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RESUMEN

En los dltimos afios han aumentado los niveles y los tipos de sustancias
xenobidticas en los ecosistemas de agua dulce. El control ecolégico de muchas de
estas sustancias que suelen verterse en cuerpos de agua no es tan riguroso, o
incluso no existen normas que lo regulen en especial para los farmacos. En
México los analgésicos mas comunes son el paracetamol y el diclofenaco ya que
Su venta no requiere receta meédica. Estas sustancias finalmente son liberadas en
cuerpos de agua a través de la excrecion de humanos, mascotas, riego de cultivos
agricolas con aguas residuales, descargas domesticas, y la eliminacion
inapropiada de los seres humanos, afectando a organismos como el zooplancton.
Entre los grupos mas importantes del zooplancton se encuentran los rotiferos y los
cladoceros. Los cladoceros son ampliamente utilizados como organismos de
bioensayo para evaluar los efectos téxicos de efluentes que contienen diversas
sustancias incluyendo los analgésicos. En este trabajo se cuantificaron los efectos
cronicos de paracetamol y diclofenaco sobre la dinAmica poblacional del cladocero
Moina macrocopa. Se utilizaron cinco concentraciones nominales de ambos
analgésicos (2, 4, 8, 16, y 32 mg/L para paracetamol y 1.5, 3.12, 6.25, 12.5 a 25
mg/L de diclofenaco ademas del control) y fueron alimentados con Chlorella
vulgaris (1x10° cel./mL). Los resultados obtenidos fueron: el crecimiento
poblacional y la densidad maxima poblacional de M. macropa fueron

disminuyendo conforme aumentaba la concentracion de ambos analgeésicos.



En cuanto a la tasa de crecimiento hubo una diferencia estadisticamente
significativa (p<0.01) para el paracetamol y (p<0.01) para el diclofenaco. En

conclusion, el diclofenaco fue mas toxico que el paracetamol.

A pesar de que el paracetamol y el diclofenaco son comunmente utilizados para
aliviar el dolor, tienen un efecto negativo sobre la dindmica poblacional de M.

macrocopa principalmente el diclofenaco a altas concentraciones.

Palabras clave: AINE’S, clad6ceros, toxicidad, exposicion cronica,

crecimiento poblacional.



ABSTRACT

In recent years there has been an increase in the levels and types of xenobiotics
substances within freshwater ecosystems. The environmental control of many of
these substances are discharged into water bodies and it is not as rigorous as it
should be. There are no standards that regulate their limits, specifically for drugs. In
Mexico the most common painkillers known are paracetamol and diclofenac, their
sale do not require a medical prescription. These substances are eventually
released into diverse waterways whether it’s through human excretion, pets, farm
crop irrigation with wastewater, domestic discharges and improper human
disposal, affecting organisms such as zooplankton. Among the major groups of
zooplankton are rotifers and cladocerans. Cladocerans are widely used as
bioassay organisms to evaluate the toxic effects of effluents that contain various
substances including analgesics. In this paper we quantified the chronic effects of
paracetamol and diclofenac on the population dynamics of the cladoceran Moina
macrocopa. We used five nominal concentrations for both analgesics (2, 4, 8, 16,
and 32 mg / L for paracetamol and 1.5, 3.12, 6.25, 12.5 to 25 mg / L for diclofenac
and control) and cladocerans were fed with Chlorella vulgaris (1x106 cells / mL).
The results show a tendency of population growth and high population density of
M. macropa and a decrease with increasing concentrations of both analgesics. The
growth rate showed a significant difference (p <0.05) for paracetamol and (p <0.01)

for diclofenac.



Even though, both paracetamol and diclofenac are commonly used pain relievers,
they do have a negative effect on the M. macrocopa population dynamics

especially when are under high concentrations of diclofenac.

Keywords: AINE’S, cladocerans, toxicity, chronic exposure of population

growth.



INTRODUCCION

El agua es un liquido vital para la existencia de todos los organismos vivos, ya que
es indispensable en los procesos bioldgicos y es habitat de multiples comunidades
acuaticas (SAGAN, 2007). El agua es la sustancia mas abundante en la Tierra,
cubre aproximadamente 360, 650,000 Km2 de su superficie, es decir, casi tres
cuartas partes de la corteza terrestre. El 97.5% de agua que existe en la Tierra
corresponde al agua salada que se encuentra presente en los mares y océanos,
mientras que el 2.5% restante (aproximadamente de 39 millones de Km®) es agua
dulce. Sin embargo, cerca del 68.9% de toda el agua dulce (24 millones de Km?®)
no se halla disponible, ya que se encuentra distribuida en forma de nieve y hielo
perpetuos, cubriendo las regiones montafiosas, los casquetes y glaciares situados
en zonas polares; 0.001% en la atmoésfera del planeta; 30.8 % (8 millones de Km?®)
en las aguas subterraneas; y 0.3% en los lagos, rios y a poca profundidad en el
suelo. Solamente esta Ultima porcion es el agua que se renueva habitualmente

con la lluvia y las nevadas y es, por tanto, un recurso sostenible (Toledo, 2002).

La mayoria de los recursos de agua dulce del planeta se concentran en solo 6
paises: Brasil, Rusia, Canad4, Estados Unidos, China e India. En México en el
20% del territorio sur del pais donde se produce el 80% del escurrimiento, habita
el 24% de la poblacién y se genera el 23% del Producto Interno Bruto (PIB),
mientras que en el centro y el norte del pais (80% del territorio) el escurrimiento es
Gnicamente del 20%, pero alli habita el 76% de la poblacién y se genera el 77%

del PIB.
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Es decir, en donde se concentran la poblacién y la actividad econdmica, el agua
escasea fuertemente, mientras que en donde abunda el agua, la poblacién y el

desarrollo no constituyen una presion (Carabias, 2004).

Dinamica de la poblacién
Crecimiento-Migracion-
Densidad- Distribucién-

Urbanizacion-Morbilidad-
Mortalidad

—/

Resultados humanos
Escasez de alimentos Enfermedades
relacionadas con el agua -
Inestabilidad social y politica -
Conflictos por el agua - Retraso del
crecimiento econdmico - Pablaciones

desplazadas

Uso del agua
Agricultura - Industria -
Uso doméstico - Saneamiento y
evacuacion de desechos -
Energia hidroeléctrica - Granjas
piscicolas

Resultados ecoldgicos
Agotamiento del agua superficial y subterranea
- Contaminacién del agua - Degradacién de
las tierras — Degradacion de ecosistemas -
Pesquerias en declinacidn - Perturbacion del
ciclo hidrolégico

Figura 1.Vinculos entre la poblacion y el agua dulce (World Conservation
Union (lucn), (1996), PRB and USAI).
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La extraccion del agua para uso domestico, agricola, minero, industrial, para la
generacion de energia, asi como el vertido de contaminantes, puede llevar a un
deterioro en su calidad y cantidad, impactando no solo al ecosistema acuético,
sino también a la disponibilidad de agua segura para consumo humano (Figura 1)

(SAGAN, 2007).

La industria farmacéutica no es la excepcion: en los ultimos afios ha habido un
aumento en la produccion y el consumo de farmacos en el mundo causando que
estos representen una nueva clase de contaminantes para el ambiente (Araujo y
McNair, 2007). Los farmacos son componentes biolégicamente activos,
empleados para restablecer la salud tanto de los seres humanos como de los
animales. Estas sustancias pueden tener efectos parecidos, incluyendo los
adversos, en mamiferos y no mamiferos, ya que comparten muchas moléculas
similares, que se han conservado a través de la evoluciéon. Sin embargo, pueden
producir respuestas inesperadas en organismos menores debido a diferencias

fisiologicas (Fent et al., 2006).

Los farmacos mas consumidos en el mundo son los antibiéticos y AINE’'s
(analgésicos, antiinflamatorios no esteroides).En México los AINE's son
consumidos de forma irracional ya que se venden sin receta médica, en especial

el paracetamol y el diclofenaco (OMS, 2004).
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El paracetamol (Figura 2) es un antiinflamatorio no esteroide (AINE) que posee
propiedades analgésicas y antipiréticas, indicado para aliviar dolores ligeros o

moderados, reducir la fiebre y para resfriados (lannacone y Alvarifio, 2009).

H
N. _CH,

O
HO

Figura 2: formula quimica del paracetamol

El diclofenaco (Figura 3) es un antiinflamatorio no esteroide (AINE) derivado del
acido benzenoacético, que posee propiedades analgésicas, antipiréticas y
antiinflamatorias. Es utilizado ampliamente para el alivio del dolor en inflamaciones
agudas y croénicas, sindromes reumaticos, procesos degenerativos y cirugia dental

(Ferrari, 2003).

Cl

NH
Cl OH

O

Figura 3: formula quimica del diclofenaco
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Estos farmacos son incorporados al ambiente y a cuerpos de agua por multiples
fuentes entre ellas la excrecion de humanos, mascotas y animales de granja asi
como el riego de cultivos agricolas con aguas residuales, descargas domesticas y

la eliminacion inapropiada de los seres humanos.

Aunque una pequeiia parte de estos productos pude ser removida por plantas de
tratamiento de agua, la gran mayoria no logra eliminarlos en su totalidad (Figura 4)

(Araujo y McNair, 2007).

Brodi Fabricacién B
Uso Humano Uso veterinario
eXCrei Incineracién/relleno abono
sanitarios
: T Lodos tratados
TratamlentOde ..................................................... l
Aguas residuales
g | (\\0 ...................... ‘ Suelo ‘
o
efluente &
60_¢>?~ aguas

subterraneas

| Aguas superficiales
y sedimentos

mumspumnmé\A IrrigaoiQn por
/ aguas residuales

Biotay Agua

cadena trofica potable

Figura 4. Trayecto de los productos farmaceéuticos al ambiente, (tomado y
modificado de Jones et al., 2004.)
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Una vez descargados al agua, la concentracion de los farmacos en la fase acuosa
puede disminuir por su adsorcion a la fase solida, esto es debido a los solidos en
suspension, sedimentos o biota. Sin embargo, muchos medicamentos son
componentes hidrofilicos y es poco probable que a su absorcion sea un factor
significativo en la reduccion de la concentracion en la fase acuosa (Jones et al.,

2004).

Aunque estos farmacos se encuentran en bajas concentraciones en el agua, se
han detectado concentraciones superiores a 1750 ng/L de diclofenaco,

paracetamol e ibuprofeno (Fent et al., 2006).

La biodegradaciéon puede ser la principal ruta de eliminacion de algunos
componentes de los medicamentos. Sin embargo este proceso depende no solo
del tiempo de vida media, inherente a las caracteristicas fisicoquimicas de éstos,
sino también de las condiciones ambientales, el flujo del cuerpo de agua, las

caracteristicas bioticas y abidticas, entre otras (Jones et al., 2004).

Existe evidencia que muchos de estos productos son persistentes en el ambiente
y pueden llegar a las aguas superficiales y subterraneas, produciendo de muchas
formas impactos en los organismos acuaticos no destinatarios, como pueden ser
la mortalidad, errores en la muda o eclosion, deformidades anatémicas, cambios
subletales en el crecimiento de las plantas, cambios en la proporcion sexual de los
organismos superiores, modificaciones en los ciclos biogeoquimicos, etc.

(lannacone y Alvariiio, 2009).
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Sin embargo ha sido hasta los dltimos afios que han llamado la atencién estos
farmacos en los ecosistemas acuaticos y los efectos que tienen sobre los

organismos (Halling-Sorensen et al., 1998; Happ et al., 2008).

Los requerimientos legales en algunas regiones como Europa, Estados Unidos y
Canada, exigen una valoracién del riesgo ambiental para los nuevos farmacos que
van a ser introducidos al mercado, para lo cual se realizan estudios toxicolégicos
en tres o cuatro especies diferentes (algas, Daphnia spp. y peces) o en 3 niveles
de la cadena trofica (planctonica, bentonica y perifitica) para valorar su
comportamiento en el ambiente (Lange y Dietrich, 2002). Sin embargo por el
momento en México no se cuenta con ninguna legislacién para farmacos aunque
hay un reglamento muy riguroso para los limites maximos permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes

nacionales como metales pesados y pesticidas (NOM-001-ECOL-1996).

El impacto de estas sustancias en los ecosistemas acuaticos puede ser analizado
en base a organismos como el zooplancton midiendo algunos parametros como:
tasas de crecimiento, tasas de filtracion, crecimiento somatico, sobrevivencia,

reproduccion y parametros relacionados (Timotius y Goltenboth, 1995).
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El zooplancton es uno de los componentes principales de las comunidades
biolégicas de los sistemas acuéticos. Las comunidades zooplancténicas estan

constituidas esencialmente por rotiferos y microcrustaceos (Hutchinson, 1967).

Los microcrutaceos planténicos de agua dulce son principalmente copépodos y
cladéceros, en comparacién con los claddceros la mayoria de los copépodos son
marinos, tienen distintas etapas larvales y pre-adultos, sus habitos alimenticios
son distintos y también hay diferencia de tolerancia entre machos y hembras, lo
que complica escoger varios individuos en la misma etapa de desarrollo para uso

en experimentos (Suarez-Morales, 2000).

Los microcrustaceos mas conocidos y estudiados son los cladéceros, siendo un
grupo dominante que funciona como el enlace principal entre los productores

primarios y los consumidores de niveles troficos superiores (Dodson y Frey, 2001).

Los cladoceros son facilmente manipulables para bioensayos de toxicidad por su
ciclo de vida corto, alta tasa de crecimiento y por su facil cultivo y tienen una fase

partenogenética (Conde-Porcuna et al., 2004).
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En este caso Moina macrocopa (Straus, 1820) (Figura 5) presenta una serie de
caracteristicas que la hacen idonea para estudios de toxicidad como lo son:
distribucion cosmopolita, posee huevos de resistencia llamados efipios, se
desarrolla en un amplio intervalo de temperatura desde 5°C a 30°C y se considera
de 24°C — 26°C como su temperatura Optima, talla relativamente grande, y

protocolos estandarizados de pruebas toxicolégicas (Mac-Quhae et al., 2007).

Figura 5: Moina macrocopa

Esta especie se ha empleado en numerosas pruebas toxicologicas de metales
pesados: Martinez-Tabche et al.,, (2000), Gama-Flores et al., (2006),
Ruangsomboon y Wongrat (2006); e insecticidas: lannacone y Alvariiio (2000),

lannacone y Alvariiio (2002), Wiwattanapatapee et al., (2002).
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ANTECEDENTES

Araujo y McNair (2007) evaluaron el efecto de tres antibidticos (sulfato de
estreptomicina, tetraciclina, y tilosina tartrato) en el rotifero de agua dulce
Brachionus calyciflorus y en el de agua salobre Brachionus plicatilis. Se encontr6é
qgue en general la reproduccion fue el punto final mas sensible y el crecimiento

poblacional fue el menos sensible.

lannacone et al. (2009) realizaron un estudio en Peri donde determinaron el
efecto agudo de 7 farmacos (amoxicilina, ciprofloxacino, trimetoprima +
sulfametoxazo, ibuprofeno, paracetamol y diazepan)usando diferentes
concentraciones sobre D. magna; encontraron que el paracetamol ocasiono el

mayor riesgo en el ambiente acuatico.

Haap et al. (2008) observaron el efecto de diclofenaco y DMSO (dimetil sulfoxido)
para D. 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.
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Cleuvers (2004) evalu6 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 (CEso) 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.

Ferrari et al. (2002) determinaron el impacto de farmacos encontrados en aguas
residuales tratadas (carbamazepina, acido clofibrico y diclofenaco). La
carbamazepina fue encontrada en todas las plantas de tratamiento a las mayores

concentraciones y concluyeron que es el compuesto mas peligroso.

Hussein et al. (2008) evaluaron el estrés oxidativo en el fitoplancton y zooplancton
con diferentes concentraciones de paracetamol. Llegaron a la conclusién que el
paracetamol es uno de los antiinflamatorios mas utilizados y que ademas tiene un
efecto drastico sobre los organismos plancténicos, especialmente cuando la

exposicion es larga.

Gibson et al. (2010) analizaron muestras de suelos agricolas regados con aguas
residuales en el valle de Tula Hidalgo, México. Determinaron la acumulacion y
toxicidad de carbamazepina, ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco y disruptores

endocrinos (4-nonylphenol, triclosan, and bisphenol-A). Estableciendo que el
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triclosan mostré evidencia de acumulacion sin embargo, carbamazepina fue més

persistente.

Martinez—Jeronimo et al. (2008) desarrollaron un método para la produccion
controlada de neonatos de Daphnia exilis y evaluaron su sensibilidad mediante
bioensayos de toxicidad aguda a dos temperaturas usando cromo hexavalente (Cr
(VI). La concentracion letal media (CLso) determinada a 48 h fue de 0.1170 *
0.0068 y 0.0802 £+ 0.0057 mg/L, respectivamente a 20 y 25 °C, que son valores
menores a los reportados para D. magna (0.2076 = 0.0164 y 0.1544 + 0.0175 4
mg/L, a 20 y 25 °C respectivamente), lo que indica una mayor sensibilidad. Debido
a sus tallas, facilidad de manejo y cultivo, asi como por sus sensibilidades, se
sugiere a los cladéceros como organismos de prueba en los estudios

toxicoldgicos.
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JUSTIFICACION

En México el paracetamol y diclofenaco son utilizados de forma no adecuada. Se
ha demostrado que la toxicidad de estos AINE’'S puede producir efectos adversos
a algunas especies (Fent et al., 2006). Sin embargo en nuestro pais no se cuenta
con ninguna legislacion al respecto y pocos son los estudios sobre el efecto de los

farmacos en M. macrocopa.

En la mayoria de los trabajos realizados con Moina macrocopa (Gama-Flores,
2006; Nandini 2007) se emplean métodos de toxicidad aguda en donde el 50% de
mortandad de las poblaciones expuestas a ciertas concentraciones de diversas
sustancias corresponde a cierto nivel de toxina que se considera como CLsg, Sin
embargo aunque estas evaluaciones son necesarias no ayudan a cuantificar los
efectos sobre las poblaciones de M. macrocopa cuando estan expuestos a niveles
subletales. Hay muchos estudios ecotoxicol6gicos donde usan M. macrocopa para
bioensayo considerando variables como tasa de filtracion, crecimiento somético
entre otros, sin embargo estas variables no son tan sensibles como las variables
demograficas como crecimiento poblacional, tasa de crecimiento, densidad

maxima entre otras (Sarma y Nandini, 2007).

La respuesta demografica de M. macrocopa expuesta a diferentes

concentraciones de ciertas sustancias puede ser evaluada mediante la variable de
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crecimiento poblacional o tabla de vida demografica, en comparacién, el
crecimiento poblacional va a proporcionar mayor informacion sobre la posibilidad
de adaptacion de los individuos recién nacidos en las condiciones experimentales
y de igual manera nos permite derivar otras variables demogréficas como tasa de
crecimiento poblacional lo cual también se deriva mediante tabla de vida
demogréfica, por lo tanto la variable demogréfica de crecimiento poblacional es
frecuentemente empleada en la literatura para evaluar el efecto de varias

sustancias farmacéuticas (Nandini et al., 2004).

Por estas razones es necesario realizar estudios de toxicidad y sobre todo de
toxicidad crénica para evaluar y conocer el impacto del paracetamol y el
diclofenaco sobre una especie como M. macrocopa que por su ciclo de vida corto,
alta tasa de crecimiento, facil cultivo y manipulacién, con frecuencia es utilizada
para bioensayos de toxicidad y también es una especie que se encuentra

facilmente en los cuerpos de agua de México (Gama-Flores et al., 1999).
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HIPOTESIS

La exposicion cronica a diferentes concentraciones de AINE’s tales como
paracetamol y diclofenaco pueden ser adversos para los organismos expuestos;
por lo que se espera que el cladécero Moina macrocopa refleje una disminucién

dependiendo de la concentracién en sus parametros demograficos.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de concentraciones subletales de diclofenaco y paracetamol

sobre el crecimiento poblacional de los claddceros.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Cuantificar los cambios en las poblaciones de Moina macrocopa a

diferentes concentraciones de paracetamol y diclofenaco.

e Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de paracetamol y

diclofenaco sobre la abundancia méxima de Moina macrocopa.

e (Calcular la tasa de crecimiento poblacional de Moina macrocopa expuesto a

diferentes concentraciones de paracetamol y diclofenaco.
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MATERIALES Y METODOS.

Se utilizé la especie de zooplancton Moina macrocopa (Cladocera) la cual fue
obtenida y aislada de los canales de Xochimilco Distrito Federal (cultivada durante
10 afios en el laboratorio de Zoologia acuética de la UMF en la FES lztacala). Se
establecieron cultivos usando hembras partenogenéticas, fueron mantenidos con
medio EPA moderadamente duro y alimentados con el alga Chlorella vulgaris
(Beyerinck).El medio EPA fue preparado con 96 mg de NaHCOj;, 60 mg de

CaS0,, 60 mg MgSO, y 4 mg de KCI por litro de agua destilada (Anénimo, 1985).

El alga Chlorella vulgaris se cultivd con Medio Bold (Borowitzka y Borowitzka
1988) (Anexo 1), con un pH de 7.5, el cual fue enriquecido con bicarbonato de
sodio cada tercer dia en botellas plasticas de dos litros. Los cultivos se
mantuvieron a una temperatura de 22 + 2° C, con aireacion constante y luz difusa

en forma continua.

Para su cosecha, los cultivos se dejaron crecer desde una concentracion inicial
entre 0.5 X10° y 1.0 X10° céls./mL hasta su fase exponencial (aproximadamente
25 X 10° céls./mL), lo cual dura entre 7 y 10 dias, con el fin de garantizar una gran
cantidad de células y su buen estado nutricional, cuando se tuvo la concentracién
adecuada, se retiro la aireacion de las botellas y se mantuvieron en el refrigerador
aproximadamente durante cuatro dias para permitir la sedimentacion de las
células y posteriormente hacer la decantacion de las botellas. Su densidad fue

establecida por conteo con camara de Neubabuer.
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Los analgésicos seleccionados, diclofenaco sodico (100mg) y paracetamol
(500mg) fueron obtenidos de manera comercial en forma de pastillas (genéricos

Docril).

Para el diclofenaco se hizo una concentracion inicial de 100 mg/L diluyendo la
pastilla en 10 ml de etanol, para posteriormente ser aforada a un litro de agua
destilada y agitada hasta obtener una mezcla homogénea. A partir de la
concentracion inicial se hicieron diluciones. Se tomo de referencia la concentracion
de 12.5 mg/L (Ferrari, 2002) y se hicieron concentraciones nominales un valor
superior y tres inferiores obteniendo las siguientes concentraciones: 25 mg/L, 12.5

mg/L, 6.25 mg/L, 3.125 mg/L, 1.56 mg/L y el testigo (0 mg/L).

Para el paracetamol se realizé el mismo procedimiento de dilucion de la pastilla
pero con una concentracion inicial de 500mg/L. Se tom6 como concentracion de
referencia la reportada por Hussein (2008) la cual fue de 8 mg/L y se hicieron
concentraciones nominales dos valores superiores y dos inferiores. Las
concentraciones nominales: 32 mg/L, 16 mg/L, 8 mg/L ,4 mg/L, 2 mg/L, y el testigo

fueron obtenidas a partir de la concentracion inicial.

Para cada concentracion de cada medicamento y para el testigo se realizaron 3

repeticiones teniendo un total de 18 transparentes (capacidad de 50ml) con una
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densidad inicial de 0.2 ind./mL de Moina macrocopa (se utiliz6 una poblaciéon
mixta), 25ml de cada concentracion y 25 ml de alimento con EPA (Chlorella
vulgaris 1x10° céls./mL).El testigo contenia 25ml de EPA y 25 ml de alimento con

EPA (Chlorella vulgaris 1x10° céls./mL).

El medio de cultivo y el alimento fueron renovados en su totalidad y contados
diariamente donde solo se contd a los sobrevivientes de cada tratamiento con sus
repeticiones durante 10 dias. Las condiciones fueron una temperatura de 22 +

2°C, un pH de 7.5, fotoperiodo de 12 hrs de luz y 12 hrs de obscuridad.

La tasa de crecimiento poblacional se estimo a partir de la formula (Krebs, 1985):
r = (In N - In No)/t

Donde:

r = tasa de crecimiento poblacional;

N, = densidad inicial,

N; = densidad final (ind./mL) (en relacion con t);

t = tiempo en dias.

Con los resultados se obtuvo la abundancia maxima y la tasa de crecimiento
poblacional, los valores fueron comparados usando ANDEVA de una via. Por
altimo se realizé la prueba post- hoc Tukey para ver las diferencias significativas

entre cada tratamiento.
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DISENO EXPERIMENTAL

( 3
Moinamacrocopa+25ml de medio EPA con 1x10°de Chl. +25mlde cada

concentraciony el testigo. Cadauno con 3 replicas con una densidad inicial
de .2 ind/ml.

; - — 4
(. N
Paracetamol Diclofenaco
- Y »| (concentracion

(concentracion
\nominal. mg/1)

nominal, mg/1)

J

) 48163 1.56,3.12,
6.25,12.5,25

C onteoy cambio de medlo diario.

|

[Abundancia maximay tasa de crecimiento poblacional]

analizadosusando ANDEVA de una via.
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RESULTADOS

Crecimiento poblacional

El crecimiento poblacional de M. macrocopa en el testigo presento un crecimiento
exponencial desde el inicio, alcanzo rdpidamente su pico de abundancia maxima
en 4 dias y empez6 a disminuir después de una semana. En presencia de los dos
farmacos hubo una disminucién en las densidades del cladécero pero fueron mas

bajas que el testigo.

Segun los resultados para diclofenaco Moina macrcopa empez6 su reproduccion a
los 3 dias de haber eclosionado exceptuando la concentracion mas alta (25 mg/L)
y la poblacién del control. En el caso de paracetamol empezé a reproducirse a

partir del dia 4 exceptuando la concentracion mas alta (32 mg/L).

Los resultados muestran que a mayor concentracion de paracetamol y diclofenaco
el crecimiento poblacional de Moina macrocopa disminuyé. En las concentraciones
de 2 mg/L para paracetamol, 1.5 mg/L para diclofenaco y el control los resultados
fueron alrededor de lind./mL, a partir de las concentraciones de 12 mg/L para
paracetamol, y en la de 16 mg/L para diclofenaco los valores maximos fueron de

0.5 a 0.3 ind./mL (Figura 6).
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Densidad maxima

La densidad de poblacion maxima de M. macrocopa se comporto inversa a la
concentracion de paracetamol y diclofenaco obteniendo resultados desde 0.2

hasta 0.9 ind/mL .

Concretamente en las concentraciones de diclofenaco se observo que la densidad
poblacional maxima disminuyd, hubo una diferencia significativa con respecto al
testigo y también se observaron diferencias en las concentraciones altas (6.25,

12.5, 25 mg/L) con respecto a las concentraciones bajas (1.5, 3.12 mg/L) (Fig 7).

En el caso del paracetamol no hubo una diferencia significativa en este parametro

para ninguna de las concentraciones.

La tasa de crecimiento poblacional (r)

La tasa de crecimiento poblacional (r) también mostré tendencias similares a la
densidad maxima poblacional en la que “r’ disminuyd con el incremento de
paracetamol o diclofenaco(Fig.8).Hubo wuna diferencia estadisticamente
significativa (P<0.01) para el paracetamol y de (P<0.01) para el diclofenaco (Tabla

1).
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Densidad poblacional (ind/ ml)

Testigo (0 mg/L)

1.2

0.9

0.6

0.3

Paracetamol

Diclofenaco 0.0

1.5 mg/L

T

=

N
T

1.2 2 mg/L

Tiempo (dias)

Figura 6. Curvas de crecimiento poblacional de Moina macrocopa expuestos
a diferentes concentraciones de paracetamol (circulo, abierto) y diclofenaco
(Triangulo, abierta). Los valores representan el promedio * el error estandar

basados en tres repeticiones.
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Diclofenaco

1.2 1

0.8 1

H o
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Densidad poblacional maxima (ind/mL)
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Testigo 1.5 3.12 6.25 12.5 25

concentraciones nominales (mg/L)
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1.2 -

0.8 1

0.4 f
T

Densidad poblacional maxima (ind/mL)

02 T T
Testigo 2 4 8 16 32

Concentraciones nominales (mg/L)

Figura 7. Densidad poblacional maxima de Moina macrocopa a diferentes
concentraciones de paracetamol y diclofenaco. Las letras representan si hay

una diferencia significativa entre las concentraciones.
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Figura 8. Regresion de la tasa de crecimiento poblacional de Moina

macrocopa vs concentraciones nominales de paracetamol y diclofenaco. Las
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letras representan si hay una diferencia significativa entre el resultado de la

regresion de las tasas vs las concentraciones.

Tabla. 1. Resultados del Analisis de varianza para la abundancia maximay la
tasa de crecimiento poblacional de Moina macrocopa expuestos a diferentes

concentraciones de paracetamol o diclofenaco.

FUENTE DE VARIACION GL SC PSC F P

DICLOFENACO

12 0.0703  0.00586

ENTRE GRUPOS 0.167 0.0333 5.019 0.010

DENSIDAD MAXIMA

ENTRE GRUPOS 0.897 0.179 5.424 0.008

35



DISCUSION

Los claddceros han sido ampliamente utilizados como organismos de bioensayo
para evaluar el impacto de diferentes sustancias toxicas. Por ejemplo Sarma y
Nandini (2006) hicieron una revisidbn sobre que organismos son utilizados en
bioensayos ecotoxicolégicos y concluyeron que mas del 80% utilizan al género
Daphnia y el 10% al género Ceriodaphnia, sin embargo hay pocos trabajos sobre

otros géneros de cladoceros como es el caso de Moina.

Por otro lado en México se han registrado varias especies del género Moina por
ejemplo: Moina micrura, Moina affinis, Moina macrocopa (Elias-Gutiérrez,
1995).Moina es mayormente empleado como alimento vivo en acuacultura que
como organismo de bioensayo (Prieto., 2006; Lépez., 2009). En los trabajos
relacionados con el uso de Moina como alimento los investigadores no consideran
los pardmetros demograficos utilizados en el presente estudio, y sélo consideran

los aspectos nutricionales.

El cladécero M. macrocopa tiene una distribucion amplia dentro del territorio
nacional asi como alta tasa de crecimiento que va desde 0.2 £ 0.01 a 0.4 £ 0.01
mas que otra especie del mismo género como C.dubia que va desde 0.10 £ 0.01 a

015 £ 0.02 por dia (Sarma y Nandini, 2004).Dependiendo las condiciones en el
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ambiente, M. macrocopa empieza su reproduccion antes del quinto dia después

de su nacimiento (Gama-Flores, 2006; Nandini, 2007).

Dumont y Negrea (2002) mencionan que en general los organismos de
reproduccion temprana (antes 10 dias) son estrategas oportunistas por alcanzar
densas poblaciones en un corto periodo, ademas Roff., 2001 sefiala que entre
mas temprana sea la reproduccién los organismos podrian reproducirse un mayor
namero de veces en su ciclo de vida reflejandose en un mayor incremento
poblacional. Esto se observa en este trabajo ya que el testigo presentd un
crecimiento exponencial desde el primer dia y alcanzé una abundancia maxima a

los 4 dias.

Sarma y Nandini.,(2006) también mencionan que los estudios de ecotoxicologia
con claddceros estan concentrados con metales pesados y cianotoxinas, el
porcentaje de estos trabajos corresponde a mas del 85%. Por otra parte,
basandose en varios trabajos publicados,en la literatura donde se usan diversas
sustancias xenobioticas, Moina en general es mas resistente que otros géneros
como Ceriodaphnia o Daphnia por ejemplo la CLsy de cadmio sobre Moina
macrocopa es 0.68 mg/L (Garcia et al., 2004) y para Daphnia magna es 1/3 del
valor 0.12 mg/L. El hecho que Moina macrocopa tiene alta tolerancia a varias
sustancias toxicas no necesariamente garantiza su resistencia a todas estas

sustancias por ejemplo: Gama Flores et al. (2007) mencionaron que M. macrocopa
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es comparablemente sensible al cobre con relacion a Ceriodaphnia (Gama Flores
et al.,, 2009), sin embargo la mayoria de los trabajos hechos con Daphnia y
Ceriodaphnia es debido a la gran disponibilidad de informacion basica sobre la

biologia de estos géneros (Sarma et al., 2006).

Por otra parte muchas sustancias xenobiéticas se encuentran en el ambiente
acuatico en concentraciones que corresponden a ng y pg (Altenburger et al.,
2004),por ejemplo la concentracion encontrada en aguas residuales del Valle de
Tula, Hidalgo para diclofenaco es de 2.052-4.824 ug/L (Gibson et al., 2010).En el
presente trabajo se propusieron las concentraciones 2, 4, 8, 16 y 32 mg/L para
paracetamol y 1.56, 3.12, 6.25, 12.5 y 25 mg/L para diclofenaco sddico, lo que
concuerda con el trabajo realizado por Husein et al., 2008 donde que utilizé
2,4,8,12 y 15 mg/L de paracetamol en pruebas de LCsy Estas concentraciones son
utilizadas en ecotoxicologia para obtener un efecto letal sobre los organismos, ya
gue se considera a los analgésicos como muy poco téxicos a diferencia de

metales pesados o pesticidas.

Segun los resultados M. macrcopa empezé su reproduccion a los 2 dias
posteriores a su eclosién expuestos a diclofenaco exceptuando la concentraciéon
25 mg/L y el control, obteniendo una densidad maxima alrededor del cuarto dia del

experimento y en el control hasta el séptimo dia. Se observaron datos con una
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tendencia similar con el paracetamol. Esto concuerda con lo obtenido por Nandini

et al., 2007 en donde utiliz6 M. macrocopa expuesta a zinc y cobre.

La poblacién de M. macrocopa en el testigo mostré una tendencia de corta fase de
adaptacion y corta fase exponencial lo cual resulta en una alta tasa de crecimiento
en este trabajo la tasa de crecimiento poblacional de M. macrocopa fue de 0.18

por dia.

En varios trabajos realizados sobre crecimiento poblacional de M. macrocopa la
tasa de crecimiento reportada fue de 0.12 hasta 1.0 por dia dependiendo de la
concentracion de alimento (Mangas-Ramirez et al., 2002; Nandini et al., 2007;
Alva-Martinez et al., 2007; Gama-Flores et al., 2009).En este trabajo el valor de r
fue negativo bajo condiciones de estrés principalmente en la presencia de altas

concentraciones de paracetamol.

En la literatura, la tasa de crecimiento poblacional del zooplancton es considerada
una variable muy sensible a los cambios en el ambiente, por ejemplo Mangas-
Ramirez et al. (2002) reportaron que el valor de r para M. macrocopa fue de 0.21
por dia en el testigo sin embargo fue negativo (-0.04/dia) cuando fue expuesto a

120 pg /L de amonio.

39



En este trabajo para paracetamol (2 mg/L, 4 mg/L, 8 mg/L ,16 mg/L, 32 mg/L) se
reporto una tasa de crecimiento de aproximadamente 0.25 a -0.1 dependiendo de
la concentracién y para diclofenaco (1.56 mg/L, 3.12 mg/L, 6.25 mg/L, 12.5 mgl/L,
25 mg/L) 0.2 a -0.2 dependiendo de la concentracién esto concuerda con Alva-
Martinez et al. (2001) donde utilizaron Moina macrocopa expuesta a 0.75

x10°céls./mL de Microcystis obteniendo una r de -0.18.

La abundancia maxima de una poblacién de claddceros esta relacionada con su
tamafio. Es decir, bajo condiciones similares las especies mas grandes como
Daphnia pullex tiene una abundancia méxima de 6-10 ind/mL y una especie
pequefia como Alona pulchella tiene una abundancia méaxima de 55 ind/mL , a
diferencia de Moina macrocopa que tiene un tamafio relativamente mas grande
que Ceriodaphnia y méas pequefio que Daphnia por lo tanto esta especie
raramente alcanza un valor arriba de 2 ind/mL por ejemplo Alva-Martinez et al.
(2007) cultivaron Moina macrocopa a diferentes concentraciones de Chlorella y
reportaron un valor de abundancia maxima de 3ind./mL, Sarma et al. (2005)
reportaron hasta 5 ind./mL de la misma especie. En este trabajo la abundancia
méaxima de Moina fue de alrededor de 1.2 ind/mL lo cual esta dentro del intervalo
0.2-2.0 ind./mL reportados para varias especies de claddceros (Sarma et al.,

2005).
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CONCLUSIONES

e Este estudio demostré que el paracetamol y diclofenaco tienen un efecto
adverso sobre la poblacion de Moina macrocopa cuando es expuesta a

altas concentraciones y a una larga exposicion.

e EI método de crecimiento poblacional empleado en este trabajo mostro que
con una concentracion de 4 mg/L para paracetamol y 3.25 mg/L para

diclofenaco se tiene un efecto adverso en comparacion del testigo.

e EIl diclofenaco mostré un efecto mas adverso para Moina macrocopa en

comparacion con el paracetamol en los diferentes parametros.

e El hecho de que ambos farmacos se vendan libremente en el mercado hace
necesario tener un reglamento gubernamental para controlar su descarga

en cuerpos de agua.
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ANEXO 1. Medio Bold Basal

Preparacion de agua reconstituida con dureza moderada, empleado como medio de cultivo,

ademas utilizado como medio de dilucién para pruebas ecotoxicolédgicas.

La preparacion del medio se baso en la propuesta de

1.- NaNO; 250gr L-1

2.- MgSO, 75¢gr L-1

3. - K[HPO, 75¢gr L-1

4., - KH,PO, 75¢gr L-1

5.- NaCl 75gr L-1

6.- EDTA 50gr + 31 gr de KOH L-1

7.- FeSO, 4.98gr L-1 + (1ml 31 gr de H2S04L-1)
8.- H3BO; 1.42gr L-1

9.- CaCl, 25¢r L-1

10.-Elementos traza:

a) ZnSO, 8.82¢gr L-1
b) MnCl, 1.44gr L-1
¢) MoOs 0.71gr L-1
d) CuSO, 1.75¢gr L-1
e) Co (NOy) 40.499r L-1
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