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Resumen

En los ultimos afios han aumentado los niveles y tipos de sustancias xenobioticas
en los ecosistemas de agua dulce. El control ecologico que suele usarse para
estas sustancias, no es tan riguroso. Entre los antiinflamatorios no esteroides
(AINE’s) de uso comun, los mas importantes en México son paracetamol y
diclofenaco. Estos entran de manera natural a los cuerpos de agua por medio de
transporte hidroldgico por efluentes de plantas de tratamiento y pueden afectar al
plancton, como es el caso de los rotiferos. Los rotiferos son ampliamente
utilizados como organismos de bioensayo para evaluar los efectos de toxicos en
efluentes. En el presente trabajo, se cuantificaron los efectos cronicos de
paracetamol y diclofenaco sobre la dinamica poblacional del rotifero Plationus
patulus, utilizando cinco concentraciones nominales (2, 4, 8, 16 y 32 mg L™ (y
testigo) de paracetamol y de igual manera para (1.5, 3.12, 6.25, 12.5, 25 mg L™Y)
diclofenaco. El crecimiento poblacional y la densidad poblacional maxima de P.
patulus, disminuyé al aumentar la concentracion de paracetamol o diclofenaco.
En la concentracién de 16 mg L™ de paracetamol y 6.25 mg L* o mas de
diclofenaco se produjo una reduccion significativa en las abundancias
poblacionales de los rotiferos. La tasa de crecimiento poblacional (r) también
mostré tendencias similares a la densidad poblacional maxima en donde r
disminuy6 con el incremento de paracetamol o diclofenaco. El intervalo del valor
de r fue de -0.15 a 0.18 por dia, en donde resultdé negativa cuando la
concentracion de paracetamol fue de 32 mg L* o 25 mg L* de diclofenaco. El

estudio mostro que tanto el paracetamol como el diclofenaco mostraron tener un



efecto negativo sobre la dinamica poblacional del rotifero Plationus patulus,
especialmente cuando estos organismos son expuestos a ambos analgésicos

durante su ciclo de vida.



Abstract

In the last few years the levels and types of xenobiotics substances have increased
significantly in freshwater systems. The environmental control of these substances
is often not rigorous. Among the nonsteroidal anti-inflammatory (NSAID) commonly
used, the most important in Mexico are paracetamol and diclofenac. These are
found naturally in transport to waterbodies through the hydrological areas of
agriculture and effluent treatment plants and can affect planktonic organisms. Of
these, the rotifers are widely used as bioassay species to evaluate the effects of
toxic effluents. In this study the chronic effects of paracetamol and diclofenac on
the population dynamics of the rotifer Plationus patulus were quantified. Five
nominal concentrations were used (2-32 mg L™) (and control) of paracetamol (1.5
to 25 mg L™) and equally for diclofenac. Population growth of P. patulus generally
decreased as the concentrations of paracetamol or diclofenaco increased in the
medium. The maximum population density decreased with the increase
paracetamol or diclofenac. At the concentration of 16 mg L™ paracetamol and 6.25
mg L' or more of diclofenac there was a significant reduction in population
abundances of rotifers. The rate of population increase (r) also showed trends
similar to the maximum population density where r decreased with increasing
paracetamol or diclofenac. The range of the value of r was - 0.15 to 0.18 per day,
where it was negative when the concentration of paracetamol was 32 mg L™ or L
25 mg of diclofenac. Thus, though both paracetamol and diclofenac are commonly
used pain relievers, they do have a negative effect on the rotifer population

dynamics especially when exposed to a long period.
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Introduccién

Actualmente ha aumentado el interés a nivel mundial acerca de la deteccion de los
residuos de farmacos en los ambientes acuaticos (Fent et al., 2006); hoy en dia
los farmacos han obtenido gran atencidbn como sustancias verdaderamente toxicas

en los ecosistemas (Touliabah et al., 2008).

Debido a su aporte continuo, el uso excesivo y persistente de los medicamentos
ha ocasionado muchos efectos no deseados en los ambientes acuéticos, como la
emergencia y transmisién de genes de resistencia a los antibidticos, dafios a las
comunidades microbianas por los desinfectantes, variaciones en el ritmo de vida y
en las relaciones tréficas por los anestésicos, reduccion en la fertilidad y el cambio
de la condicion sexual por hormonas, asi como efectos toxicos-reproductivos por
drogas citostaticas. Estos efectos no deseados cada vez van en aumento, aun a
pesar de la cantidad de productos de degradacion que existen para este tipo de

sustancias (Bila y Dezotti, 2003).

Por lo antes ya mencionado es de suma importancia detectar y conocer los
efectos de los medicamentos en sistemas acuéticos. A pesar de que la deteccion
de los efectos negativos en el ambiente acuatico es sumamente dificil; existen
pruebas de laboratorio in vivo e in vitro, que muestran generalmente los efectos
toxicos de estos compuestos aunque no sean los niveles o concentraciones
presentes en el ambiente (ug-L* y ng-L'"). Ademaés la posibilidad de variaciones
en la sensibilidad, exposicion crénica y los efectos de compuestos en forma de
mezcla, tales como una adicion en la concentracion y el sinergismo no pueden ser
descartados (Altenburger et al., 2004; Cleuvers, 2004).

11



A pesar de la dificultad para detectar los efectos, existe evidencia que muchos de
estos productos farmaceéuticos son persistentes en el ambiente y pueden llegar a
las aguas superficiales y subterrdneas, produciendo impactos en los organismos
acuaticos primarios en la cadena tréfica, en diversas formas como la mortalidad,

errores en la muda o eclosion y deformidades anatomicas (Bila y Dezotti, 2003).

Estos riesgos potenciales asociados al desecho de medicamentos en el ambiente,
han provocado inquietudes tanto para los reguladores ambientales como para las
industrias farmacéuticas (Crane et al., 2006). Una de las principales problematicas
de contaminacion de cuerpos de agua es debido a sustancias xenobioticas de uso
comun que reciben muy poca atencion. Estas sustancias comprenden a los
farmacos y los ingredientes en los productos de cuidado personal (PCP). Estos
son producidos y utilizados en grandes cantidades (Daughton y Ternes, 1999)
ademas de que la utilizaciébn de estos mismos ha incrementado con los afios

(Ternes, 1998).

Farmacos (Generalidades)

Dentro de los farmacos mas comunmente utilizados se encuentran los AINEs
(Antiinflamatorios no esteroides), de los cuales en México los de mayor consumo
corresponden al acido acetilsalisilico, paracetamol, ibuprofeno, diclofenaco y
naproxeno (OMS, 2004). De estos el paracetamol y el diclofenaco son analgésicos
ampliamente utilizados en la medicina humana y veterinaria debido a que tienen

un efecto biolégico planeado (Haap et al., 2008; Touliabah et al., 2008). Estos
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analgésicos son muy comunes para el tratamiento de dolor de grado leve a

moderado.

La fenacetina que contiene el paracetamol (Ver figura 1), es el farmaco que se
metaboliza a acetaminofén el cual es méas toxico que su metabolito activo. Este es
un inhibidor débil de las prostaglandinas en los tejidos periféricos, y no posee
efectos antiinflamatorios importantes. ElI acetaminofén es un analgésico
antipirético ampliamente producido, distribuido y consumido mundialmente (Yin et
al., 2001). Debido a sus propiedades, es comunmente utilizado para aliviar la
fiebre, dolores de cabeza y otros malestares menores (Dart et al., 2006). Debido a
su degradacion incompleta (50-75%), el acetaminofén puede entrar en el medio
acuatico, encontradose en agua superficial, subsuelo o inclusive en agua potable

(Buser et al., 1998).

H

N. _CHy
HO

Figura 1. Estructura quimica del paracetamol

Formula quimica: CgHgNO-
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Uso comun: analgésico
Peso molecular: 151.2

Solubilidad en agua (g/L): 100

El diclofenaco (ver figura 2) que es un antiinflamatorio no esterioideo (AINE)
derivado del &cido benzoacético, funciona como inhibidor potente de la
ciclooxigenasa, con propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas. Es
utilizado ampliamente para el alivio del dolor de inflamaciones agudas y cronicas,
sindromes reumaticos, procesos degenerativos, dolor inflamatorio, postoperatorio,
tendinitis, cirugia dental, dismenorrea y cefalea (Gomez-Olivan et al., 2009). El
farmaco se absorbe con rapidez después de su administracién oral, y tiene una
vida media breve (Katzung, 1995). Sin embargo, al final, solamente es

parcialmente eliminado en el tratamiento de aguas residuales (Fent et al., 2006).

Cl

NH
Cl OH

Figura 2. Estructura quimica del diclofenaco
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Formula quimica: C14 H11 C12 NO>

Uso comun: antiinflamatorio, antirreuméatico

Solubilidad en agua (g/L): 21.3

En México su venta no requiere receta médica y son de los medicamentos mas
utilizados por la poblacion (OMS, 2004; Gomez-Olivan et al., 2009). Sin embargo,
hoy en dia no se cuenta con alguna legislacion en el pais que contemple la
presencia de productos farmacéuticos o de cuidado personal en el agua, mucho

menos limites permisibles de éstas sustancias (Valdés-Alanis, 2009).

Debido a estos factores cruciales, las inquietudes han aumentado debido a que no
se conocen con exactitud los impactos que pueda tener el activo natural fisioldgico
de estos farmacos sobre diversas especies acuaticas, principalmente cuando

estos farmacos son desechados al ambiente (Fent et al., 2006).

Farmacos en el ambiente

Los farmacos pueden ser introducidos al ambiente (ver figura 3) después de su
uso en pacientes y animales, ya que son excretados de forma inalterada o como
metabolitos a través de la orina o las heces en las descargas de agua doméstica
hacia rios y lagos (Jemba, 2006). Estos, entran de manera natural a los cuerpos
de agua por medio de transporte hidrologico debido a efluentes de plantas de
tratamiento y una gran variedad de trayectorias (Araujo y McNair, 2007). Aunque

15



una pequefla parte de estos productos puede ser removida por plantas de
tratamiento de agua, la gran mayoria no logra eliminarlos en su totalidad (Jones et
al., 2004; Semarnat, 2007). Considerando estos factores, la evaluacion de riesgo
en el ambiente acuatico debido a la exposicién de organismos del zooplancton a

estas sustancias es de suma importancia (Cleuvers, 2004).
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Figura 3. Trayecto de los farmacos hacia el ambiente, tomado de Kimmerer,

2007.
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Importancia ecoldgica de los efectos de medicamento s sobre el zooplancton

Los organismos del zooplancton pueden ser utilizados como indicadores de
cambios en ambientes acuaticos, como los que ocasionan los farmacos, ya que
presentan caracteristicas intrinsecas que permiten su facil manejo como ciclos de
vida cortos (ver figura 4) y altas tasas reproductivas. De estos, los rotiferos, por
sus caracteristicas han permitido la formulacion, a partir de hipotesis
experimentales basadas en interacciones bioldgicas y/o fisicas, de modelos sobre
la estructura de comunidades mas facilmente que en sistemas terrestres (Porcuna
et al., 2004). En el caso de evaluaciones toxicoldgicas, los rotiferos son expuestos
a compuestos de acuerdo a protocolos ya estandarizados, dando como resultado
valores de CLsos (Concentracién letal 50), CEsps (Concentracion efectiva media), o
CENOs (concentracion de efectos no observados) para los puntos finales
reproductivos y/o de comportamiento (Wallace, 2002). Las pruebas
ecotoxicologicas con estos organismos pueden ser clasificadas en tres tipos
principalmente: pruebas de toxicidad aguda, midiendo los puntos finales de
mortalidad en el ciclo de vida, también pruebas multigeneracionales, monitoreando
los efectos en la poblacion (Preston et al., 1999c) y por ultimo pruebas de
toxicidad de corto plazo, que estudian los efectos en rotiferos bdelloideos (Ricci y
Boschetti, 2003). Los rotiferos pueden utilizarse en evaluaciones de riesgo de
farmacos y sus metabolitos ya que tienen mayor sensibilidad a bajas
concentraciones de estas sustancias que otros organismos acuaticos como

cladoceros y algas (Snell y Joaquim-Justo, 2007).
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Especies del género Brachionus (por ejemplo: Brachionus calyciflorus, Brachionus
plicatilis) han sido utilizados como organismos de bioensayo de tipo
ecotoxicolégico tanto agudos como crénicos, debido a que son altamente
sensibles a la contaminacion y son consideradas fundamentales para realizar

monitoreos selectivos de contaminacion en cuerpos de agua (Sarma et al., 2009).
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lCicIo partenogenético I [ Ciclo Sexual

Hembra mictica
Hembra amictica (2N) (2N)

Meiosis

40.....

Huevo haploide (1N)

Huevo diploide

40.....

lIllIllIllIllIllIllllllllllll...........>

Macho (1N)

Estimulo de Mixis

POO0OOOOGOIOIOSIOIIOS

4‘..'...

Esperma (1N)

Huevo en diapausa

‘.O..O..O..O..O..E

(2N) Fertilizacion

Figura 4. Ciclo de vida de rotiferos (Monogononta) tomado y modificado de Dahms
et al.,, 2010. En donde se muestra como se alterna la reproduccién asexual o
partenogenética (amictica) y sexual (mictica).
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Antecedentes

Gibson et al. (2010) determinaron la acumulacion y toxicidad de carbamazepina
grupo de farmacos (ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco) y disruptores endocrinos
(4-nonylphenol, triclosan, and bisphenol-A) en suelos irrigados por aguas
residuales en el Valle de Tula, México. Estableciendo que el triclosan mostro

evidencia de acumulacién sin embargo, carbamazepina fue mas persistente.

Haap et al. (2008) observaron el efecto del diclofenaco y DMSO (dimetil sulféxido)
en Daphnia magna determinando los niveles de Hsp70 (proteinas de choque
térmico) obteniendo como resultado que los niveles expuestos con diclofenaco y
DMSO no tuvieron una diferencia significativa de aquellos expuestos a las
concentraciones de diclofenaco Unicamente. Por otra parte también realizaron
pruebas agudas de inmovilizacién, en donde el diclofenaco (utilizando

concentraciones nominales) resulto mas téxico como sustancia Unica.

Cleuvers (2004) evalué la toxicidad de la mezcla de los antiinflamatorios
diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno y acido acetilsalisilico. La toxicidad fue
relativamente baja, obteniendo para Daphnia valores de la concentracion media
efectiva (CEsg) en un intervalo de 68 a 166 mg L. Concluyé que debido a la
presencia frecuente de farmacos en forma de mezcla en el ambiente acuético, es

indispensable la evaluacion de riesgo ambiental.
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En el 2002 Ferrari et al. determinaron el impacto de farmacos encontrados en
aguas residuales tratadas, principalmente de tres medicamentos: carbamazepina,
acido clofibrico y diclofenaco. Carbamazepina se presentaba en todas las plantas
de tratamiento y concluyeron que este farmaco es mas nocivo comparado con el
acido clofibrico y el diclofenaco, para las bacterias, algas microcrustaceos y peces.
Por otra parte también realizaron bioensayos de tipo agudos y crénicos para medir
la inhibicion de la movilidad utilizando cladéceros (Daphnia magna y Ceriodaphnia
dubia) y para medir la toxicidad en la reproduccién se ocupdé una especie de
rotifero (Brachionus calyciflorus). La concentracion utilizada de diclofenaco fue de
150 mg L-!, obteniendo un valor de CENO para la prueba crénica de B.
calyciflorus de 12.5 mg L™ Alcanzando la siguiente jerarquia, en orden

descendente de toxicidad: diclofenaco> carbamazepina > Acido clofibrico.

Araujo y McNair en el 2007 evaluaron los efectos de 3 antibioticos (sulfato de
estreptomicina, hidrocloruro de tetraciclina y tilosina tartrato) a nivel individual y
poblacional de B. calyciflorus y B. plicatilis. Determinando que B. calyciflorus tuvo

mayor sensibilidad a la exposicion de los antibiéticos seleccionados.

Valdés (2009) evalué el efecto de la toxicidad producida por el diclofenaco sobre
Daphnia magna, mediante ensayos de toxicidad aguda y subletal, valorando para
esta especie biomarcadores de estrés oxidativo, asi como biomarcadores de dafio
al material genético. Obteniendo como resultados en el caso del ensayo agudo
una CLso a 48 horas que fue de 116.6 y 96.6 mg L™ para neonatos y adultos a 14

dias respectivamente, concluyendo que estos ultimos fueron mas sensibles al
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farmaco. Por otra parte, el ensayo subletal, demostré que la exposicion de esta

especie al farmaco produce estrés oxidativo, asi como dafio al ADN.

Touliabah et al. (2008), diagnosticaron el estrés oxidativo de la comunidad
plancténica y algunas especies aisladas durante una prueba de toxicidad de
paracetamol. Se realizaron bioensayos en donde las pruebas estaban basadas en
el crecimiento y la inhibicibn de la comunidad fitoplanctonica, zooplancténica
(compuesta por rotiferos y protozoos), Chlorella ellipsoidea (Greneck), Osicillatoria
sp. (Vaucher) y Vorticella convallaria. Para el caso de la comunidad
zooplancténica se utilizaron cinco concentraciones (2, 4, 8, 12, 15 mg L™), en
donde la CLs, para los rotiferos fue observada a 8 mg L después de una
exposicion a 48 hrs. Concluyeron que el paracetamol tiene efecto drastico en la
reproducciéon de los organismos planctonicos, especialmente después de una

larga exposicion.

Justificacion

Se encontré6 que los organismos del plancton son mas sensibles a distintos
farmacos y son considerados excelentes indicadores en pruebas de toxicidad. De
estos los rotiferos son utilizados ampliamente como organismos de bioensayo
para evaluar téxicos que se encuentran en efluentes, los cuales contienen
diferentes sustancias, entre ellas los analgésicos. Ciertas especies de la familia
Brachionidae han sido utilizadas como organismos de bioensayo, debido a que

son especies altamente sensibles y son consideradas fundamentales para realizar
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monitoreos de contaminacion en cuerpos de agua (Snell y Joaquim, 2007). A
pesar de que las pruebas de toxicidad en rotiferos han sido ampliamente
utilizadas, solamente en pocos casos se han evaluado simultaneamente efectos
cronicos y agudos de los contaminantes (Sarma, 2000). Ademas es de suma
importancia mencionar que la presencia de AINE"s (Antiinflamatorio no esteroideo)
en el ambiente puede generar una fuerte amenaza a la salud humana y a la vida
silvestre considerando que estos medicamentos son persistentes y no responden
a métodos de tratamiento convencionales o biolégicos. Comparados con las
pruebas de toxicidad aguda, los estudios sobre el crecimiento poblacional y tabla
de vida demogréafica son relativamente limitados o poco aplicados, por esta razon,
son indispensables estas evaluaciones para comprender mejor los efectos de
toxicos en rotiferos. A pesar de que se han utilizado diferentes especies de la
familia Brachionidae, no se han realizado pruebas de toxicidad crénicas ni agudas

utilizando AINE’S con la especie Plationus patulus.

Hipotesis

Plationus patulus es un organismo sensible a sustancias xenobioticas, por lo que
su exposicién cronica a bajas concentraciones de analgésicos seleccionados
(paracetamol y diclofenaco) tendrd un efecto adverso sobre su crecimiento

poblacional.
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Objetivo General

Evaluar el efecto de dos analgésicos comunmente utilizados (paracetamol y

diclofenaco sbédico) sobre el crecimiento poblacional del rotifero (Plationus

patulus).

Objetivos particulares

Comparar las tasas de crecimiento poblacional de P. patulus bajo cinco diferentes

concentraciones nominales de paracetamol y diclofenaco sodico.

Describir las tendencias del crecimiento poblacional de P. patulus cultivados por

separados, bajos diferentes concentraciones de paracetamol y diclofenaco sddico.

Evaluar y comparar las abundancias maximas de P. patulus bajo diferentes

concentraciones de paracetamol y diclofenaco sodico.

25



Material y Métodos

Se utilizé el rotifero Plationus patulus, el cual se aislo previamente de los canales
del Lago de Xochimilco, ubicado en el sur del Distrito Federal, Meéxico.
Posteriormente, esta especie se mantuvo en el laboratorio en condiciones
controladas, utilizando como medio EPA, el cual tuvo una dureza moderada y se
preparo disolviendo 96 mg NaHCO3, 60 mg de CaS0O4, MgS0O4 60 mg y 0.4 mg

de KCI por litro de agua destilada (Anénimo, 1985).

Como alimento se utilizé la microalga Chlorella vulgaris la cual se cultivd con el
medio basal Bold (Borowitzka y Borowitzka, 1998) y se cosechd cuando alcanzo
un crecimiento maximo en sus células (Anexo 1). La densidad de las microalgas
fue contada utilizando una camara de Neubauer. C. vulgaris, se administré como
alimento para los rotiferos durante su cultivo en laboratorio y en la fase

experimental.

El paracetamol N-(4-hidroxifenil)etanamida y el diclofenaco 2-{2-[(2,6-
diclorofenil)amino]fenil}acético fueron obtenidos en forma de tabletas comerciales
(medicamentos genéricos): el paracetamol en comprimidos (de 500 mg) y el

diclofenaco sodico en pastillas (de 100 mg).

El Paracetamol se prepar6 en una primera concentracion de 500 mg L™
disolviendo la tableta primero en metanol (10 ml) y posteriormente fue aforado a
un litro de agua destilada. Esta solucion fue agitada vigorosamente para

posteriormente realizar diluciones. Se tomé como concentracion de referencia la
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reportada por Touliabah (2008), la cual fue de 8 mg L* y a partir de esta
concentracion se eligieron dos valores superiores y dos inferiores utilizando
concentraciones nominales. Por lo que de esta concentracion madre se obtuvieron

las siguientes concentraciones: 2, 4, 8, 16 y 32 mg L™ ademas del control (0 mg L-
l).

Para preparar las concentraciones de diclofenaco sédico se realiz6 una primera
concentracion de 100 mg L™ disolviendo de la misma manera que con el
paracetamol. Sin embargo se utiliz6 como referencia una concentracion reportada
por Ferrari et al., (2003), la cual fue de 12.5 mg L™ obtenida durante una prueba
cronica. De esta manera a partir de la primera concentracion, mediante diluciones,
se llegaron a las concentraciones nominales siguientes: 1.56, 3.125, 6.25, 12.5 y

25mg L™ y el control (0 mg L-)

El disefio experimental (Fig. 5) consisti6 en un total de 24 contenedores
transparentes (con una capacidad de 50 ml). Para cada una de las
concentraciones se realizaron cuatro repeticiones, con una densidad inicial de 1
ind. mI™%. La solucién final tuvo una concentracién de alimento (Chlorella vulgaris)
de 1X10° cél mI™) con medio EPA. Las condiciones bajo las cuales se realiz6 el
experimento fueron: Temperatura de 22 + 2C, pH de 7.5 y con luz continua y

difusa.

Posteriormente se realizd diariamente el conteo de organismos y el cambio del
medio durante 25 dias, en ambos casos hasta observar el decremento de la

poblacion.
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La tasa de crecimiento se calcul6 a partir de la siguiente formula (Krebs, 1985):

r=(In N¢- In Np)/t

Donde:

r = tasa de crecimiento poblacional;

N, = densidad inicial;

N; = densidad final (ind. ml-1) (en relacion con t);

t = tiempo en dias.

Los cambios significativos en el crecimiento poblacional de los organismos
(abundancias maximas y tasas de crecimiento poblacional) fueron evaluados
mediante un analisis de varianza de una via (ANDEVA) utilizando el programa
Sigma Plot version 11. Por ultimo se realizo la prueba post- hoc de Tukey para

verificar entre cuales de los tratamientos existieron diferencias significativas.
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[I MATERIAL Y METODOS I]

Plationus patulus + 1X10° de Chl. 20 ml de medio EPA para cada
concentracion y el control. 4 repeticiones con una densidad inicial de 1
ind. mL™.

Paracetamol (concentracion Diclofenaco (concentracion
nominal, mg L™) nominal, mg L™)

1.56, 3.12, 6.25, 12.5,
25

Conteo de organismos y el cambio del
medio durante 25 dias

Las condiciones fueron: Temperatura de 22 £ 2C

pH de 7.5, fotoperiodo de 12hrs de luz y 12hrs de obscuridad

Abundancia maximay tasa de crecimiento poblacional analizados usando ANDEVA de una via

Figura 5. Diagrama de Flujo
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Resultados

Se observo una disminucion en el crecimiento poblacional de la especie del
rotifero al aumentar las concentraciones de paracetamol y diclofenaco para todos
los tratamientos. Los datos sobre el crecimiento poblacional revelaron un efecto
significativo (P<0.001, ANDEVA), en las concentraciones de ambos analgésicos
(paracetamol y diclofenaco) de acuerdo a la abundancia méxima y el dia en el
gue se alcanzo la abundancia maxima (Tabla 1). Se observaron diferencias
significativas de acuerdo a la abundancia maxima (ver figura 7) a partir de las
concentraciones de 16 y 6.25 mg L™ y en el caso de la tasa de crecimiento se
muestran diferencias significativas solamente a partir de las concentraciones de 16

y 12.5 mg L™ de paracetamol y diclofenaco respectivamente (ver figura 8).

Los datos muestran que el diclofenaco tiene un efecto negativo mayor sobre el
crecimiento de los organismos que el paracetamol (ver figura 6). En ambos
analgésicos las concentraciones mas bajas muestran un mayor crecimiento
poblacional a diferencia del control, sin embargo no muestran una diferencia
significativa (P<0.001) de acuerdo a r (Tabla 1) o a la abundancia maxima (ver

figura 7).

En el control, la tasa de crecimiento poblacional (r) se incrementd por dia,
alcanzando una densidad de 23 ind. mL™ mientras que para los tratamientos de
paracetamol y diclofenaco se obtuvieron las mayores densidades, las cuales

fueron 28 y 24 ind. mL™ respectivamente (Fig. 7). A una concentracion de 32 mg L’
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! de paracetamol y 25 mg L™ de diclofenaco, no hubo crecimiento y por ende los

valores de r fueron negativos (Fig. 8).
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Fig. 6. Curvas de crecimiento poblacional de Plationus patulus expuestos a

diferentes concentraciones nominales de paracetamol y diclofenaco. Los valores

representan el promedio #, el error estandar basados en cuatro repeticiones
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Abundancia maxima poblacional (ind./ml)

Paracetamol Diclofenaco
B B

30 T 2 0k

b

Abundancia maxima poblacional (ind./ml)

control 2 4 8 16 32 control 1.56 312 6.25 125

Concentracion del toxico (mg L") Concentracion del téxico (mg L")

Fig. 7. Densidad méaxima poblacional (individuos mL™) de P. patulus con relacién
diferentes concentraciones de paracetamol y diclofenaco. Los valores representan
el promedio %, el error estandar basados en cuatro repeticiones. Los datos de las
barras con letras idénticas no poseen diferencias estadisticamente significativas

(P>0.05, -Prueba F).
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Tasa de crecimiento (r) por dia
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Fig. 8. Tasa de crecimiento poblacional por dia (r) de P. patulus con relacion a
diferentes concentraciones de paracetamol y diclofenaco. Los valores representan

el promedio #, el error estdndar basados en cuatro repeticiones
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Tablal.
Resultados del analisis de varianza (ANDEVA) basado en la exposicion de P.

patulus a diferentes concentraciones nominales de paracetamol y diclofenaco (GL-
grados de libertad, SC- suma de cuadrados, MS-media cuadratica F-prueba de

Fisher y P-valor).

Fuente de variacién GL SC MS E P
Abundancia maxima
Paracetamol
Entre grupos 5 2515.83 503.16  55.32 <0.001
Error 18 163.7 9.09
Diclofenaco
Entre grupos 5 2589.41 517.88 51.83 <0.001
Error 18 179.84 9.99
Tasa de crecimiento
Paracetamol
Entre grupos 5 0.15 0.03 14191 <0.001
Error 18 0.003 0.0002
Diclofenaco
Entre grupos 5 0.36 0.07 110.25 <0.001
Error 18 0.0119 0.0006
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Discusion

La mayoria de los farmacos tienen un efecto especifico en rutas metabdlicas tanto
de humanos como de animales domésticos. Se sabe que sustancias xenobidticas
pueden tener efectos adversos sobre el sistema metabdlico de otros organismos,
tal es el caso de los invertebrados (Daughton y Ternes, 1999). Se ha detectado
en muchos bioensayos la sensibilidad de rotiferos a estas sustancias (Snell y
Carmona, 1995; Preston et al., 2000; Araujo y McNair, 2007), sin embargo existen
muy pocas publicaciones con respecto a los efectos de los AINE’s.

Los rotiferos forman parte importante del zooplancton, en términos de diversidad
las especies de México conforman hasta un 15% de las especies conocidas a
nivel mundial, es decir, mas de 300 especies han sido reportadas en diferentes
estados de México, sin embargo menos del 10% de estas especies han sido
reportados como especies cultivadas a largo plazo (Sarma, 1997).

Por otra parte, diversas especies de la familia Brachionidae ya han sido utilizadas
ampliamente en estudios ecotoxicoldgicos debido a sus caracteristicas intrinsecas
tales como ciclo de vida corto, facil manejo y sensibles a cambios en el ambiente
(Gama-Flores et al., 1999; Preston et al., 2000; Azuara-Garcia et al., 2006; Araujo
y McNair, 2007). La especie Plationus patulus es una especie muy popular en
ecotoxicologia y ha sido incluida como organismo de bioensayo en la ASTM
(American Society for Testing Materials) (ASTM, 1991). Aunque P. patulus es
tratada como una especie del ticoplancton, esta vive como plancton en la mayoria

de los cuerpos de agua someros (Ruttner-Kolisko, 1974).

36



En este ensayo el rotifero mostro tener diferente sensibilidad para ambos
analgésicos, sin embargo fue mas sensible a las concentraciones de diclofenaco
gue aquellas utilizadas para el paracetamol. Sin embargo, ya ha sido reportado
gue la toxicidad y capacidad de bioacumularse que tiene el diclofenaco, en el
ambiente ha provocado efectos adversos tanto en especies de invertebrados

como para otros organismos (Oaks et al., 2004; Haap et al., 2008).

A pesar de que el diclofenaco tuvo un efecto potencialmente mayor que el
paracetamol, este ultimo también tuvo un efecto negativo sobre el crecimiento
poblacional del rotifero a concentraciones altas, especialmente mientras se
incrementd el tiempo de exposicion al analgésico. Esto concuerda con lo ya
sugerido por Daughton y Ternes (1999) y Pascoe et al. (2003) quienes mencionan
la posibilidad de que los farmacos solamente a concentraciones altas llegan a ser
letales y a concentraciones encontradas en el ambiente (ug-L* y ng-L™") y con
tiempos de exposicion largos afectan de forma negativa a los organismos.
También mencionan que tanto los invertebrados como los peces estan en peligro
debido a la exposicion prolongada a bajas concentraciones de estas sustancias
(Pascoe et al., 2003), por lo cual es considerado de suma importancia realizar
estudios sobre el crecimiento poblacional que incluyan la tasa de crecimiento y la

abundancia de las especies con respecto al toxico (Gama-Flores et al., 1999).

La CLsp ya ha sido registrada para diversas especies de rotiferos utilizando

paracetamol (8 mg L™) (Touliabah et al., 2008), sin embargo con este tipo de
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pruebas agudas no es posible determinar el efecto total sobre el desarrollo y

reproduccién de los organismos.

En trabajos similares Henschel et al. (1997) y Cleuvers (2004) concluyeron que
tanto el paracetamol como el diclofenaco tienen efectos negativos sobre Daphnia
sp. con valores de ECsg entre 19 - 50 mg L™ y 65.5 - 79.1 mg L™ respectivamente.
Se mostréo en ambos estudios un decremento significativo conforme aumento el
tiempo de exposicion a los analgésicos. Aunque la mayoria de los trabajos
realizados han utilizado claddceros (Marques et al., 2004 a,b; Heckmann et al.,
2007; Haap et al., 2008), los rotiferos son considerados como organismos con

mayor sensibilidad a este tipo de sustancias (Snell y Joaquim-Justo, 2007).

Por otra parte, el crecimiento poblacional de diversas especies de rotiferos
muestra una tendencia de corta duracion en cuanto a la fase de adaptacion (una
semana aproximadamente) y presenta una fase exponencial de dos a tres
semanas. Posteriormente se observa notoriamente una fase estacionaria, en la
cual se mantiene el crecimiento, sin embargo esta tendencia cambia de acuerdo a
las especies seleccionadas (Krebs, 1985). Por ejemplo especies de la familia
Lecanidae tienen una tendencia de fase de adaptacion de mas de dos semanas,
sin embargo, Brachionus calyciflorus no cuenta con una fase de adaptacion tan
prolongada, por lo que, desde el inicio del experimento comienza a crecer (Pavon-
Reyes et al., 2001; Serrania-Soto et al., 2011).

También se ha observado que las curvas de crecimiento poblacional de una

especie pueden variar de acuerdo a las condiciones del cultivo. Se ha
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determinado que la misma especie en ausencia de toxinas 0 estrés presenta
pocos dias de adaptacion y puede alcanzar rapidamente un pico de abundancia
maxima y posteriormente cuando existe carencia en cuanto a recursos, comienza
a disminuir su crecimiento. Por otra parte, cuando se encuentran bajo condiciones
no optimas, es decir, bajo estrés se observa que la fase adaptacion de los
organismos duran un periodo mas largo (tres semanas) y presenta una fase
exponencial corta. Sin embargo también se ha visto que en casos extremos, la
poblaciébn no muestra estas tendencias de crecimiento (Ramirez-Pérez et al.,

2004; Ramirez-Pérez y Sarma, 2008; Gama-Flores et al., 2009)

En este experimento, las tres fases de crecimiento se pueden observar claramente
en el testigo, asi como, en la concentracibn mas baja de diclofenaco y
paracetamol. Por ejemplo, en el testigo P. patulus demostré una tendencia de
fase de adaptacion de menos de una semana y una fase exponencial de dos
semanas aproximadamente. Sin embargo, cuando P. patulus fue expuesto a 16
mg L™ de paracetamol o0 12.5 mg L™ de diclofenaco no tuvo una fase exponencial
clara. Ademas, en concentraciones extremas, tanto de paracetamol como de
diclofenaco (32 o 25 mg L™) respectivamente, P. patulus no sobrevivi6 a un

periodo mayor de dos semanas.

Por otro lado, se ha determinado que especies zooplanctonicas demuestran una
tendencia en donde su abundancia poblacional esta inversamente relacionada con
el tamafio, es decir especies pequefias alcanzan una mayor abundancia que

especies de tamafo grande bajo condiciones similares. Por ejemplo Nandini et al.
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(2007) cultivaron cinco especies de rotiferos en donde, el tamafio varié entre 100 y
200 pum. Reportaron que una especie mas pequefa (Lepadella patella) alcanzo
cinco veces mas abundancia que una especie grande (Brachionus calyciflorus).
Utilizaron diferentes concentraciones de alga (0.01 X10° hasta 1.6x10° cél mL™).
Por ejemplo, Lepadella patella, que es considerada una especie de pequefio
tamafio, alcanzé un valor mayor a 700 ind. mL™" sin embargo una especie de
mayor tamafio (B. calyciflorus) llego a un valor de tan solo 10 ind. mL™.
Por otra parte, en este trabajo P. patulus alcanz6 una densidad de
aproximadamente 25 ind. mL™, lo cual se encuentra en el intervalo ya reportado

para las especies de rotiferos de tamafio pequefio (Nandini et al., op.cit.).

Otra variable que es considerada de alta sensibilidad a los cambios en el ambiente
es el caso de la densidad méaxima. Ya ha sido reportado en diversos trabajos
(Gama-Flores et al., 1999; Azuara-Garcia et al., 2006) que bajo condiciones de
estrés, la abundancia méaxima de cualquier especie de rotiferos es menor en
comparacion a la misma especie cuando no se encuentra sometida a estrés. Esta
tendencia se observa claramente en este trabajo, ya que en los resultados se
muestra una disminucion en la abundancia maxima de P. patulus cuando se
incrementan las concentraciones de ambos analgésicos (paracetamol vy

diclofenaco).

Tomando en cuenta los datos de vida demografica y/o crecimiento poblacional, se
puede derivar el valor de tasa de crecimiento poblacional (r). Generalmente el

valor de la tasa de crecimiento poblacional, que se calcula de datos de tabla de
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vida demogréafica es mayor que los valores obtenidos mediante el método de
crecimiento poblacional. Esto se debe a que en el crecimiento poblacional, los
individuos expuestos a la sustancia, se quedan en la misma concentracion del
toxico durante todo el experimento hasta que este culmina, lo cual causa una
competencia intraespecifica por el alimento, causando una disminucién en el valor
de r. Por otra parte, en los experimentos disefiados para tabla de vida
demogréfica, los neonatos que nacen durante el experimento se van eliminando,
de esta manera no se confunden con la poblacion original. Por lo que, la
competencia intraespecifica por los recursos se reduce o es minima, y por esta
razon se observa el incremento de r (Pavén-Reyes, 2001; Azuara-Garcia, 2006).

Se puede observar claramente en los resultados, que la ausencia de diclofenaco
0 paracetamol P. patulus tuvo un valor de r de 0.18 por dia. Sarma et al. (2001)
revisaron el intervalo de tasa de crecimiento poblacional de diversas especies de
rotiferos, de los cuales, el valor de r vario entre 0.2 -2 por dia, dependiendo de las
especies, asi como de la densidad de alimento que les fue suministrado. Entre
estas especies de rotiferos B. calycilforus y B. plicatilis tuvieron una alta tasa de
crecimiento (mayor a 1.5 por dia) y la especie Anureaopsis sp tuvo una tasa muy
baja (>1 por dia). Por otra parte, Plationus patulus obtuvo un valor de tasa de
crecimiento que vario entre 0.2 y 1.0 por dia dependiendo de la concentracion de
alimento. Generalmente cuando fueron alimentados con 2 X10° cél mL™* de
alimento, la tasa de crecimiento poblacional fue de 1.0 por dia. En este trabajo se
utilizo 1X10° cél mL™?, lo cual resulto en un valor de r de una quinta parte del valor

méaximo reportada para P. patulus segun la literatura (Sarma et al., 2001 op.cit.).
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La tasa de crecimiento poblacional, también es considerada una variable muy
sensible en relacién a cambios en el ambiente. Existen diversas revisiones en los
cuales se muestran los valores de tasa de crecimiento para varios estudios de
ecotoxicologia, tal es el caso de Forbes y Calow (1999) quienes revisaron los
valores de r para diversas especies zooplanctonicas que fueron expuestas a
diferentes tipos de toxicos. Por otra parte, también mencionaron que la tasa de
crecimiento es una de las variables consideradas mas sensibles en relacion al
estrés. Tomando esto en cuenta, en este trabajo se puede observar claramente
como el valor de r disminuyé cuando se incrementaron las concentraciones de
ambos analgésicos, ademas de que el valor de r resulté negativo cuando P.
patulus fue expuesto a las concentraciones mas altas (paracetamol 32 mg L™ y

diclofenaco 25 mg L™).
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Conclusion

Tanto el paracetamol como el diclofenaco son analgésicos de uso comun
en México, sin embargo muestran un efecto negativo sobre la dindmica

poblacional del rotifero Plationus patulus.

Los datos reflejan que existen efectos negativos sobre todo cuando estos
organismos son expuestos a ambos analgésicos (paracetamol y diclofenaco

sbdico) durante su ciclo de vida.

De acuerdo a los datos se observa claramente que hubo un efecto negativo
tanto en la tasa de crecimiento como en la abundancia maxima de la
especie del rotifero, producidos por las concentraciones mas altas de los

analgésicos seleccionados.

Debido a que se observaron efectos negativos en la poblacion de rotiferos
durante la exposicion a paracetamol y diclofenaco sddico, estos farmacos
pueden ser considerados peligrosos para el ambiente y dafinos para los
organismos acuaticos. Por lo cual, se considera de suma importancia
observar y monitorear los efectos que tienen este tipo de sustancias

(AINE’s) sobre los organismos acuaticos.
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* Considerando que no existe un control riguroso en Meéxico sobre la
presencia, el desecho y limites permisibles de productos farmaceuticos en
el ambiente, es de suma importancia que las autoridades correspondientes

lleven a cabo el monitoreo los efectos de estos farmacos en el ambiente.
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ANEXO . Medio Bold Basal

Preparacion de agua reconstituida con dureza moderada, empleado como medio

de cultivo, ademas utilizado como medio de dilucion para pruebas

ecotoxicologicas.

La preparacion del medio se baso en la propuesta de

1.- NaNO3 250gr L™

2.- MgSO, 75gr Lt

3.- K4HPO, 75gr Lt

4.- KH,PO, 75gr L

5.- NaCl 75gr L

6.- EDTA 50gr + 31 gr de KOH L™

7.- FeSO, 4.98gr L't + (1ml 31 gr de H,SO,
LY

8.- H3BO3 1.42gr L

9.- CaCl, 25gr L

10.-Elementos traza:

a) ZnSO, 8.82gr L™
b) MnCl, 1.44gr L™
c) MoOs 0.71gr L*
d) CuSO, 1.75gr Lt
e) Co(NO3) 4 0.49gr L™
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Para el cultivo de microalgas se realizo en recipientes con una capacidad de 2 L,
en donde las tapas de cada recipiente deben de tener dos perforaciones. Para
comenzar, se realiza una solucion en la cual se tomaran 30 mL de cada uno de los
nutrientes (1-10). Posteriormente se toman 30 mL y se transfieren a cada uno de

los recipientes.

A cada botella (recipiente) se le agregaran 1.8 L de agua destilada y
posteriormente se le seran adicionados de 5 a 10 mL de cultivo puro de alga
(Chlorella vulgaris). Sin embargo, se revisara previamente la muestra del cultivo
de C. vulgaris para verificar que no exista la presencia de algun contaminante.
Posteriormente a cada botella se aplicara cada tercer dia, 0.5 mL de bicarbonato
de sodio (NaHCOs3) y finalmente se coloca un dispositivo de aireacion (tubo de

vidrio y manguera) y se mantiene en condiciones de luz constante.
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