tallas no se ven
afectadas de manera directa por el fulereno Ceso a nivel multigeneracional. Por
otro lado, se tiene que tener en cuenta que la mayor cantidad de individuos
con los menores tamafos se presentaron en la ultima generacion. Esto indica
gue se requieren mayores estudios para poder tener una certeza de la razon

de decrecimiento de longitud conforme pasan las generaciones.

No se ha reportado directamente resultados de longitudes de D. magna en
exposicion al fulereno Ceo. Sin embargo, Ardnt (2014) trabajé con varios
derivados de fulereno sintetizados en laboratorio, evaluando la exposicion en
D. magna a 21 dias durante las generaciones Fo, F1 y F2, report6 valores de
longitudes, enzimas en forma de transcriptos y tasa de reproduccion. En el
caso de los tamafos, bajo una concentracién de 50 mg/L de los derivados de
fulereno Cso hubo un decrecimiento del 6.6% con respecto de los controles (U
= 32, p < 0.05), siendo menor este decrecimiento en relacion a otros
nanocompuestos como los nanotubos de simple (SWCNT) y mdultiple pared

(MWCNT).

Otros estudios han mostrado que la reduccién de tamafio en individuos
expuestos a contaminantes es un parametro utilizado a nivel crénico en D.
magna. Dave (1984) reporté decrecimientos 0.32 mm con respecto de los
controles en D. magna en ensayos cronicos de 21 dias en exposicion a cobre
(CuS04.5H20). Kamaya et al. (2005) hizo lo propio con el acido

dehidroabiético (DHA) y acido abiético (ABA), reportando un decrecimiento de
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hasta 0.32 mm a 8 mg/L de DHA y hasta 0.4 mm en ABA con respecto de los
controles. Lu et al. (2015) evaluaron las actividades enzimaticas de CAT, SOD
y Acetilcolinesterasa (AChE) de D. magna en exposicion a compuestos
perfluorados como el acido perfluorononanoico (PFNA) y el sulfonato
perfluorooctano (PFOS) bajo ensayos cronicos de 20 dias. La combinacién de
estos compuestos tiene una inhibicion en el decrecimiento de tallas,

demostrando un efecto antagonico.

Debido a que la diferencia de tamafios que han sido reportadas ha sido poco
significativa o solo significativa con respecto de los controles, los autores han
concluido qué con respecto a los toxicos evaluados en este parametro, el
tamafo tiene poca relevancia a nivel ecolégico. Esta conclusion puede ser
empleada en el presente trabajo, afiadiendo que el fulereno Ceo N0 ha tenido
algun efecto de malformaciones congénitas segun los individuos observados

en cada una de las generaciones evaluadas.

b. Pesos

En el caso de los pesos el efecto fue el inverso con respecto a las tallas, al
observarse un incremento en tratamientos con fulereno Ceo. No obstante, el
ANOVA de doble factor indicé que no existen diferencias significativas entre
generaciones y tratamientos, pero si existe una correlacion negativa entre

tallas y pesos (r = -0.535).

Este parametro estadisticamente no es relevante, sin embargo, la literatura

comprueba que existe un efecto de acumulacién del fulereno Ceo en D. magna
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que puede influir en el peso y carga corporal. Tervonen et al. (2010) reportaron
gue los agregados de fulereno pueden encontrarse suspendidos por semanas
0 meses en el agua, siendo blanco de rapida y significativa absorcion
(incrementaron el peso en un 0.45% a las 24 horas de ensayo a 2 mg/L de
Ce0), formando aglomerados en el tracto digestivo de D. magna, esto conlleva
a una lenta depuraciéon y sedimentando los residuos de Ceo, decreciendo la
exposicidn a otros organismos en los cuerpos de agua, pero incrementando
la exposicidbn para los organismos benténicos en los sedimentos. Esta
acumulacion también fue reportada Tao et al. (2016), con incrementos de
hasta una carga maxima de 24.33 mg/kg en exposicion al fulereno Ceo, pero
con resultados adversos para el pez cebra Danio rerio, con decrecimientos del
peso e inclusive el tamafo, esto relacionado a la inhibicibn de enzimas
digestivas, lo cual indica que los consumidores de D. magna pueden verse
afectados por la acumulacion del fulereno Ceo de manera indirecta, pudiendo

perjudicar las cadenas tréficas acuaticas.

4.2.2. Actividad Enziméatica

El sistema de enzimas Superoéxido Dismutasa y Catalasa (SOD-CAT) provee
la primera linea de defensa contra la toxicidad de las ERO’s. La SOD cataliza
la dismutacion del anién radical Superdxido a agua y perdxido de hidrogeno
(H202), el cual es atacado por la CAT. Generalmente, una respuesta de
induccion simultanea en las actividades de estas enzimas puede ser

observada cuando se encuentran expuestas a contaminantes (Dimitrova et
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al., 1994; Pandey et al., 2003). Este sistema de defensa no solo ha sido
estudiado en Daphnia magna, sino con otros organismos como ratas (Jurczuk
et al., 2003; Patlolla et al., 2009), peces (An et al., 2008; Saliu y Bawa-Allah.,
2012; Karadag et al., 2014), e inclusive plantas (Cavalcanti et al., 2004; Dey

et al., 2007).

El fulereno Ceo tiene propiedades antioxidantes (Gharbi et al., 2005; Trajkovic
et al., 2007; Yin et al., 2009; Andrievsky et al., 2009) y pro-oxidantes (Kamat
et al., 2000; Sayes et al., 2004; Sayes et al., 2005, Kong, et al., 2012). Las
propiedades pro-oxidantes se encuentran relacionadas a la formacion de
Especies Reactivas de Oxigeno (ERO’s), (Lee et al., 2008) y ocasionando
efectos téxicos (Sayes et al., 2004). Los mecanismos de produccién de estas
especies en soluciones acuosas de fulereno ya han sido estudiadas por
algunos autores, donde mencionan que la luz es un importante factor para la
formacion de ERO’s, aunque también pueden formarse directamente desde
agentes reductores a singletes de oxigeno y posteriormente a los radicales
como anion Superoéxido o Peréxido de Hidrégeno (Yamakoshi et al., 2003;

Markovic y Trajkovic, 2008).

Muchos estudios han mostrado que el fulereno posee esta propiedad pro-
oxidante en presencia de luz (Lee et al., 2008.; Isaacson et al., 2010; Kong et
al., 2012), y estas han sido aprovechadas en ciertas aplicaciones medicinales
como la eliminacion de células tumorales por produccién de estas ERO’s

(Burlaka, et al., 2004) y en muchas aplicaciones biomedicinales (Markovic y
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Trajkovic, 2008). Cabe resaltar nuevamente que las soluciones acuosas de
fulereno Ceo para este estudio han sido preparado a oscuras, de esta manera,
se pretende conocer si el fulereno Ceo de manera individual, posee
propiedades de generacion de ERO’s sin el apoyo de la luz. Los resultados
muestran que existe un incremento de actividad antioxidante por enzimas en

los tratamientos con fulereno Ceo en Daphnia magna.

No se tiene una base de datos o referencia de la actividad enzimatica de estas
enzimas en tratamientos con fulereno Ceo en Daphnia magna, sin embargo,
Ardnt (2014) en sus resultados con derivados del fulereno Ceo Si encontro
resultados con respecto a enzimas, siendo el Ceo-amino-yCD y Ceso-malonato-
yCD los que indujeron el incremento entre 30 y 39 veces los transcriptos del
complejo Vitelogeno-Superdxido Dismutasa (VTG-SOD) a concentraciones
de 1 ppm en la Fo, y esta expresion no cambio en las siguientes generaciones
y mostrando diferencias significativas (p < 0.01). Su trabajo implica que existe
una relacion entre la desintoxicacion de superéxidos y el metabolismo de
vitelogenina. De esta manera estos resultados pueden no solo relacionarse a
un problema de estrés oxidativo, sino también de diapausa en formacion de

embriones, lo cual se puede asociar a un problema de reproduccion.

La implicancia de este sistema en Daphnia magna ha sido explicada por
diversos autores con una gama de resultados en otros contaminantes
organicos e inorganicos. Fan et al. (2012) analizaron los niveles de CAT y

SOD en D. magna en presencia de contaminantes, utilizando tratamientos con
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Cobre y TiO2. La actividad de SOD y CAT alcanzaron valores de 208.2%
mayores que el control para CAT (control = 200 - 250 USOD/mg prot.) y
504.81% mayores que el control para el caso de SOD (control = 7 — 8
UCAT/mg prot.), en tratamientos con Cobre y TiO2 a 10 pg/L, mientras que en
los tratamientos sin TiOz, los picos maximos se alcanzaron a los 20 pg/L, para
luego disminuir la actividad en ambas enzimas (p < 0.01), conforme se
incrementaba las concentraciones en ambos tratamientos; indicando que
existe una gran actividad enzimatica en ensayos cronicos de 3 dias, pero
luego las concentraciones del téxico tienden a alterar este sistema SOD-CAT

y apagar este tipo de actividad antioxidante.

Los ensayos ya mencionados anteriormente de Lu et al. (2015) con PFOS y
PFENA en D. magna mostraron un incremento de las actividades enzimaticas
en 5 USOD/mg prot con respecto del control a 0.04 mg/L de ambos
compuestos, y un incremento en 5-10 umol/mg prot de CAT con respecto del
control en ambos compuestos hasta una concentracion de 0.008 mg/L. Las
actividades enziméticas comenzaron a disminuir considerablemente al
incrementar las concentraciones de PFOS y PFNA hasta 5 mg, viéndose
reducida su actividad en un 73-75% para CAT y 30-50% para SOD (p < 0.05).
Se deduce que parcialmente las actividades enzimaticas se incrementan
permitiendo al organismo sobrellevar el estrés oxidativo. No obstante, debido
al exceso de produccién de ERQO’s, con una concentracion mayor de un toxico
se producira un decrecimiento significativo de esta primera linea de defensa

de enzimas antioxidantes (Zhu et al., 2010).
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Por otra parte, la edad influye siendo un factor importante al momento de
reportar datos de actividad enzimatica del sistema SOD-CAT. En el presente
trabajo se reportaron actividades enzimaticas de individuos al finalizar el
ensayo cronico de 15 dias. Por otra parte, Arzate-Cérdenas et al. (2011),
reportd que el sistema SOD-CAT y otras enzimas responden a edades mas
tempranas (en dias) de Daphnia magna. En tratamientos con Cromo VI a
0.032 mg/L y a 24 horas en diferentes tiempos de vida, resultaron con un
mayor incremento de enzimas CAT (picos de 9 log k/mg prot.; p < 0.05), y
SOD (picos de 80 USOD/mg prot.; p = 0.76), llegando hasta individuos de
cinco dias de edad, siendo donde aproximadamente inicia la etapa
reproductiva. Sin embargo, en dias posteriores al sétimo dia decrece toda
actividad enzimatica. Lo cual implica que los estados mas juveniles tienden a
ser mas sensibles segun este y otros autores (Hoang y Klane, 2007; Muyssen

y Janssen, 2007).

Wu et al. (2011) evaluaron estas enzimas bajo ensayos de 10 dias, evaluado
los efectos del diésel 20 y el 2,4-diclorofenol (2,4-DCP). Los resultados
mostraron que la SOD no tuvo un incremento significativo, y se manifest6 al
primer dia de evaluado, mientras que las enzimas CAT y GPx si mostraron
incrementos durante todo el periodo de tratamiento. El estudio menciona que
la concentracion de SOD actual es suficiente para poder reducir los iones
Superoxido formado durante la exposicion a estos compuestos. La diferencia
entre las GPx y la CAT radica que las GPx se encargan también de la

reduccion no solo de H202 sino también de lipoperoxidos, siendo una enzima
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de proteccion contra peroxidacion lipidica, y su especialidad son muchos de
los peroxidos organicos. Los autores concluyen que es menor su participacion
en la reduccion de H20:2. Es por ello que utilizando CAT y SOD se puede tener
un completo analisis de la primera linea de defensa ante el estrés oxidativo
en diversas especies y utilizar otras enzimas puede servir de complemento a

estudios posteriores.

Debido a que el sistema de Capacidad Antioxidante puede manifestarse por
un incremento de vitaminas o0 por estrés oxidativo, se hicieron las
evaluaciones de actividad enzimatica en los ensayos cronicos
multigeneracionales. Los resultados del presente trabajo indican que existe
una relacion entre el incremento de CAT y SOD con respecto de la Capacidad
Antioxidante mostrada en los ensayos de toxicidad aguda. Ademas de mostrar
diferencias significativas entre los tratamientos (p < 0.05), se infiere que el
fulereno Ceo tiene un efecto toxico de estrés oxidativo en D. magna, y no
existen diferencias significativas entre generaciones (p > 0.05), lo cual sugiere
qgue el comportamiento de éste sistema SOD-CAT es el mismo desde los

parentales hasta la F2.

La segunda camada de la F2 ha mostrado el mayor nivel de incremento en
ambas enzimas, sin embargo, los niveles vuelven a disminuir en la tercera
camada. Solo existen diferencias significativas en el caso de SOD entre las
camadas de esta generacion. Se explica que la generacién F1 luego de haber
mandado la primera camada de la F2, esta generacion no tiene suficiente dafio

oxidativo, caso contrario en la segunda camada, donde la F1 ha tenido un
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tiempo aproximado de diez dias, sin embargo, la tercera camada disminuye
su actividad, lo que se puede deducir conforme a la literatura mencionada que
la F1 tuvo un incremento acumulado de estrés oxidativo y las enzimas tienden
a disminuir su actividad, lo cual fue transmitido a la Gltima camada de la F2
(F2-Cs). Se requieren mayores ensayos entre camadas de cada generacion

para poder afirmar con certeza dichos resultados.

Los resultados son similares con los de Ardnt (2014) al mostrar incrementos
de SOD bajo tres generaciones, pero con diferentes tipos de evaluacion y
compuestos sintetizados de fulereno. Sin embargo, se requieren otros
estudios a los siguientes niveles de defensa antioxidante para poder
determinar las rutas finales de desintoxicacion de fulereno Ceo. Mientras que
a nivel agudo como primera respuesta puede manifestarse la Capacidad
Antioxidante de D. magna en exposicion al fulereno. La SOD puede ser un
buen indicador a nivel cronico e inclusive multigeneracional en exposicion al
mismo compuesto. Finalmente, el presente estudio reporta que existe esta
respuesta de estrés oxidativo por produccion de ERO’s sin necesidad de la
luz en fulereno Ceo, pero debido a que se ha obtenido una CL10 elevada para
los ensayos de toxicidad cronicos, se deduce que el fulereno tiene un efecto
toxico a concentraciones elevadas con una positiva respuesta de actividad

enzimatica antioxidante.
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4.2.3. Tasa Intrinseca de Reproduccién

Los resultados nos indican que la tasa intrinseca de reproduccion (r) de
Daphnia magna se vio reducida en los tratamientos con fulereno Ceso con
respecto de los controles (p < 0.05), y estos resultados se han mantenido en
todas las generaciones evaluadas, lo cual indica que existe un problema a
nivel reproductivo que puede significar una desventaja en cuanto a la
supervivencia de este crustaceo con el paso del tiempo ante exposiciones
sucesivas al nanocompuesto evaluado. La importancia de estudiar la
demografia u otras medidas de crecimiento poblacional se usan muy a
menudo para evaluar la toxicidad (Villarroel, 2004; Sanchez, 2009; Lu et al.,
2015). El estudio de las poblaciones toma en cuenta los efectos letales y sub
letales que puede tener un toxico sobre la poblacion de una especie a través
de su esperanza de vida (Stark y Vargas, 2005), y en comparacién con otros
endpoints, la tasa intrinseca de reproduccion es muy superior a muchos de

estos parametros de efectos (Herbert et al., 2004).

Campos et al. (2016) evaluaron los efectos multigeneracionales a nivel de
reproduccion de tres insecticidas (4-Nonilfenol, butoxido de piperonilo, tributilo
de estafio) en Daphnia magna bajo los lineamientos de la OECD. Los
resultados con respecto al valor de r mostraron que los insecticidas tienen un
efecto negativo conforme se analiza en las generaciones de F1, especialmente
el butoxido de piperonilo (PBO) y el 4-Nonifenol, inclusive se vio afectado el

crecimiento en longitud de D. magna (p < 0.01). La tercera camada de la F1
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fue la generacibn mayormente afectada durante los ensayos en ambos

parametros evaluados a nivel de valores de r.

Chen et al. (2014) reportaron los efectos en tres generaciones (Parentales, F1
y F2) del pentaclorofenol en D. magna. Sus resultados indicaron que el valor
de r se ve reducido en las tres generaciones a un valor de 0.2 pmol/L de
pentaclorofenol siendo a este nivel en donde se encuentran diferencias
significativas en comparacion con las demas concentraciones menores
utilizadas (Fo = 0.1864, F1 = 0.1692, F2 = 0.1389). Adicionalmente reportaron
que la F1 tuvo un mayor efecto toxico en cuanto al decrecimiento del valor de
r en una mayor cantidad de concentraciones utilizadas en comparacion con
las otras generaciones, de manera que F1 > F2 > Fo con respecto al efecto

toxico. En el presente estudio la F1 fue la que tuvo un menor incremento de .

Uno de los resultados con mayor relacion entre las concentraciones de un
téxico con respecto a la tasa de reproduccion fue reportado por Heckmann et
al. (2007). Evaluando el efecto a nivel cronico en ensayos de 14 dias
mostraron que existe una fuerte correlacibn negativa entre las
concentraciones de ibuprofeno con respecto a la tasa de reproduccion (r = -
0.945, p < 0.001) de D. magna, debido a que las concentraciones utilizadas
fueron mayores a los valores normales en el ambiente, estas pequefias
concentraciones no tienen una relevancia a nivel de impacto ecolégico. En el

caso del fulereno Cso se desconoce las concentraciones normales en el
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ambiente, por ello se ha evaluado a partir de una concentracion sub letal para

D. magna como la CLo.

A nivel de nanocompuestos, Volkér et al. (2013) utilizaron Nanoplata para sus
ensayos multigeneracionales en D. magna, Daphnia pulex y Daphnia galeata
en cinco generaciones (Fo — F4) durante 21 dias. Los resultados mostraron
que D. magna fue la especie menos sensible de las tres evaluadas. Sin
embargo, presentaron un incremento muy bajo en el valor de r, especialmente
la generacion Fa. Estos estudios indican que probablemente, debido al mayor
tamafo de D. magna con respecto de las otras especies puede significar una

ligera tolerancia mayor a este nanocompuesto.

El bajo incremento de la tasa intrinseca de reproduccion se encuentra
relacionado al estrés téxico que pueda tener D. magna, el cual altera muchas
de las fracciones de reserva de energia (Cowgill et al., 1984, Muyssen y
Janssen, 2001). Ademas de ello, la reproducciéon se ve afectada cuando el
aparato digestivo de Daphnia se ve copado de acumulos de nanocompuestos
como la nanoplata y esto impide que se tenga un buen consumo de alimento,
lo cual conlleva a una mala reproduccién y disminuciéon de tamafio (Zhao y
Wang, 2011). A pesar qué no hubo estos acumulos en el trabajo de Volkér et
al., en el presente estudio si se presentaron acumulaciones de fulereno en

todas las generaciones en tratamientos con fulereno Ceo a 21 mg/L.

Volviendo nuevamente el trabajo multigeneracional con D. magna de Ardnt

(2014) con derivados de fulereno Ceo, reportd que estos a una concentracion
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por debajo de los 50 mg/L no presentan decrecimientos significativos. Los
derivados de fulereno fueron menos toxicos en comparaciéon de los otros
compuestos estudiados (SWCNT y MWCNT). En contraste con el presente
trabajo, donde se reportaron valores menores de r en tratamientos con
fulereno Ceo puro a 21 mg/L, lo cual es una concentracion a tener en cuenta

para posteriores estudios.

Adicionalmente, se observaron en las camadas de cada generacion si hubo
aparicion de machos, no se reportd algun individuo de este sexo, de esta
manera, el fulereno Ceo, N0 presenta las condiciones adversas necesarias
para la induccién de machos e iniciacion del ciclos sexual reproductivo como

otros compuestos (Matsumoto et al. 2008; Abe et al., 2015).

La evaluacion correspondiente nos indica que la reproduccién es un
importante parametro para la evaluacién multigeneracional de fulereno Ceo en
D. magna y este parametro puede encontrarse relacionado al estrés oxidativo,
ademas excesiva acumulacion de este hanocompuesto en las cavidades de
este organismo pueden interferir en su buen desarrollo fisiolégico alterando

su crecimiento y reproduccion
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CONCLUSIONES

De los ensayos de toxicidad aguda se ha podido determinar que Daphnia
magna manifiesta respuestas por exposicion al fulereno Ceo a nivel letal
(CLso = 81.95 mg/L), de comportamiento (incrementando el numero de
saltos al aumentar la concentracion de fulereno) y a nivel fisiolégico
(Incremento de la Capacidad Antioxidante por medio de la captacion de

radicales).

A nivel crénico se concluye que el parametro que mayor respuesta ha
tenido ha sido la Superéxido Dismutasa (SOD) siendo el principal

pardmetro relacionado con el incremento en la Capacidad Antioxidante.

Los niveles de Catalasa (CAT) se vieron incrementados en las
generaciones F1 y F2 en tratamientos con fulereno Ceo, pero en cantidades
menores a SOD, se entiende que no todo el H20:2 sigue la ruta de la CAT,
pudiendo pasar por otras peroxidasas como la Glutation Peroxidasa, pero

en menor cantidad.

Existen otras caracteristicas como la talla y el peso de D. magna que no

han manifestado diferencias significativas, pero se concluye que la

capacidad acumuladora de D. magna incrementa su peso por el exceso de
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fulereno almacenado en el tracto digestivo, mientras que han presentado

un decrecimiento en tamano.

La tasa intrinseca de reproduccion se ha visto reducida en los tratamientos
con fulereno Ceo con diferencias significativas con respecto a los controles.
Este parametro se encuentra relacionado a otros como el estrés oxidativo
y el consumo correcto de alimentos, el cual se ve impedido por acumulacion

de fulereno Ceo en el tracto digestivo de Daphnia magna.

El fulereno Ceo tiene efectos negativos a nivel multigeneracional en Daphnia

magna, principalmente a nivel reproductivo y en estrés oxidativo, pero a

concentraciones mayores en comparacion a la literatura.
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RECOMENDACIONES

La toxicidad del fulereno Ceo se incrementa de acuerdo al tiempo de
preparado la solucién del mismo, ademas del tipo de solvente a utilizar.
Se recomienda siempre utilizar agua ultra pura, bidestilada o desionizada,
para evitar algun tipo de interferencia que puedan alterar los resultados

en ensayos ecotoxicoldgicos, como el uso de solventes organicos.

A pesar que, el ensayo cronico por generacion tuvo una duracion de 15
dias, se pueden realizar ensayos mas prolongados (21 dias segun OECD)
y evaluar mas de una camada por generacién. Esto nos permitird ampliar
el panorama a este nivel multigeneracional con resultados que puedan
apoyar las conclusiones presentadas en este trabajo o contrastarlas y

tener una mayor conclusion de efectos a nivel multigeneracional.

Mantener los ensayos en oscuridad, debido a que se ha reportado que el

fulereno pueda tener propiedades pro-oxidantes con exposicion a la luz.

El Software PROBIT 1.5 funciona bajo el Sistema Opertativo Windows XP
y versiones mas antiguas, se puede solucionar el problema instalando un
emulador de este sistema operativo 0 una computadora con este tipo de

Windows.

Existen otro tipo de pardmetros que pueden evaluarse a manera de

respuesta a corto y largo plazo como son los niveles de melanina, ingesta
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de carbono total, enzimas como Peroxidasas, compuestos como el

Glutation, o dafo a nivel genético.
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ANEXO 1: REPORTE FOTOGRAFICO

A.Instalaciones para el Medio de Cultivo de Daphnia magna y

ensayos

(@)

Fotografia 1. Instalacion de los medios de cultivo de Daphnia magna en el
laboratorio. Se puede apreciar el uso de iluminacion para mantenerlas en

fotoperiodo. Fotografia 2. Instalacién de ensayos de toxicidad en el laboratorio.
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B. Preparacion de Solucion de Fulereno

(4)

Fotografia 3. Filtrado de soluciones del Fulereno Ce luego de pasar por el proceso
de agitaciéon. Fotografia 4. Almacenamiento final de soluciones de fulereno en

frascos ambar para evitar su contacto con la luz.
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C. Ensayos de Toxicidad Aguda

(5) (6)

() ©)

Fotografia 5. Daphnia magna en ensayo de toxicidad por fulereno Ceo a 48 h. Control
negativo. Fotografias 6, 7 y 8. Daphnia magna en exposicion al fulereno Ceo a 48 h

a concentraciones de 50, 80 y 150 mg/L respectivamente.
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D. Ensayos de Toxicidad Cronica

(10)

9)

(11) (12)

(13) (14)

Fotografias del ensayo de toxicidad cronico de fulereno Ceo en Daphnia magna.
(9) y (10). Parentales Fo: Control y con tratamiento respectivamente. (11) y (12).
Generacion Fi: Control y con tratamiento respectivamente. (13) y (14). Generacion
F2: Control y con tratamiento respectivamente.
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ANEXO 2: RESULTADOS OBTENIDOS POR SOFTWARE PROBIT 1.5

Figura 16. Funciones del programa PROBIT de la US.EPA e introduccién de

datos en los controles.

st CADOCUME=1\pj\ESCRIT~1\probit.exe

Thiz program iz provided to calculate the following endpoints:

1. LCSA from acute toxicity tests.,
2. LC1 from fish embryo/larval testes,
3. EC58 from sea urchin fertilization tests.

Rezponders (number responding? are defined as:

. Humber of dead organisms in acute toxicity tests.

. Numheyr of dead plus deformed organisms in fish (short—term chronic)
embryoslarval tests.

. Humber of eggs not fertilized in zea uwrchin (short-term chronich>
fertilization tests.

Mumber vesponding in the control group = 7 2
Number of animals exposed in the concurrent control group = 7 F@_

Figura 17. Introduccién de datos de respuesta en las concentraciones y

confirmacion.

ADOCUME - 1\ IpAESCRIT - 1\probit.exe

Number Numhe
Humher . Expozed

38
38
3a
38
L)
38

Do vyou wish to modify your data 7 _

111



Figura 18. Resultados obtenidos con PROBIT 1.5

EPA PROBIT AMALYSIS PROGRAM
USED FOR CALCULATING LC/EC VALUES
Version 1.5

CL58 FULERENO

Proportion
Observed Responding Predicted
Number Number  Proportion  Adjusted for Proportion
Conc. Exposed Resp. Responding Controls Responding
Control 3@ 2 8.8667 6.0600 @.e958
20.0000 3@ 8 8.2667 @.1897 8.0981
58.0000 3@ 16 8.3333 8.2634 @.3193
80.0000 3@ 15 8.5000 8.4475 8.4989
160.e000 3@ 17 8.5667 @.5212 8.5758
150. 6008 3@ 20 8.6667 8.6317 8.7172
180. 0000 3@ 28 8.9333 8.9263 8.7727
Chi - Square for Heterogeneity (calculated) = 6.983
Chi - Square for Heterogeneity
(tabular value at 8.85 level) = 9.488
Mu = 1.913561
Sigma = B.457683
Parameter Estimate Std. Err. 95% Confidence Limits
Intercept B.812851 1.887627 { -1.162898, 2.787799)
Slope 2.188145 6.587279 { 1.193879, 3.182411)
Spontaneous B.6894952 A.0651569 ( -0.0860892, 8.196856)

Response Rate

CL58 FULERENO

Estimated LC/EC Values and Confidence Limits

Exposure 95% Confidence Limits

Point Conc. Lower Upper

LC/EC 1.00 7.886 8.787 17.155
LC/EC 5.00 14.515 2.682 28.387
LC/EC 19.00 21.275 5.195 37.264
LC/EC 15.00 27.537 8.262 44,895
LC/EC 50.00 81.952 53.568 188.183
LC/EC 85.00 243,896 172.387 525.437
LC/EC 9©.00 315.692 2089.966 826.239
LC/EC 95.00 462.694 278.151 1634.688
LC/EC 99.00 947.763 463.718 5974.862

¥
CL58 FULERENO

112



PLOT OF ADJUSTED PROBITS AND PREDICTED REGRESSION LINE
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ANEXO 3: RESULTADOS OBTENIDOS POR SOFTWARE SPSS 24

A. Ensayos de Toxicidad Aguda

Mortalidad
Unidireccional
ANOVA
Mortalidad
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 14580952 i 2430159 34,022 000
Dentro de grupos 1000,000 14 71,424
Total 15580952 20
Subconjuntos homogéneos
Mortalidad
HSD Tukey®
Subconjunto para alfa=0.05
Concentracion 1 1 2 3 4 5
.00 3 6,6667
20,00 3 26,6667 266667
50,00 3 33,3333 33,3333
80,00 3 50,0000 50,0000 50,0000
100,00 3 56,6667 56,6667
150,00 3 66,6667
180,00 3 93,3333
Sig 122 053 053 261 1,000
Sevisualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica = 3.000.
Saltos
ANOVA
Saltos
Suma de Media
cuadrados ql cuadratica F Sig.
Entre arupos 3659,911 ] 731,982 90,393 000
Dentro de grupos 97173 12 8,098
Total 767,084 17
Subconjuntos homogéneos
Saltos
HSD Tukeay®
Subconjunto para alfa= 0.05
Concentracisn K 1 2 3 4 5
00 3 67,6000
20,00 3 81,3333
50,00 3 83,8667 83,8667
80,00 3 89,4667 894667
100,00 3 97,0667
150,00 3 1137333
Sig 1,000 BT 227 058 1,000

Sevisualizan las medias paralos grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica = 3,000
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Capacidad Antioxidante

Unidireccional
ANOVA
Capacidad Antioxidante
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 7537682 13 1507536 3509889 ,aoo
Dentro de grupos 5154 12 430
Total 7542836 17

Subconjuntos homogéneos

Capacidad Antioxidante
HSD Tukey®
Subconjunto para alfa= 0.05

Concentracidn M 1 2 3 4 5

00 32,8267
20,00
50,00
80,00
100,00
150,00
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

42,3500
46,0000
61,1600
72,3033

LW W W W W

93,7100
1,000

Sevisualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica = 3,000.

B. Ensayos de Toxicidad Crénica Multigeneracional

Tallas

Pruebas de efectos inter-sujetos

Variable dependiente:  Talla

Tipo Hl de

suma de MEEI]q )
origen cuadrados al cuadratica F Sig.
Modelo corregido 5367 il 107 2,000 115
Interseccion 111,803 1 111,803  2087,682 000
Generacidn 384 2 182 3,683 043
Tratamiento 035 1 035 G662 424
Generacion * Tratamiento 061 2 030 JG6E &T4
Error 1,285 24 054
Total 143176 30
Total corregido 1,821 29

a. R al cuadrado =,294 (R al cuadrado ajustada=,147)
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Pruebas post hoc

Generacion

Comparaciones maltiples
Wariable dependiente: Talla

Intervalo de confianza al 95%

Diferencia de Errar . Limite

(Iy Generacidn  (J) Generacian medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
HSD Tukey FO F1 -,3206 13361 061 -,6543 0130
F2 -,0580 10908 857 -,3305 2144
F1 FO 13206 13361 061 0130 6543
F2 (2626 10908 060 -,0098 5350
F2 FO 0580 10908 857 -2144 13305
F1 -, 2626 10908 060 -,5350 0098
T de Dunnett (hilateral)®  FO F2 -,0580 10908 833 -, 3169 ,2009
F1 F2 2626 10908 046 ,0037 5215

Se hasa en las medias observadas.
Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) = 054,

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
a. Las pruebas t de Dunnetttratan un grupo coma un control, y comparan todos los demas grupos con este.

Subconjuntos homogéneos

Graficos de perfil

Talla
Subconjunto Medias marginales estimadas de Talla
Generacion H 1 2 seo] Ganeracién
HSD Tukey™™®  FO 6 20717 ' —n
F2 18 2,1298 21298 F2
F1 g 23924 2407 -
«
Sig. BT6 087 2
Duncan®t- Fo 5 20717 .E 230
F2 18 21208 ;
Fi1 ] 2,3924 E 2o
Sig. 627 1,000 g e
- n n - E .
Sevisualizan las medias para los grupos en los subconjuntos 2 oiod ™~
homagéneos. £ \
Se basaen las medias ohservadas. g -~
Elts - - _ ]
ermino de errurfs la media cuadratica(Error) ,05'4 200 \J
a. Utiliza el tamario de la muestra de la media armonica =
7,714,
b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza 1a media 1,807
arménica de los tamafos de grupo. Los niveles de error de T T
tipo | no estan garantizados Contrel Con Fulereno
Tratamiento
c. Alfa= 0.05.
Pesos
Pruebas de efectos inter-sujetos
Yariable dependiente; Peso
Tipo ll de
suma de Media
Origen cuadrados aql cuadratica F Sig.
Modelo corregido 11487 a 230 6,661 om
Interseccion 35,744 1 35744 1037229 000
Generacion 08 2 054 1,672 228
Tratamiento 064 1 064 1,871 REL
Generacion * Tratamiento G524 2 312 9,053 0m
Errar 827 24 034
Total 50,184 30
Total corregido 14875 28

a. R al cuadrado = 581 (R al cuadrado ajustada = ,494)
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Pruebas post hoc

Generacion

“ariahle dependiente: Peso

Comparaciones multiples

Intervalo de confianza al 95%

Diferencia de Error ) Limite
() Generacidn  (J) Generacion medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
HSD Tukey Fo F1 -1233 0718 493 3910 1443
F2 - 1550 08751 201 -,3735 0635
Fi Fo 1233 10718 493 1443 13910
F2 - 0317 08751 831 -,2502 1869
F2 Fo 1550 08751 201 - 0635 13735
F1 0317 08751 931 - 1869 2502
T de Dunnett (hilateral)®  Fo F2 - 1550 08751 165 - 3627 0527
F1 F2 - 0317 08751 a18 -,2393 A760
Se basa en las medias observadas
Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) = ,034.
a. Las pruebas t de Dunnetttratan un grupo como un control, y comparan todos los demas grupos con este.
Subconjuntos homogéneos
Peso
Subconjunto
Generacion N 1 .
HSD Tukey™™®  FO § 11500  Graficos de perfi
i 6 1.2733 Medias marginales de Peso
F2 18 1,3050 o] Generacion
Sig. 249 i
Duncan®®:® FO 6 1,1500 o] =
F1 [ 1,2733
F2 18 1,3050 1 a0 N
Si. 133 :

Sevisualizan las medias para los grupos en los

subconjuntos homogéneos.
Se hasaen las medias observadas.

Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) = 034,
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media

armdnica=7,714

1,30

1,204

Medias marginales estimadas

1,104 /

b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la e
media armdnica de los tamafios de grupo. Los .
niveles de error de tipo | no estan garantizados. 1,007
¢ Alfa= 0.05. Cortrol ConFulereno
Tratamiento
Catalasa - CAT
Pruebas de efectos inter-sujetos
‘ariahle dependiente: Catalasa
Tipo lll de
suma de Media
Origen cuadrados al cuadratica F Sig.
Modelo corregido 25,1457 L] 029 G478 001
Interseccion 18,838 1 18,838 24 268 000
Generacian 3,744 2 1,872 2411 A1
Tratamiento 14,702 1 14,702 18,940 000
Generacian * Tratamiento 22497 2 1,148 1,480 248
Errar 18,630 24 T76
Total 66,691 30
Total corregido 43775 248

a.R alcuadrado = 574 (R al cuadrado ajustada = ,486)
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Pruebas post hoc

Generacion

“ariable dependiente:

Comparaciones multiples

Catalasa

Intervalo de confianza al 95%

Diferencia de Error ) Limnite

() Generacion  (J) Generacidn medias (I-J) estandar Sig. Limite inferior suUperior
HSD Tukey FO F1 11050 50868 097 - 1653 2,3753
F2 6583 41533 271 -3789 1,6955
F1 FO -1,1050 50868 097 -2,3753 1653
F2 - 4467 41533 538 -1,4839 5805
F2 FO - 6583 41533 271 -1,6955 3789
F1 4467 41533 538 -,5905 1,4839
T de Dunnett (hilateral)®  FO F2 6583 41533 229 -3273 1,6440
F1 F2 - 4467 41533 488 -1,4323 5390

Se basaen las medias obsemvadas.
Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) = 776,

a. Las pruehas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos los demas grupos con este.

Subconjuntos homogéneos

Catalasa
Subconjunto
Generacion 1 1 2
HSD Tukey®®®  F1 & 13850
F2 18 8317
FO 61,4900
Sig. 054
Duncan®®® F1 6 13850
F2 18 8317 8317
FO 6 1,4900
Sig. 329 165

Sevisualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

Se basa en las medias ohservadas
Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) = 776,

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica =

7714,

b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la media
arménica de los tamafios de grupo. Los niveles de error de
tipo | no estan garantizados.

c Alfa= 005

Superoxido Dismutasa - SOD

Pruebas de efectos inter-sujetos

Graficos de perfil

Medias marginales estimadas de Catalasa

3,00

T i hid

Medias marginales estimadas
T

Generacién
Fo
—F
F2

T T
Control Con Fulereno

Tratamiento

Variable dependiente: S0D

Tipo ll de

suma de Media
Origen cuadrados al cuadratica F Sig.
Modelo corregido 1558417 ] 31,168 51,238 ,000
Interseccidn 292,750 1 292,750 481,259 ,000
Tratamiento 77,37 1 77,37 127,192 ,000
Generacion 37,835 2 18,917 31,099 ,000
Tratamiento * Generacion 22,37 2 11,186 18,388 000
Errar 20,682 34 608
Total 581,083 40
Total corregido 176,523 35

a. R al cuadrado = 883 (R al cuadrado ajustada = B66)

118



Pruebas post hoc

Generacion

Variable dependients: SOD

Comparaciones maltiples

Intervalo de confianza al 95%

Diferencia de Error Limite

(I) Generacion  (J) Generacion medias (-1} estandar Sig. Lirnite inferior superior
HSD Tukey FO F1 3,0200° 138997 000 20644 39756
F2 11346 A1e84 003 3543 19148
F1 FO -3,0200° ,3Boay ,aoo -3,9756 -2,0644
F2 -1,8854" 31841 000 -2,6657 -1,1052
F2 Fo -1,1346 31841 003 41,9148 -3543
F1 18854 A1e84 ,aoo 110582 26657
T de Dunnett (bilateral)® O F2 11346 3841 002 3928 1,8764
F1 F2 -1,8854" 31841 000 -2,6272 11436

Se basa en las medias observadas
Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) = 608,

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05

b. Las pruehas t de Dunnett tratan un arupo como un control, y comparan todos los demds grupos con este.

Subconjuntos homogéneos

Graficos de perfil

S0D
Subconjunta

Generacion M 1 2 3
HSD Tukey™™®  F1 g 1,4450

F2 24 33304

Fo g 44650

Sig. 1,000 1,000 1,000
Duncan®®® F1 81,4450

F2 24 33304

Fo 8 4 4650

Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupas en los subconjuntos homagéneos.

Medias marginales estimadas de SOD

8,00

3
g8
T

Medias marginales estimadas
g
8
1

Generacion
Fo
—F1
F2

Se basa enlas medias observadas 2007 -4
Eltérmino de error es la media cuadratica(Errory = 608

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica= 10,286 ©

b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la media armdnica de u

los tamafios de grupo. Los niveles de error de tipo | no estan o
garantizados Control Con Fulereno
c. Alfa=0.05. Tratamiento
Tasa Intrinseca de Reproduccion
Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente; Tasa Intr. de Rep.
Tipo Il de
suma de Media

Crigen cuadrados al cuadratica F Sig.
Modelo corregido 005 3 oo 13,869 oan
Interseccian 369 1 369 4690,326 N i]v]
Generacion 0o 2 .ooo 3614 042
Tratamiento 005 1 005 58,245 000
Generacidn * Tratamiento 001 2 000 3,614 042
Error 002 24 7,870E-5
Total 474 30
Total corregido o007 28

a. R al cuadrado =743 (R al cuadrado ajustada = 689)
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Pruebas post hoc

Generacion

“ariahle dependiente:

Comparaciones maltiples

Tasa Intr. de Rep.

Intervalo de confianza al 95%

Diferencia de Errar . Limite

(I) Generacidn  (J) Generacién medias (l-J) estandar Sig. Limite inferior superior
HSD Tukey FO F1 ,0100 00512 146 -,0028 0228
F2 01117 00418 036 .noor 0216
F1 FO -0100 00512 146 -0228 0028
F2 o1 00418 962 -,0083 0116
F2 FO 01117 00418 036 -0216 -,0007
F1 -0011 00418 962 - 0116 ,0083
T de Dunnett (hilateral)®  Fo F2 01117 00418 027 0012 0210
F1 F2 0011 00418 955 -,0088 0110

Se hasa en las medias observadas.
Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) = 7,67 0E-4.

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

h. Las pruebas t de Dunnett tratan un grupo como un control, y comparan todos los demas grupos con este.

Subconjuntos homogéneos

Tasa Intr. de Rep.

Subconjunto

Generacién M 1 2
HSD Tukey®®®  F2 18 1222

F1 i} 1233

FO 5] 1333

Sig. 054
Duncan®™® F2 18 1222

F1 G 1233

FO 3] 1333

sig. 808 1,000

Graficos de perfil

Medias marginales estimadas de Tasa Intr. de Rep.

Sevisualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

Se hasa en las medias obsenvadas.
Eltérmino de error es la media cuadratica(Error) = 7,87 0E-5.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armdnica =

7,714,

b. Los tamafios de grupo no son iguales. Se utiliza la media
armanica de los tamafios de grupo. Los niveles de error de
tipo | no estan garantizados.

c.Alfa=0.05.

Medias marginales estimadas

Generacian
Fo
—F1
F2
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ANEXO 4: HOJA DE SEGURIDAD DEL FULERENO

SES

research

Properties

Product Name:

Purity offer (HPLC):
UV wavelength 320nm

Molecular weight:

Mp:
Sublimation

Solubility:

Formula:

CAS#:

Orbital energy:

OLED Device Performance:

121

Fullerene-Cgp . Datasheet
>99.5%

Synonym: Buckminsterfullerene

Fullerene Carbon 60 (C60)
99.5,99.9, 99.95 and 99.99%

720.64 g/mol

>1180 °C
>434 °C

organic solvents: soluble

Coo
99685-96-8

HOMO 6.1-6.2 eV
LUMO 4.5eV

ITO/CuPc/NPD/Alqs/Ce/ Mg:Ag?
« Color: green
» Max. Luminance: 17200 Cd/m?

ITO/NPD/Alqs/Coo/LiF:AlAG?

- Color: green

« Max. Luminance: 7000 Cd/m?
« Turn-On Voltage: <5V

ITO/TPD/Alqs/Ceo/LiF/Al/AG?

« Color: green

« Max. Luminance: 4000 Cd/m?
« Turn-On Voltage: <5V

Carbon 60 Fullerenes which are often times abbreviated as C60 represent
a growing field of interest in terms of chemical research, nanotechnology,
and electronics development. Carbon 60 is unique in the fact nothing quite
like it exists in nature.



