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RESUMEN

La mayoria de los ecosistemas acuaticos en México son poco profundos, por lo tanto son
facilmente afectados por los efluentes tanto domésticos, industriales asi como provenientes
de hospitales, que contienen productos farmacéuticos. Los analgésicos y antibiéticos son
generalmente consumidos en conjunto por los pacientes y el publico en general. Muchos
analgésicos como el ibuprofeno no se necesitan una receta médica debido a su bajo riesgo
en cuanto a los efectos secundarios. Todos los antibiéticos, incluyendo la amoxicilina son
farmacos que se necesita una prescripcion médica. Sin embargo un control estricto sobre
los vertidos de productos farmacéuticos en los cuerpos de agua naturales rara vez es
seguido. La amoxicilina y el ibuprofeno son los farmacos prescritos con mayor frecuencia
en México por el sector salud. Sin embargo, los datos cuantitativos sobre los efectos de
estos farmacos para los organismos que no deberian estar en contacto son deficientes. Los
crustaceos y rotiferos dominan el zooplancton de agua dulce. Los rotiferos, debido a su
sensibilidad, tiempo de generacién corto y altas tasas de reproduccién, son ampliamente
utilizados como organismos de bioensayo en las pruebas de los efectos de varias sustancias,
incluyendo productos farmacéuticos. En este trabajo, hemos cuantificado las respuestas de
Brachionus calyciflorusy Brachionus havanaensigxpuestos a tres concentraciones
subletales de ambos farmacos tanto el ibuprofeno como la amoxicilina. En general, nuestros
datos muestran que ambas variables relacionadas con la supervivencia y la reproduccion-
fueron afectadas con el aumento de la concentracion de ambos productos farmacéuticos.
Sin embargo, la amoxicilina afecto mas adversamente la supervivencia y reproduccion de
B. calyciflorusy B. havanaensia diferencia del ibuprofeno.



ABSTRACT

Most aquatic ecosystems in Mexico are shallow and hence are easily affected by domestic
and industrial effluents containing pharmaceuticals. Pain-killers and antibiotics are
generally together consumed by patients and healthy public. For many pain-relievers such
as lbuprofen no medical prescription is needed due to its low risk of side effects. All
antibiotics including amoxicillin are prescription drugs. Nevertheless strict control on the
discharges of pharmaceuticals into natural waterbodies is rarely followed. Amoxicillin and
ibuprofen are the most frequently prescribed pharmaceuticals in Mexico. Yet, quantitative
data on the effects of these pharmaceuticals to non-target organisms are wanting.
Crustaceans and rotifers dominate the freshwater zooplankton. Rotifers, due to their
sensitivity, short generation time and high reproductive rates, are widely used as bioassay
organisms in testing the effects of various substances including pharmaceuticals. In this
work, we quantified the responsesBrachionus calyciflorugndBrachionus havanaensis
exposed to three sublethal concentrations of both ibuprofen and amoxicillin. In general, our
data showed that both survivorship-related variables and reproduction were both affected
with the increase in the concentration of both pharmaceuticals. Nevertheless, amoxicillin
more adversely affected both survival and reproductionBofcalyciflorus and B.
havanaensishan ibuprofen.
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INTRODUCCION

En la actualidad los niveles de contaminantes emergentes han aumentado drasticamente y
se han vuelto un problema potencial tanto para la salud humana como ambiental
(Burkhardt-Holm., 2010).Los efectos ecotoxicoldgicos de estos contaminantes en diferentes
niveles de jerarquia biolégica aun no son bien conocidos (Halling-Sbrenhaén1998).

Dentro de los contaminantes emergentes en el ambiente, se encuentran aquellos productos
de cuidado personal, drogas ilicitas, disruptores endocrinos y farmacos (Daughton y Ternes,
1999).

Farmaco: produccion y consumo

Dentro de los farmacos de uso comun en México se encuentran los AINE'S
(Antiinflamatorio no esteroideo) y los antibidticos (OMS, 2004; Drestsat., 2008) de los
cuales en México los de mayor consumo corresponden al &cido acetilsalisilico,
paracetamol, ibuprofeno, diclofenaco y naproxeno (OMS, 2004). Y por otra parte segun la
Asociacion Nacional de Farmacias de México dentro de los antibidticos mas vendidos y
consumidos en Meéxico, se encuentra ubicada en primer lugar la amoxicilina
(ANAFARMEX, 2010).

El ibuprofeno es un derivado sencillo del acido fenilpropionico, posee una eficaz actividad
antiinflamatoria, antipirética y analgésica (Bejarano, 2006). Su vida media es de dos horas
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y el medicamento es metabolizado en el higado y menos del 10% se excreta sin cambio
(Camps Garciat al.,2005)

Los antibiéticos son drogas producidas por cierto tipos de microorganismos, que inhiben el
desarrollo o provocan la muerte de otros microorganismos (Bergoglio, 1977). Los
antimicrobianos se encuentran entre los medicamentos mas vendidos y consumidos en
México: representando el segundo lugar en ventas anuales ([teskr 2008). La
amoxicilina es una penicilina semisintetica, de accion bactericida y posee una vida media
de 60 a 75 minutos (Fléret al.,1997).

El uso irracional de los antimicrobianos ha conllevado al aumento en la resistencia
bacteriana. Estas bacterias se adaptan rapidamente a las condiciones de su medio, aun en la
presencia de estos farmacos. Los antibidticos difieren de los otros medicamentos porque no
so6lo ejercen un efecto terapéutico sino que alteran también la ecologia de la microflora del
cuerpo y del medio externo (Benavides-Plascencia, 2005).

Los farmacos no son tan diferentes de otros quimicos. Las descargas locales de las
farmaceéuticas contribuyen fuertemente a la contaminacion ambiental debido a las altas
concentraciones en sitios pequefios (Kimmerer, 2001b). En realidad, grandes cantidades de
productos farmacéuticos son descargados continuamente hacia las plantas de tratamiento
cuando son utilizados para tratamiento humano y directamente hacia aguas superficiales o
en suelo cuando se les da un uso de tipo veterinario (Ternes, 1998).Estos productos son
emitidos en grandes cantidades durante la fertilizacién de suelos agricolas, instalaciones de
acuacultura, aguas de desecho de hospitales en pequefias plantas de tratamiento, descargas
hacia lagos y desechos inapropiados de farmacos (Halling-Sbrensen, 2000). Estos, entran
de manera natural a los cuerpos de agua por medio de transporte hidrolégico debido a
efluentes de plantas de tratamiento y una gran variedad de trayectorias (Araujo y McNair,
2007). A diferencia de otros quimicos, la mayoria de estos productos son desechados o
descargados hacia el ambiente continuamente por vias como sistemas de drenaje industrial
y doméstico (Daughton y Ternes, 1999).

A pesar de que no es bien conocido el proceso, existe evidencia de que grandes cantidades
de medicamentos prescritos y no prescritos no llegan a ser consumidos, y muchos de estos
productos farmacéuticos son eventualmente descargados hacia el excusado o via domestica
(Daughton y Ternes, 1999).

Aunque una pequefia parte de estos productos puede ser removida por plantas de
tratamiento de agua, la gran mayoria no logra eliminarlos en su totalidadgtin&04;
Semarnat, 2007) y eventualmente son descargados hacia diversos cuerpos de agua
(Daughton y Ternes, 1999).
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Imagen 1. Fuentes de introduccién de farmacos en el ambiente acuético. Tomado de
Kimmerer, 2001b.

Legislacion

La importancia radica en que en México la venta de AINE’S no requiere receta médica y
son de los medicamentos mas utilizados por la poblacion (OMS, 2004; Goémez€Dlivan

al., 2009). Por otra parte el articulo 226 de la LGS (Ley General de la Salud) sefala la
regulacion de la venta de medicamentos clasificados como grupo IV (donde se incluyen
Gnicamente a los antibidticos) con prescripcion médica. No obstante, en la practica, esta
regulacion no se hace cumplir. Diversas investigaciones concluyen que entre el 40 y el 60%
de los antibidticos se venden sin receta médica (Instituto Nacional de Salud Publica, 2010).
Por otra parte, hoy en dia no se cuenta con alguna legislacion en el pais que contemple la
presencia de productos farmacéuticos o de cuidado personal en cuerpos de agua, mucho
menos limites permisibles de éstas sustancias (Valdés-Alanis, 2009).

A pesar de que la deteccion de los efectos negativos en el ambiente acuatico es sumamente
dificil; existen pruebas de laboratoriio vivo e in vitro,que muestran generalmente los
efectos toxicos de estos compuestos aunque no sean los niveles o concentraciones presentes
en el ambientepg L™ y ng L) (Daughton y Ternes, 1999). Ademas los efectos de
compuestos en forma de mezcla, una adicion en la concentracion, el sinergismo, la
posibilidad de variaciones en la sensibilidad y exposicidbn cronica no pueden ser
descartados (Altenburget al.,2004; Cleuvers, 2004). Estos riesgos potenciales asociados

al desecho de medicamentos en el ambiente, cada vez mas provocan inquietudes tanto para
los reguladores ambientales como para las industrias farmaceuticasgiCrey#906).

De tal manera que los farmacos pueden ser introducidos al ambiente 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). Considerando estos factores, la evaluacion de riesgo en el ambiente acuético debido
a la exposicion de organismos a estas sustancias es de suma importancia (Cleuvers, 2004).

En los sistemas acuéticos dulceacuicolas las comunidades planctonicas estan constituidas
por organismos con periodos de vida cortos y muchos de ellos son facilmente manipulables
lo cual ha permitido formular modelos sobre las estructuras de comunidades. Dentro de
estas se encuentran las comunidades zooplanctonicas que estan constituidas principalmente
por crustaceos y rotiferos (Porcietal.,2004).

Rotiferos (organismos de bioensayo)

Los rotiferos son un pequefio grupo de invertebrados, llamados de esta manera, por poseer
en la cabeza un 6rgano en forma de disco, que gira, y se encuentra rodeado por una corona
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de cilios que cumple con funciones como la alimentacion, obtencibn de materiales
recepcion de quimicos, entre otros (Nogratsl.,1993).

En condiciones desfavorables (ambientales y de alimentacion), estos organismos se pueden
reproducir por via sexual y asexual (Rao y Sarma, 1985). El tipo de reproduccién varia en
las tres clases de rotiferos (Wallace, 1998). En el caso de las especies de la clase
Seisonidea, se reproducen exclusivamente por via sexual (gametogénesis). Por otra parte,
en cuanto a la clase Belloidea, se reproducen completamente por via asexual
(partenogénesis).Y por udltimo, en el caso de la clase Monogononta, presentan una
partenogénesis ciclica, en donde predomina la reproduccion asexual pero ocasionalmente
también ocurre la sexual (Wallace y Snell, 2001).
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Los rotiferos se alimentan principalmente de detritus, bacterias, fitoplancton y levaduras, es
decir, son consumidores primarios (Nograelyal., 1993). Estos organismos son una
importante fuente de alimento para microcrustaceos, larvas de insectos y peces. Algunas
especies son consideradas indicadores de calidad de agua debido a que son sensibles a
cambios ambientales, por lo cual responden con rapidez a ciertos tipos de toxicidad (altas
concentraciones de cianobacterias, insecticidas, metales, productos de cuidado personal y
farmacos) y por ende son utilizados como organismos bioindicadores (Sarma, 1991; Snell y
Joaquim-Justo, 2007).

Sin embargo el potencial que implica trabajar con rotiferos como organismos modelos en
ecotoxicologia ha sido ya reconocido por un tiempo (Snell y Janssen, 1995), y hoy en dia se
ha enfocado hacia areas emergentes de inquietud como lo es el impacto de disruptores
endocrinos y productos farmacéuticos (Snell y Joaquim-Justo, 2007).

Estos organismos han sido ya utilizados en evaluaciones de riesgo de farmacos y sus
metabolitos ya que tienen mayor sensibilidad a bajas concentraciones de estas sustancias
xenobidticas que otros organismos acuaticos como lo son los claddceros y ciertas algas
(Snell y Joaquim-Justo, 2007).

A diferencia de otros organismos, se ha observado claramente como las poblaciones de
rotiferos cambian drasticamente en presencia de ciertos tipos de toxicos, lo cual tiene
grandes implicaciones puesto que es de gran ayuda en el monitoreo ambiental estudiando
sus variables demogréficas (Sarma, 1991).

En cuanto a evaluaciones toxicoldgicas estos organismos son expuestos a compuestos de
acuerdo a protocolos ya estandarizados, dando como resultado valores de CL50s
(Concentracion letal 50), CE50s (Concentracion efectiva media), o CENOs (concentracion
de efectos no observados) para los puntos finales reproductivos y/o de comportamiento
(Wallace, 2002).

Especies del géner®rachionus (por ejemplo: Brachionus calyciflorus, Brachionus
plicatilis y Brachionus havanaengisan sido utilizados como organismos de bioensayo de
tipo ecotoxicoldgico tanto agudos como cronicos, debido a que son altamente sensibles a la
contaminacion y son consideradas fundamentales para realizar monitoreos selectivos de
contaminacion en cuerpos de agua (Saeta.,2008).
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ANTECEDENTES

Pascoe et al. (2001) realizaron un estudio de toxicidad aguda y cronica en 10 farmacos de
uso comun (ibuprofeno, paracetamol, &cido acetilsalisilico, amoxicilina,
bendroflumetiazida, furosemida, atenolol, diazepam, digoxina y amlodipina) ISgtira
vulgaris,concluyendo que estas sustancias pueden afectar a los invertebrados acuaticos.

Cleuvers (2004) evaluo la toxicidad de la mezcla de los antiinflamatorios ibuprofeno,
diclofenaco, naproxeno y acido acetilsalisilico. La toxicidad fue relativamente baja,
obteniendo par®aphnia magnavalores de la concentracion media efectivasgCEn un
intervalo de 68 a 166 mg'L Concluy6 que debido a la presencia frecuente de farmacos en
forma de mezcla en el ambiente acuatico, es indispensable la evaluacién de riesgo
ambiental.

Isidori et al. (2005) realizaron una evaluacion toxica de seis antibiéticos (eritromicina,
oxitetraciclina, sulfametoxazol, ofloxacina, lincomicina y claritromicina) sobre cinco
organismos acuaticos. Las evaluaciones agudas y cronicas fueron realizadas con los
siguientes organismos: bacterias, algas, microcrustaceos, peces y rotiferos. Los resultados
ecotoxicoldgicos mostraron una toxicidad aguda del orden de'mg L

En cuanto a las evaluaciones cronicas mostraron que el grupo de las algas mostré6 mayor
sensibilidad a los seis antibioticos. Concluyeron que los resultados obtenidos muestran
claramente que existe un riesgo potencial sobre organismos acuaticos expuestos a bajas
concentraciones de farmacos en aguas superficiales.

Trabajo como el de Araujo y McNair (2007) donde evaluaron los efectos de 3 antibidticos
(sulfato de estreptomicina, hidrocloruro de tetraciclina y tilosina tartrato) a nivel individual
y poblacional deB. calyciflorus y B. plicatilisDeterminando qud3. calyciflorustuvo
mayor sensibilidad a la exposicion de los antibiéticos seleccionados.

lannacone y Alvarifio (2009) realizaron una evaluacion aguda de siete productos
farmacéuticos (amoxicilina, ciprofloxacino, trimetoprima + sulfametoxazol, ibuprofeno,
paracetamol y diazepam) solaphnia magnaSe determind la secuencia de ecotoxicidad
decreciente en términos de CL50 (mY & 96 h de exposicién, mostrando que el diazepam
ocasion6 un mayor riesgo, sin embargo concluyen que no se puede excluir el efecto
potencial de la toxicidad cronica en el ambiente de estos farmacos.

Zalewski y Wagner (2011) probaron que la exposicion de antibioticos en forma de mezcla
(neomicina sulfato, estreptomicina sulfato, penicilina G y tetraciclina) alter6 el crecimiento
y las respuestas reproductivasRigphnia magnadebido a los cambios en la calidad del
alimento.

Dado los pocos trabajos realizados y la toxicidad de esos compuestos se requiere de evaluar
los posibles efectos que puedan provocar en organismos acuaticos.

16



JUSTIFICACION

Se conoce que los organismos del plancton son méas sensibles a distintos farmacos y son
considerados excelentes indicadores en pruebas de toxicidad. De estos, los rotiferos son
ampliamente utilizados como organismos de bioensayo para evaluar toxicos en efluentes,
los cuales pueden contener diversas sustancias, como son, los farmacos. Ciertas especies de
la familia Brachionidae ya han sido utilizadas como organismos de bioensayo ya que son
consideradas fundamentales para realizar monitoreos de contaminacion en cuerpos de agua
debido a que son especies altamente sensibles.

Ademas, es de suma importancia mencionar que la presencia de farmacos 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 tratamientos
convencionales o biolégicos.

A pesar de que las pruebas de toxicidad en rotiferos han sido ampliamente utilizadas,
solamente en pocos casos se han evaluado simultaneamente efectos crénicos y agudos de
contaminantes. Comparados con las pruebas de toxicidad aguda, los estudios sobre el
crecimiento poblacional y tabla de vida demogréfica 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 la mayor parte de las evaluaciones ecotoxicoldégicas se enfocan
principalmente é&aphnia magnauna especie de zona templada que no se encuentra de
forma natural en cuerpos acuéticos de México; se ha visto que los rotiferos son mas
sensibles a este tipo de sustancias que cladéceros y algas. Aunque ya han sido utilizadas
diversas especies de la familia Brachionidae que son especies ampliamente distribuidas en
el pais, no han sido realizados pruebas de toxicidad agudas y cronicas simultaneamente
utilizando ibuprofeno y amoxicilina corBrachionus calyciflorusy Brachionus
havanaensis.
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HIPOTESIS

Brachionus calyciflorug/ Brachionus havanaensson organismos sensibles a sustancias
xenobibticas, por lo que su exposicion cronica a bajas concentraciones de ambos farmacos
seleccionados, ibuprofeno (antiinflamatorio) y amoxicilina (antibidtico) tendran efectos
adversos sobre su historia de vida.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar los efectos sobre la tabla de vida a diferentes concentraciones de dos farmacos
seleccionados, ibuprofeno (antiinflamatorio) y amoxicilina (antibiético) sBbaehionus
calyciflorusy Brachionus havanaens{Rotifera).

Objetivos particulares

» Evaluar las tendencias y el los efectos que tienen las concentraciones subletales de
ambos farmacos de uso comun (ibuprofeno y amoxicilina) sobre las variables de
historia de vida d8rachionus calycifloruy Brachionus havanaensis

* Cuantificar la tasa de sobrevivencia, tiempo generacional, tasa de crecimiento, tasa
reproductiva bruta y neta d&rachionus calyciflorusy Brachionus havanaensis
sometidos a diferentes concentraciones de los farmacos seleccionados (ibuprofeno y
amoxicilina).
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MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron los rotifergsBrachionus calyciflorus y Brachionus havanaeres cuales

fueron aislados previamente de los canales del Lago de Xochimilco, ubicado en el sur del
Distrito Federal, México.

Los organismos colectados, fueron identificados con claves taxonomicas para rotiferos
(Koste, 1978). Posteriormente, estas especie se mantuvieron en el laboratorio en
condiciones controladas, utilizando como medio EPA, el cual tuvo una dureza moderada y
se preparo disolviendo 96 mg de NaH{C 60 mg de CaS )60 mg de MgS®y 4 mg de

KCI por litro de agua destilada (Weber, 1993).

Como alimento se utilizo la microalgahlorella vulgarisla cual se cultivd con el medio

basal Bold (Borowitzka y Borowitzka, 1998) y se cosechd cuando alcanzd un crecimiento
maximo en sus células. La densidad de las microalgas fue contada utilizando una camara de
NeubauerC. vulgarisfue administrada como alimento para los rotiferos durante su cultivo

en laboratorio y durante la fase experimental (Satnah,1997).

El ibuprofeno y la amoxicilina fueron obtenidos de forma comercial (medicamentos
genéricos): el ibuprofeno en comprimidos (de 400 mg) y la amoxicilina en forma de
suspension (de 250 mg/ 5 mL).

El ibuprofeno se prepar6 en una primera concentraciéon de 400'mdidolviendo la

tableta y posteriormente fue aforado a un litro de agua destilada. Esta solucién fue agitada
vigorosamente para posteriormente realizar las diluciones correspondientes y obtener las
concentraciones subletales.

Para preparar las concentraciones de amoxicilina se realiz6 una primera concentracion de
250 mg L, disolviendo de la misma manera que con el ibuprofeno.

Se utilizdé la concentracién letal media @)L reportada en bibliografia para ambos
farmacos y a partir de este dato se seleccionaron tres concentraciones subletales para
realizar las evaluaciones cronicas (tabla de vida) para ambos farmacos.

Posteriormente, se llevaron a cabo los experimentos de tabla de vida para ambas especies
de rotiferos Brachionus calyciflorugy Brachionus havanaensiskl disefio experimental
consistié en un total de 16 contenedores transparentes (con una capacidad de 50 mL). Para
cada una de las concentraciones subletales y el control, se realizaron cuatro repeticiones,
con una densidad inicial de 1 ind. tles decir, con una cohorte de 20 neonatos en un
volumen de 20 mL. La solucion final tuvo una concentracién de alimé&tiorella

vulgaris) de 1x16 cel mL™* con medio EPA. Las condiciones bajo las cuales se llevé a cabo

el experimento fueron: temperatura de 22 + 2°C, pH de 7.5 y con luz continua y difusa
(Sarmeet al.,1997).

Se realizaron los conteos individuales para cada uno de los tratamientos cada 12 horas,

ademas de la cuantificacion del numero de organismos adultos vivos (de la poblacion
inicial) y el nimero de neonatos. En todos los tratamientos, Unicamente aquellos individuos
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vivos de la poblacion inicial fueron regresados, y tanto los neonatos como los organismos
adultos muertos fueron retirados del experimento.

En todos los tratamientos, se realizé el cambio del medio diario, para renovar el alimento y
mantener constante las concentraciones de los farmacos seleccionados durante la fase
experimental. Se realizaron los conteos hasta que se observé una mortalidad total de los
organismos de la poblacion original.

Para la tabla de vida, se utiliz6 un método demografico estandarizado (Krebs, 1985). Con
los datos de la evaluacion cronica se obtuvo lo siguiente (parametros demograficos): curvas
de sobrevivencia, curvas de esperanza de vida, variables reproductivas, fecundidad, tasa
reproductiva neta y bruta, tiempo generacional y tasa intrinseca de crecimiento poblacional.

» Sobrevivencia(Proporcion de sobreviviented)= ny

o n
Donde: R =sobrevivientes
B = numero inicial de individuos
» Fecundidad (Proporcion de neonatos) mc=ny
y n
Donde: nl= nUumero de neonatos
p=sobrevivientes
» Esperanza de vida _ T,
%,
Donde: T = Promedio de vida )
I sobrevivientes
» Tasa reproductiva bruta > my
Donde:m,=fecundidad
» Tasa reproductiva neta R = i |, O,

Dondel,= sobrevivencia

i fecundidad
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» Tiempo generacional
Donde:l= sobrevivencia T = 2 b O &
= fecundidad
x= edad

R= Tasa reproductiva neta

« Tasa de crecimiento poblacional r=y e'rxlémx= 1
X=

Donde: e= 2.718

x= edad

{= sobrevivencia

m= fecundidad
Los cambios significativos en la tabla de vida de los organismos fueron evaluados mediante
un analisis de varianza de una via (ANDEVA), utilizando el programa Sigma Plot version

11. Por ultimo se realiz6 la prueba de post-hoc de Tukey para verificar entre cuales de los
tratamientos existieron diferencias significativas.
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Material y Métodos

Se alslaron ambas especies de
i rotiferos (8. colyciflorus y B,
| hovanoensis) - Lago Xochimilco /
' 8. calycifiorus y B. havangensis +1X10° de
Chlorello vulgaris.
4 20 mL de medio EPA para cada concentraddn
Identificacion ademas de testigo.
Cuatro replicas con una densidad inicial de 1
ind. mL",
Cultivos en
labaratorio

Amoxicilina ; Ibuprofeno
(Concentraciones - {Concentraciones
nominales, ug L) 3 5 nominales, mg L")

(200, 100 y 50) Resr— | (25,12.5y6.25)

+ (Cambio del medio diario, para renovar el alimento y mantener
constante las concentraciones de los fdrmacos seleccionados
durante la fase experimental,
= Conteos hasta que se observd una mortalidad total de los
organismos de la poblacidn original.

Las condiciones bajo las cuales se llevo a cabo el experimento fueron:
Temperatura de 22 £ 2°C, pH de 7.5 y con luz continua y difusa

Imagen 3. Diagrama de flujo material y métodos.
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RESULTADOS

Brachionus calyciflorus(amoxicilina)

La sobrevivencia d8rachionus calyciflorugn el testigo fue méas alta a diferencia de los
demas tratamientos en donde estaba expuesto a amoxicilina. La sobrevivencia en el testigo
alcanz6 al dia 19 a diferencia de la concentracién mas alta (200'ugnLdonde
Unicamente alcanzé hasta el dia 14. En general se observé una disminucion gradual de las
demas concentraciones conforme al aumento de concentracion del antibidtico (Figura 1).

En cuanto a la esperanza de vida edad especifica, se observa el valor mas alto en el testigo
en donde alcanz6 hasta el dia 19, sin embargo al aumento de los tratamientos en donde
contenian el antibidtico la esperanza de vida decrecid drasticamente, sobre todo a la
concentracion mas alta (Figura 2).

B. calyciflorus mostr6 una distribucién estable por edades mas alta en el testigo, sin
embargo se observo una disminucion de la misma sobre todo en la concentracion mas alta
de amoxicilina (200 pgh. La distribucion estable por edades en los tratamientos que
contenian amoxicilina se vié disminuida sobre todo en los primeros 5 dias en comparacion
al testigo (Figura 3). En la concentracidon mas alta del antibidtico se observo un fuerte
decremento en la distribucion estable por edades en comparacion con el testigo.

Para fecundidad, se observé el valor y el periodo de reproduccion mas alto en el testigo
(Figura 4). Todas las réplicas muestran que, tanto al principio como al final, la
reproduccion fue baja independientemente del tratamiento. El periodo reproductivo fue méas
largo para el testigo abarcando la semana 2 y 3, sin embargo al aumentar la concentracion
de amoxicilinaB. calyciflorustuvo una disminucion en el periodo de reproduccion.

Tanto el valor reproductivo como el valor residualBlecalyciflorus(Figuras 5 y 6)se

vieron afectados adversamente con la presencia de amoxicilina en el medio. El valor mas
alto para valor reproductivo y residual reproductivo se observé en el testigo; sin embargo,
fue decreciendo gradualmente con el aumento de las concentraciones del antibidtico. En el
testigo se observé una disminucion en la descendencB. d@alyciflorusen el valor
reproductivo y residual reproductivo a partir del dia 6.

B. calyciflorusmostro el valor mas alto de promedio de vida en el testigo a comparacion de
los demas tratamientos en donde fue expuesto a amoxicilina. EI promedio de vila para
calyciflorusfue decreciendo conforme al aumento de la concentracion de amoxicilina en el
medio. Los datos muestran un rango de promedio de vida de 12 a 9 dias (Tabla 1).
Estadisticamente se observaron diferencias significativas en todos los tratamientos en
donde el medio contenia el antibidtico con respecto a testigo (Prueba Tukey P<0.05).
También se observaron diferencias significativas entreuOL™ y las Gltimas dos
concentraciones de amoxicilina (P<0.05).
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En cuanto a esperanza de viBagcalyciflorusrefleja una disminucion en dias conforme al
aumento de la concentracién de amoxicilina. Los datos muestran el valor mas alto (12 dias)
para esperanza de vida en el testigo (Tabla 1). El ranBoaycifloruspara esta variable

fue de 8 a 12 dias. Se observaron diferencias significativas en la esperanza de vida del
rotifero en todos los tratamientos que contenian amoxicilina con respecto al testigo. Los
datos muestran diferencias significativas em&Q@.* con respecto a 100 y 2@ L™, sin
embargo no se observaron diferencias significativas entre las concentraciones mas altas del
antibiotico (100 y 20Qug LY.

La tasa de reproduccion bruta mas alta @araalyciflorusse observd en el testigo en
comparacion a los demas tratamientos en donde se expuso a amoxicilina (Figura 7). Se
observé un decremento en la reproduccion del rotifero al aumentar la concentracion del
antibiotico en el medio. El rango de los valores obtenidos para la tasa de reproduccion bruta
van de 15 a 22 neonatos henbra&Estadisticamente se observaron Gnicamente diferencias
significativas en las concentraciones mas altas (100 yi00") con respecto al testigo,

sin embargo no se observo un efecto negativo en la concentracién mas haja thoPor

otra parte, los datos también muestran las diferencias significativas entre los tratamientos,
aungue no existié un efecto significativo entre 100 yzp0™.

En el tiempo generacional d& calyciflorusse observo una tendencia de disminucion al
aumentar la concentracion de amoxicilina en el medio de los tratamientos en donde fue
expuesto (Figura 7). El valor mas alto en cuanto a tiempo generacional se observé en el
testigo a los 9 dias. Los valores en esta variable estuvieron en un rango de 6 a 9 dias
dependiendo de los tratamientos (Tabla 1). Por otra parte, se observaron diferencias
significativas par®. calyciflorusen todos los tratamientos con respecto a testigo. Entre los
tratamientos de amoxicilina, se observaron efectos significativos en 100pg 200con
respecto a 50ug L*, sin embargo no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre las Ultimas dos concentraciones.

B. calyciflorusmostré una tasa de reproduccion neta mas alta en el testigo (33 neonatos-
hembrd) a comparacién de las demas concentraciones de amoxicilina. Se observé un
decremento en la reproduccion del rotifero al aumentar la concentracion del antibidtico en
el medio con respecto a testigo. Los valores de la tasa de reproduccién neta varian entre 24
y 33 neonatos hembthp Los datos muestran efectos significativos en todos los
tratamientos que contenian amoxicilina en el medio con respecto al testigo (Tabla 1). Sin
embargo, estadisticamente no se observaron diferencias significativas entre cada uno de los
tratamientos, independientemente de la concentracion del antibiotico.

El valor de la tasa intrinseca de incremento poblacionalBaralyciflorusfue mas alto en

el testigo con respecto a las deméas concentraciones de amoxicilina. En general se observo
una tendencia similar en el testigo con respecto a los tratamientos en donde contenian
amoxicilina en el medio. El valor devarié entre 0.63 a 0.68 por dia dependiendo de los
tratamientos (Tabla 1). Sin embargo, estadisticamente no se observaron diferencias
significativas entre las concentraciones de amoxicilina con respecto a testigo, ni entre cada
uno de los tratamientos (p>0.05).
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Brachionus calyciflorus(ibuprofeno)

B. calyciflorus mostr6 una tendencia de sobrevivencia mas alta en el testigo en
comparacion a los deméas tratamientos en donde fue expuesto a ibuprofeno. En general se
observé una disminucion de la sobrevivencia del rotifero conforme a la edad y al aumento
de las concentraciones del analgésico. Los valores de sobrevivencia fueron en un rango de
16 a 20 dias dependiendo de los tratamientos. La poblacién comenzé a decrecer a partir del
dia 10 en testigo a diferencia de las demas concentraciones en donde comenzo6 a disminuir a
partir del dia 7 aproximadamente (figura 9).

En general se observd una tendencia de decremento gradual de la esperanza de vida edad
especifica deB. calyciflorusal aumentar la concentracion de ibuprofeno. Los valores de
esperanza de vida variaron dependiendo de los tratamientos (16 a 19 dias), en donde el
valor mas alto se observo en el testigo (figura 10).

En cuanto a la distribucion estable por edaBesalyciflorusmostré el valor mas alto en el
testigo a comparacion de las concentraciones del analgésico. Asi mismo, se observd una
disminucion de la distribucion estable por edades al aumentar la concentracion de los
tratamientos que contenian ibuprofeno, sobre todo en las concentraciones mas elevadas
(125 y 25 mg [}). Las gréficas (figura 11) muestran el efecto negativo del analgésico
sobre el rotifero, dentro de los primeros cuatro dias, asi mismo se observé mayor efecto en
la concentracién més alta (25 mg)L

En cuanto a fecundidad edad especifida,calyciflorus mostré tener los valores y el
periodo de reproduccién més altos en testigo (3 neonatos hembyaadfiferencia de los

demas tratamientos en donde fueron expuestos a ibuprofeno. Se observd una reproduccion
baja al principio y al final del experimento independientemente de los tratamientos. El
periodo reproductivo del rotifero fue mas largo en testigo a comparacion de la mas alta
concentracion (25 mg1) en donde tnicamente alcanzé hasta el dia 16 (figura 8).

Tanto en valor reproductivo como en valor residual reproductivo (figuras 12 y 13), se
observé una tendencia de disminucién de la reproducci@n cyciflorusal aumentar las
concentraciones de ibuprofeno en el medio. Tanto la potencialidad como el valor real se
vieron disminuidos con la presencia del farmaco, independientemente de la concentracion.
El valor mas alto en el caso de ambas variables reproductivas se observo en testigo, a
diferencia de los demas tratamientos con ibuprofeno. En las graficas tanto de valor
reproductivo como residual reproductivo se observo un fuerte decremento sobre todo en las
concentraciones mas elevadas (12.5y 25 g L

El promedio de vida d®. calycifloruscuando fue expuesto a ibuprofeno, decrecié al
aumentar la concentracion del mismo. Los valores de promedio de vida estuvieron en un
rango de 10 a 12 dias dependiendo del tratamiento. El valor mas alto en cuanto a promedio
de vida fue obtenido por el testigo (12 dias) en comparacion con la concentracion mas
elevada (25 mg 1) que fue de 10 dias. Estadisticamente se observaron diferencias
significativas Gnicamente en las concentraciones mas elevadas (12 y 25)nognL
respecto al testigo, sin embargo en la concentracién de 6.25 myde observé un efecto
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negativo. Por otra parte, la grafica muestra diferencias significativas entre los tratamientos
gue contenian ibuprofeno, sin embargo no se observaron efectos significativos entre 12.5 y
25 mg L* (Tabla 1)

La esperanza de vida @& calycifloruscuando fue expuesto a ibuprofeno fue afectada de
manera adversa, sobre todo al aumentar la concentracion del farmaco. Los valores de esta
variable, estuvieron entre 10 y 12 dias, en la concentraciéon mas alta (2%) maeh el

testigo, respectivamente. Se observaron diferencias significativas en todos los tratamientos
gue contenian ibuprofeno con respecto al testigo, sin embargo no se observé algun efecto
en la primer concentracién (6.25 mbL Entre los tratamientos, la grafica (ver figura 14)
muestra diferencias significativas en la primera concentracion con respecto a las
concentraciones mas elevadas, sin embargo no se observaron efectos significativos entre
estos dos Gltimos tratamientos (12.5 y 25 iy L

La tasa de reproduccion bruta pBrecalyciflorus tuvo una tendencia a disminuir a medida

gue aumento la concentracion del analgésico. Los valores de reproduccion variaron entre
24.8+1.6 a 35.1+0.9 neonatos hembrdia’, dependiendo del tratamiento (Tabla 1).
Diferencias significativas fueron observadas en el tratamiento con la concentracion mas alta
de ibuprofeno (25 mg ) con respecto a testigo. Por otra parte, entre los tratamientos
Unicamente se observo efectos significativos entre las dos primeras concentraciones con
respecto a la mas alta. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas entre 6.25 y
12.5 mg *(p>0.05).

En el tiempo generacional d& calyciflorusse observa un decremento al aumentar la
concentracion de ibuprofeno independientemente de las réplicas. El valor mas alto se
observé para el testigo (7.4+0.1 dias) y el valor mas bajo (6.1+0.1 dias) se obtuvo en la
concentraciéon mas elevada (25 my.LLa grafica muestra diferencias significativas en la
concentracion mas elevada con respecto a testigo (Figura 14). Sin embargo, no se observan
efectos significativos en las concentraciones de 6.25 y 12.5mugpr.respecto a testigo.

Por otra parte, no se muestran diferencias significativas entre las dos primeras
concentraciones, aunque si existen con respecto a la concentracibn mas elevada de
ibuprofeno.

En la tasa de reproducciébn bruta se observa un decremento sobre todo en las
concentraciones mas elevadas del farmaco a las cuales fue expuesltyciflorus.Los

valores para la tasa de reproduccién neta van de 15.4+0.6 a 21.8+1.6 neonatc$ diembra
1'en 25 mg [* de ibuprofeno y el testigo, respectivamente (Tabla 1). Se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos que contenian el farmaco con respecto al
testigo, excepto en 6.25 mg-LEn cuanto a cada uno de los tratamientos se observaron
diferencias significativas Unicamente con respecto a la primera concentracion, sin embargo
entre las dos concentraciones mas elevadas no se observaron efectos significativos.
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En cuanto a la tasa intrinseca de crecimiento poblacionaBpasgdyciflorus no se observa

una tendencia negativa al aumentar la concentracion, de ibuprofeno. El rango vario entre
0.68+0.01 a 0.72+0.01 por dia. En general, se observo una tendencia similar con respecto a
testigo (Figura 14). Por otra parte, no se observaron diferencias significativas en las
concentraciones del analgésico con respecto al testigo, ni entre cada uno de los

tratamientos.
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Brachionus havanaensigamoxicilina)

La sobrevivencia edad especifica p&8a havanaensiduvo un decremento fuerte al
aumentar la concentracion de amoxicilina, sobre todo cuando fue expuesto a la mas alta
concentracion (Figura 22). El valor mas alto fue obtenido en el testigo alcanzando hasta el
dia 21 de sobrevivencia, sin embargo cuando fue expuesto a la concentracion mas elevada
(25 mg L) Gnicamente sobrevivié hasta el dia 16. En general se observo una disminucion
gradual de la sobrevivencia en las concentraciones intermedias, sin embargo en la
concentracion mas elevada de amoxicilina se observé un decremento de casi el 30% de la
poblacion.

Las curvas de esperanza de vida edad especifiBa liievanaensisuando fue expuesto a
amoxicilina muestran una tendencia a disminuir conforme aumenta la concentracién del
farmaco. El valor mas alto de esperanza de vida se observa en testigo a diferencia de los
demas tratamientos (Figura 23). Por otra parte, se observa un decremento gradual en las
concentraciones intermedias de amoxicilina y un decremento drastico en la concentracion
maés alta (10Qug L™).

B. havanaensituvo una distribucion estable por edades normal en el testigo, sin embargo
se observa un efecto negativo en los tratamientos que contenian amoxicilina. En general se
observé un decremento de la distribucion estable por edades conforme aumentaba la
concentracion del antibidtico. A diferencia de testigo, se observo un efecto negativo dentro
de los primeros 4 dias en los tratamientos con amoxicilina. En la concentracion mas alta del
antibiotico se observé un fuerte decremento en la distribucion estable por edades en
comparacion con el testigo (Figura 24).

Para fecundidad, se observo el valor y el periodo de reproduccion mas alto en el testigo
(aproximadamente 3 neonatos herib@ia'). Independientemente de las réplicas, se
observa que, tanto al principio como al final, la reproduccién fue baja en cada tratamiento.
El periodo reproductivo fue méas largo en testigo, abarcando la semana 2 y 3, aunque al
aumentar la concentracion de amoxicilina paf. havanaensis, se observdé una
disminucion en el periodo reproductivo obteniendo un valor aproximadamente de 2
neonatos hembradia® en las concentraciones mas elevadas (Figura 21).

En cuanto al valor reproductivo como el valor residual reproductiv®. d@vanaensise

vieron afectados adversamente con la presencia de amoxicilina en el medio. El valor mas
alto para valor reproductivo y residual se observd en el testigo; sin embargo, este fue
decreciendo gradualmente con el aumento de las concentraciones del antibiético. En el
testigo, se observd una disminucién en la descendenci tiavanaensien el valor
reproductivo y residual a partir del dia 6. Hubo un decremento fuerte para la poblacion de
rotiferos cuando fue expuesto a 200 ['g(Eiguras 25 y 26).

El promedio de vida dB. havanaensisuando fue expuesto a amoxicilina decrecié con el
aumento en las concentraciones. Los valores de promedio de vida para el rotifero fueron de
9+0.1 a 11.5 0.1 dias en la concentracién mas alta (2P0L") y en testigo
respectivamente (Tabla 2). Se observaron diferencias significativas entre los tratamientos
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que contenian el antibidtico con respecto al testigo. En el tratamiento que contenia la
concentracion mas baja del antibidtico, no se observaron diferencias significativas con
respecto a testigo. Por otra parte, se observaron efectos significativos entre cada uno de los
tratamientos que contenian amoxicilina en el medio.

El valor mas alto fue obtenido en el testigo en esperanza de vid®8 phevanaensis
(11+0.1 dias). Esta variable mostré una tendencia de disminucion de la poblacion al
aumentar la concentracion de amoxicilina. Los valores de esperanza de vida variaron entre
8.5+0.1 dias, obtenido en la concentracion mas alta del antibiotico, a 11+0.1 dias obtenido
en el testigo (Tabla 2). Estadisticamente se observaron diferencias significativas en los
ultimos dos tratamientos con respecto al testigo. Sin embargo, en la concentracion mas baja
(50 ug L), se observé una tendencia muy similar a testigo. Por otra parte, los datos
muestran que hubo efectos significativos entre cada uno de los tratamientos (Figura 27).

La tasa de reproduccion bruta dB. havanaensisfue drasticamente reducida
independientemente de la concentracion de amoxicilina en el medio (Figura 27). Los
valores de esta variable estan en un rango de 18.6 +0.9 a 39.8+0.3 neonatos. f&enbra
observaron diferencias significativas en los tratamientos que contenian el antibiético en el
medio con respecto al testigo. Sin embargo entre cada uno de las concentraciones, no se
observaron diferencias significativas, por el contrario tuvieron una tendencia muy similar
independientemente del aumento de la concentracion de amoxicilina.

El tiempo generacional d8. havanaensidue disminuido drasticamente cuando fue
expuesto a la concentracion mas elevada de amoxicilina. Se observo una tendencia muy
similar en las primeras dos concentraciones (50 yu§jd0") con respecto a testigo (Figura

27). El tiempo generacional varié entre 6.9+0.05 a 7.1+0.1 dias, en la méas alta
concentracion (20Qg L™) y en el testigo, respectivamente (ver tabla 2). Estadisticamente
no se observaron diferencias significativas en testigo con respecto a las primeras dos
concentraciones, Unicamente cuanBo havanaensisfue expuesto a la mas alta
concentracion. Entre cada uno de los tratamientos que contenian el antibiético, se observo
una tendencia similar, obteniendo diferencias significativas Unicamente en las dos primeras
concentraciones con respecto a la mas elevada concentracion.

En cuanto a la tasa de reproduccion neta, se observé un decremento fuerte al aumentar la
concentracion del antibidtico en el medio (Figura 27). Independientemente de la
concentracion de amoxicilina en el medio al que fue expledt@avanaensjsse observd

una disminucion en la poblacion. Los valores de reproduccion variaron entre 8.3+0.1 a
23.1+0.3 neonatos hembrasperanza de vida. En esta variable, se observaron diferencias
significativas en todos los tratamientos con respecto al testigo. Por otra parte, también entre
cada uno de los tratamientos que contenian amoxicilina en el medio se observaron efectos
significativos.

A diferencia del testigo, la tasa intrinseca de incremento poblacional fue drasticamente
disminuida independientemente de la concentracion de amoxicilina a la que fue eRBpuesto
havanaensigFigura 27) El valor der por dia méas alto (0.89+0.01) fue obtenido en el
testigo, mientras que en la concentracion mas elevada se obtuvo el valor mas bajo
(0.38+0.01). Estadisticamente se observaron diferencias en todos los tratamientos que
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contenian amoxicilina en el medio con respecto al testigo (Tabla 2). Sin embargo entre cada
una de las concentraciones del antibiético, no se observaron diferencias significativas, por
el contrario mostraron una tendencia similar.

30



Brachionus havanaensigibuprofeno)

Se observd una disminucion drastica en la sobrevivencB. devanaensisuando fue
expuesto a ibuprofeno, independientemente de la concentracion (Figura 16). En el testigo se
observé la mayor sobrevivencia 8e havanaensign donde hubo un decremento de la
poblacion a partir del dia 6. Sin embargo en los demas tratamientos que contenian el
analgésico en el medio, la poblacion decayé drasticamente a partir del dia 4
aproximadamente. Las curvas muestran que la sobrevivencia del rotifero tuvo un efecto
adverso, sobre todo en la concentracion mas elevada (25%mgnLdonde la variable
disminuyo cerca del 40%.

La esperanza de vida edad especific8 deavanaensifue afectada adversamente con la
presencia de ibuprofeno en el medio, independientemente de la concentracién. Se observo
un decremento gradual de la esperanza de vida del rotifero en las concentraciones
intermedias, sin embargo en la mas elevada concentracion de ibuprofeno, hubo una fuerte
disminucion de la poblacion (Figura 17).

Las curvas de distribucién estable por edades en general muestran disminuciéon con el
aumento de la concentracion de ibuprofeno en el medio. Testigo mostro una tendencia
normal de distribucién estable por edades. A diferencia de testigo, los efectos negativos se
observaron en los primeros cuatro dias independientemente de las concentraciones del
analgésico en el medio (Figura 18).

B. havanaensimostré una fecundidad edad especifica alta (3 neonatos hedidthen el

testigo a comparacion de los demas tratamientos que contenian ibuprofeno en el medio
(Figura 15). Se muestra una tendencia de disminucion de la fecundidad del rotifero con el
aumento de las concentraciones del analgésico. En todas las concentraciones de ibuprofeno,
se observé una disminucién gradual de la fecundidad. Independientemente de las replicas,
se observd que, tanto al principio como al final del experimento, la reproduccién fue baja
en los tratamientos, incluyendo testigo. El periodo reproductivo fue mas largo en el testigo,
abarcando aproximadamente la semana 2 y 3; sin embargo, al aumentar la concentracion de
ibuprofeno paraB. havanaensisse observo una disminucion en el periodo reproductivo

(14 dias).

El valor reproductivo y el valor residual reproductivoRiéhavanaensidisminuyeron con

el aumento de las concentraciones de ibuprofeno en el medio (Figura 19 y 20). El potencial
y el valor real de la poblacion se vieron afectados independientemente de la concentracion
del analgésico. El testigo obtuvo el valor mas alto para ambas variables a diferencia de los
demés tratamientos que contenian ibuprofeno. En las concentraciones intermedias se
observd una disminucion gradual & havanaensisSin embargo tanto en el valor
reproductivo como en el valor residual reproductivo, se observd un decremento
significativamente drastico en la concentracién mas elevada (25)ng L

En general el promedio de vida & havanaensicuando fue expuesto a ibuprofeno

mostro una tendencia a disminuir con el aumento de la concentracién del analgésico en el
medio (Figura 21). El valor mas alto fue obtenido por el testigo (11.5+0.1 dias) a diferencia
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de los demas tratamientos con ibuprofeno. Para esta variable, los valores para promedio de
vida se encontraron en un rango de 5.5+0.1 a 11.5+0.1 dias dependiendo de los
tratamientos. Estadisticamente se observaron diferencias significativas en la concentracion
de 25 mg [* con respecto a testigo (Tabla 2). Sin embargo, en las primeras concentraciones
(6.25 y 12.5 mg ) se muestra una tendencia similar al testigo y por tanto no se
encontraron efectos significativos. El analisis estadistico de comparaciones multiples indico
gue Unicamente existen diferencias significativas entre las primeras dos concentraciones
con respecto a la concentracién mas elevada (25 g L

La esperanza de vida d& havanaensidue mas alta en el testigo que en los demas
tratamientos de ibuprofeno en el medio (Figura 21). En general, se observé una
disminucion gradual de la esperanza de vida con el aumento de las concentraciones del
analgésico. El rango de los valores para esta variable fue de 5.0+0.1 a 11.5+0.1 dias
dependiendo de los tratamientos. Estadisticamente se muestran diferencias significativas
Unicamente en el tratamiento con la mas alta concentracion de ibuprofeno en el medio (25
mg L% con respecto al testigo. Por otra parte, se observa que en las dos primeras
concentraciones (6.25 y 12.5 mg)Lmuestra una tendencia similar a testigo y por ende no

se encuentran diferencias significativas. También, se puede observar que solamente existen
diferencias significativas entre 25 mg ton respecto a las primeras concentraciones.

En el testigo se observé el valor méas alto para la tasa de reproduccion bruta obtenida para
B. havanaensisSin embargo, también se observo un decremento con el aumento de los
tratamientos que contenian ibuprofeno en el medio. Los valores de reproduccién variaron
entre 19.4+2.2 a 39.8 +03 neonatos hemist@pendiendo de los tratamientos. Se muestra

un efecto negativo en todos los tratamientos que contenian ibuprofeno en el medio
independientemente de la concentracion. Por lo tanto, Existieron diferencias significativas
(p<0.05) en todos los tratamientos con respecto a testigo. Por otra parte, entre cada uno de
los tratamientos se observo Unicamente efectos significativos entre las primeras dos
concentraciones (6.25 y 12.5 mg)Lcon respecto a la mas alta (25 mig.LAunque no
mostraron diferencias significativas entre los primeros dos tratamientos (Figura 21).

El tiempo generacional d8. havanaensigue disminuido drasticamente sobre todo en la
concentracion mas elevada de ibuprofeno. De manera general, se observo un decremento
gradual con el aumento de los tratamientos que contenian el analgésico en el medio. En
cuanto a los valores, se observa una variacién entre 3.8+0.3 a 7.1+0.1 dias dependiendo de
cada tratamiento. Estadisticamente se observaron diferencias significativas en todos los
tratamientos con respecto a testigo. Sin embargo, no existieron diferencias significativas
entre 6.25 y 12.5 mgt, aunque si se muestran efectos significativos con respecto a la mas
elevada concentracion de ibuprofeno (Tabla 2).

Referente a la tasa de reproduccion netB.devanaensise observo un fuerte decremento
independientemente de la concentracion de ibuprofeno en el medio (Figura 21). En general,
la reproduccion d8. havanaensidisminuyo con el aumento del analgésico. En el testigo
obtuvo el valor reproductivo mas alto (23.1+0.1 neonatos/hembra) mientras que el valor
mas bajo (9.0+0.2 neonatos henbréue obtenido por el tratamiento que contenia la méas
alta concentracién de ibuprofeno (25 mg).LSe observaron diferencias significativas en
todos los tratamientos con respecto al testigo. Sin embargo, no existieron efectos
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significativos entre las primeras dos concentraciones y Unicamente existieron con respecto
a 25 mg [*.

La tasa intrinseca de crecimiento poblaciona deavanaensien general fue afectada con

la presencia de ibuprofeno en el medio. Se observéd una disminucion gradual del valor de
por dia con el incremento del analgésico. El valor de incremento poblacional mas alto fue
obtenido por testigo (0.89+0r0dia") mientras que el valor mas bajo (0.78+0.6ia") fue

obtenido por el tratamiento que contenia la concentracidbn mas elevada de ibuprofeno en el
medio. Se observaron diferencias significativas en todos los tratamientos de ibuprofeno
excepto en la concentracién mas baja (6.25 gcbn respecto a testigo. Por otra parte,
estadisticamente, no se observaron diferencias significativas en las concentraciones mas
elevadas, sin embargo si se observaron con respecto a 6.2% ded) &nalgésico (Figura

21).
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Fig. 1. Sobrevivencia edad especifica de B. calycifloruscon diferentes concentraciones
de amoxicilina a 1 X 10cél. mL* Chlorella vulgariscomo alimento. Media obtenida de
cuatro repeticiones = error estandar.
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Fig. 2. Esperanza de vida edad especific] @ B. calyciflorus con diferentes
concentraciones de amoxicilina a 1 X°Xkl. mL* Chlorella vulgaris como alimento.
Media obtenida de cuatro repeticiones + error estandar.
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concentraciones de amoxicilina a 1 X®4@l. mL* Chlorella vulgaris como alimento.

Media obtenida de cuatro repeticiones + error estandar.
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Fig. 4. Fecundidad edad especificg)(ishe B. calycifloruscon diferentes concentraciones
de amoxicilina a 1 X 10cél. mL* Chlorella vulgariscomo alimento. Media obtenida de
cuatro repeticiones = error estandar.
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Fig. 5. Valor reproductivo (y de B. calyciflorus con diferentes concentraciones de
amoxicilina a 1 X 10 cél. mL* Chlorella vulgaris como alimento. Media obtenida de
cuatro repeticiones * error estandar
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Fig. 6. Valor reproductivo residual (vx) @ calycifloruscon diferentes concentraciones

de amoxicilina a 1 X 10cél. mL* Chlorella vulgariscomo alimento. Media obtenida de
cuatro repeticiones * error estandar
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14 Promedio de vida 14 - Esperanza de vida
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Fig. 7. Variables demograficas de tabla de vida demografic®.dealyciflorus con
diferentes concentraciones de amoxicilina a 1 X @&. mL* Chlorella vulgaris como
alimento. Media obtenida de cuatro repeticiones (cohorte) = error estandar. Las letras
diferentes indican diferencias significativas (p<0.05), prueba Tukey.
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Fig. 8. Fecundidad edad especificg)(ae B. calycifloruscon diferentes concentraciones

de ibuprofeno a 1 X faél. mL* Chlorella vulgariscomo alimento. Media obtenida de
cuatro repeticiones = error estandar.
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Fig. 9. Sobrevivencia edad especificg de B. calycifloruscon diferentes concentraciones
de ibuprofeno a 1 X focél. mL* Chlorella vulgariscomo alimento. Media obtenida de
cuatro repeticiones = error estandar.
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Fig. 10. Esperanza de vida edad especificg (€ B. calyciflorus con diferentes
concentraciones de ibuprofeno a 1 X° H&l. mL* Chlorella vulgaris como alimento.
Media obtenida de cuatro repeticiones + error estandar.
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Fig. 11. Distribucién estable por edadesy)(Qe B. calyciflorus con diferentes

concentraciones de ibuprofeno a 1 X° &l. mL* Chlorella vulgaris como alimento.
Media obtenida de cuatro repeticiones + error estandar.
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Fig. 12. Valor reproductivo ()Y de B. calycifloruscon diferentes concentraciones de
ibuprofeno a 1 X 10cél. mL™* Chlorella vulgariscomo alimento. Media obtenida de cuatro
repeticiones + error estandar.
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cuatro repeticiones * error estandar
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14 Promedio de vida e Esperanza de vida
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Fig. 14. Variables demograficas de tabla de vidaBdecalyciflorus con diferentes
concentraciones de ibuprofeno a 1 X° 1&l. mL* Chlorella vulgaris como alimento.

Media obtenida de cuatro repeticiones (cohorte) + error estandar. Las letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0.05), prueba Tukey.
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Fig. 16. Sobrevivencia edad especificg) (de B. havanaensiscon diferentes
concentraciones de ibuprofeno a 1 X dél.mL™ Chlorella vulgariscomo alimento. Media
obtenida de cuatro repeticiones + error estandar.
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Fig. 17. Esperanza de vida edad especificg (& B. havanaensiscon diferentes
concentraciones de ibuprofeno a 1 X° H&l. mL* Chlorella vulgaris como alimento.
Media obtenida de cuatro repeticiones + error estandar.
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Media obtenida de cuatro repeticiones (cohorte) + error estandar. Las letras diferentes
indican diferencias significativas (p<0.05), prueba Tukey.
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Fig. 28. Variables demograficas de tabla de vidaBdehavanaensiscon diferentes
concentraciones de amoxicilina a 1 X°X@l. mL* Chlorella vulgaris como alimento.

Media obtenida de cuatro repeticiones (cohorte) + error estandar. Las letras diferentes
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Tratamientos Variables demograficas
Promedio | Esperanza| Tasa de Tasa de Tiempo r
de vida de vida reproduccion | reproduccién | generacional
bruta neta
Testigo 0 |12.3+0.8|11.8+0.3 | 33.2+2.2 21.8+1.6 7.4+0.F 0.68+0.0
Amoxicilina |50 | 10.6+0.3|10.1+0.3 | 30.3x1.0 17.4+0.6 6.6+0.7 0.63+0.0
100 | 9.4+0.2 [8.9+0.7 | 25.2+2.0 14.6+0.8 6.1+0.7 0.64+0.0
200 | 8.6+2.5 [8.1+2.5 |23.4+0.9 13.5+0.9 5.6+0.3 0.67+0.01
lbuprofeno | 6.25[ 11.8+0.3 | 11.3+0.3 | 35.1+0.9 19.9+0.7 7.3+0.7 0.72+0.0
12.5] 10.720.P | 10.2+0.P | 29.9+2.6 17.2+0.7 6.7+0.2 0.72+0.6
25 | 9.9+0.2 | 9.4+0.2° | 24.8+1.8 15.40.6 6.1+0.7 0.71+0.02

Tabla 1. Variables de historia de vida dB. calyciflorus expuesto a diferentes
concentraciones de ibuprofeno (mg)Ly amoxicilina (g L™) cultivados bajo 1X1cel.

mL™ of Chlorella vulgaris. Promedio de vida (dias); Esperanza de vida (dias); Tasa de
crecimiento bruto (descendencia henfjraTasa de reproduccién neta (sobrevivencia
descendencia hembPa Tiempo generacional (dias)ry= tasa intrinseca de crecimiento
poblacional dia. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05), prueba de

Tukey.
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Tratamientos

Variables demograficas

Promedio | Esperanza| Tasa de Tasa de Tiempo r
de vida de vida reproduccion | reproduccién | generacional
bruta neta
Testigo 0 |11.5+0.f|11+0.7 |[39.8+0.3 23.1+0.3 | 7.1+0.F 0.89+0.0
Amoxicilina |50 | 11.840.2|11.3+0.7 | 24.7+1.7 13.5+0.8 8.2+0.3 0.43+0.6
100 | 10.5+0.1] 10.0+0.7 | 23.3+2.3 11.0+0.6 8.120.F 0.38+0.0
200 | 9+0.f |8.5+0.f |18.6:0.9 |8.3x0.f 6.9+0.08 | 0.38+0.0
lbuprofeno | 6.25(8.8+1.F | 7.1+0.7 | 31.5+2.2 13.9+0.8 5.2+0.8 | 0.85+0.0
12.5/6.820.f | 6.3x0.f | 26.7+0.7 10.3x0.7 5.0+0.2 0.71+0.6
25 |55+0.2 | 5.020.2 |19.4+2.2 9.0+0.2 3.820.1 0.78+0.0

Tabla 2. Variables de historia de vida dB. havanaensisexpuesto a diferentes
concentraciones de ibuprofeno (mgd)Ly amoxicilina (ig L™) cultivados bajo 1X10cel.
mL™ of Chlorella vulgaris. Promedio de vida (dias); Esperanza de vida (dias); Tasa de
crecimiento bruto (descendencia henfjraTasa de reproduccién neta (sobrevivencia
descendencia hembta Tiempo generacional (dias) y r = tasa intrinseca de crecimiento

poblacional dia. Las letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05), prueba de

Tukey.
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DISCUSION

Actualmente la ocurrencia de farmacos en el ambiente acuatico se ha vuelto cada vez mas
comun y por ende preocupa que no se conozcan los efectos ecotoxicolégicos que puedan
tener sobre especies acuaticas (Daughton y Ternes, 1999). Dependiendo de su modo accion,
los farmacos pueden ser clasificados en diferentes categorias. Estos farmacos pueden ser
utilizados para la medicina humana como la veterinaria, lo cual hace que constantemente
sean producidos y consumidos por la poblacion en grandes cantidades. América Latina
ocupa ocupan el 3.3% a nivel global en la produccion de estos productos (Secretaria de
Economia, 2012), sin embargo, como su consumo Yy producciéon es alto, no se tiene un
control riguroso sobre estas sustancias, lo cual conlleva a que sean desechados de manera
inapropiada.

El uso desenfrenado de los farmacos y la falta de leyes rigurosas acerca de los desechos de
estos, una vez que han caducado han provocado que se reporten concentraciones que van de
ng L' a pg L* en diversos cuerpos de agua a nivel mundial (Daughton y Ternes, 1999). En
México (Humedal de Xochimilco) se han reportado en concentraciones bajas, diversas
sustancias xenobiodticas entre ellas algunas provenientes de industrias farmacéuticas (Diaz-
Torreset al., 2013). Por lo tanto es importante realizar estudios como el presente para
conocer los efectos que pueden tener estas sustancias xenobidticas sobre los organismos
acuaticos.

Debido a que en México no se cuenta con una legislacion rigurosa en cuanto al desecho de
los farmacos, ni mucho menos en cuanto a limites permisibles de estos en ambientes
acuaticos, ya se han reportado la presencia de diversos farmacos que van desde 0.6 a 2.6 g
kg en sedimentos. Esto es debido a que los suelos fueron regados con aguas de desecho
(Valdés-Alanis, 2009; Gibsaet al.,2010). Por tal razon fue necesario realizar bioensayos

con especies zooplanctonicas, coBiocalyciflorusy B. havanaensisya que ademas de

gue son especies sensibles a cambios en el ambiente y tienen caracteristicas que les permite
ser utilizados como organismos de bioensayo, fueron aisladas del lago de Xochimilco.
Ademas, se puede comparar la sensibilidad de estas especies a este tipo de sustancias
xenobidticas.

Existen ya diversos estudios en donde se han realizado evaluaciones con algunas especies
de rotiferos y de toxicidad con diferentes farmacos; entre ellos los analgésicos y
antibioticos tales como el ibuprofeno y la amoxicilina (Snell y Janssen, 1995; lannacone y
Alvarifio, 2009; Araujo y McNair, 2007). Ademas, se cree que los rotiferos pueden
utilizarse en evaluaciones de riesgo de farmacos y a sus metabolitos, debido a que tienen
una mayor sensibilidad a bajas concentraciones de estas sustancias que otros organismos
acuaticos que pudieran estar en contacto con xenobidticos, tales como claddceros y algas
(Snell y Joaquim-Justo, 2007).
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lannacone y Alvarifio (2009), realizaron bioensayos Paphnia magnaobteniendo

valores de CL50 para ibuprofeno de 175 rifgylpara amoxicilina de 6950 mg'LA pesar

de ser concentraciones muy altas en donde se observa un efecto significativo sobre la mitad
de la poblacion, no se puede excluir el efecto crénico de estas sustancias en el ambiente, tal
como lo han reportado diversos autores (Snell y Joaquim-Justo, 2007; Yehglu

2008). Por otra parte, los resultados de este ensayo son contrarios a lo obtenido por
lannacone y Alvarifio (2009), en los cuales se obtuvo una gran mortalidad de la poblacion
en concentraciones mucho més altas (Mpd.las que fueron utilizadas en estos ensayos
conB. calyciflorusy B. havanaensistilizando amoxicilina en un orden de magnitud de pg

Lt (ver tabla 1y 2).

Es importante mencionar que la mayor parte de los estudios ecotoxicologicos se enfocan a
realizar bioensayos agudos y en muy pocos casos se realizan simultaneamente con estudios
cronicos (Snell y Jansen, 1995). Ademas, en su mayoria de los casos, la especie de
cladoceroDaphnia magnaha sido utilizada para este tipo de ensayos (Sarma y Nandini
2006). Esta especie no se encuentra de manera natural en los cuerpos de agua de México a
diferencia de ambas especies de rotiferos que fueron utilizados en estos biodhsayos (
calyciflorus y B. havanaens)s los cuales se encuentran ampliamente distribuidas en
cuerpos de agua de México (Elias-Gutiégeal.,2001). Por otra parte, al realizar estudios

gue involucran todo el ciclo de vida de los organismos zooplanctonicos, nos ayudan a
conocer en que variables, las sustancias estan verdaderamente afectando.

Muchas especies de la familia Brachionidae ya han sido utilizadas como organismos de
bioensayo para identificar la sensibilidad de diversas sustancias xenobidticas, tales como
los farmacos. Esto se debe a las caracteristicas que presentan, tales como facil manejo,
sensibilidad a cambios en el ambiente y alta tasa de reproduccion (\Wabac2002). El

rotifero Brachionus calyciflorus ya ha sido utilizado ampliamente para diversas
evaluaciones ecotoxicoldgicas ya que es una especie considerada por la ASTM. Debido a
esto, ha sido expuesto a diversos xenobi6ticos en concentraciones queugdn’demg

L incluyendo diversos analgésicos y antibiéticos (Feetadl., 2003; Andreozzet al.,

2004). Esto concuerda con el presente ensayo, en el cual se observo diferente sensibilidad
por parte de ambas especies de rotiferos con respecto a los farmacos, dependiendo de las
concentraciones utilizadas. En cuanto a amoxicilina se obtuvieron diferencias significativas
en la mayoria de las variables demograficas con resp&taayciflorus a partir de la
concentraciéon méas baja (p@ L™) a diferencia d&. havanaensisn donde se mostré una
diferencia significativa a partir de la penultima concentracion ;@;(]Ol) (Tablal1y2).

En general, se sabe que los AINE’s por su modo de accion afectan la ruta de la
ciclooxigenasa (COX) (Flippiet al.,2007). El ibuprofeno inhibe a su vez, la actividad de

la enzima COX, que influye en la sintesis de eicosanoides. Se sabe que los eicosanoides
actian como mediadores para el sistema nervioso central y son considerados reguladores
importantes de la reproduccién no solo en mamiferos si no también en invertebrados
(Hayashiet al., 2008). Diversos trabajos como el de Hayaghal., (op.cit), muestran que
cuando la pulga de aguBgphnia magnpfue expuesta a ibuprofeno (0- 80 mg)lse

observo un decremento en la reproduccién independientemente de las concentraciones a la
gue fue expuesta. Por otra parte, la reproduccion fue inhibida completamente en los niveles
mas altos en donde se contenia el antiinflamatorio en el medio. Estos resultados
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concuerdan con la tendencia observada con respe@&o hmvanaensjsen donde se
muestran un decremento y por ende efectos significativos en las variables de reproduccién
con respecto al testigo (Tasa de reproduccion neta, tasa de reproduccion bruta y tasa
intrinseca de crecimiento poblacional).

A pesar de que se observaron diferencias significativas en cuanto a los tratamientos tanto en
amoxicilina como en ibuprofeno, los datos muestran que amoxicilina fue mucho mas toxico
para ambas especies de rotifel®s l{avanaensis y B. calyciflonugue ibuprofeno. Esto
concuerda con diversos bioensayos agudos en donde utilizaron organismos
zooplanctonicos, en los cuales se observa el efecto negativo cuando fueron expuestos en
concentraciones dey L™*a amoxicilina y al ibuprofeno en un orden de niglandersomt

al., 2004; Heckmanet al.,2007; Hayashet al.,2008;Hanet al.,2010).

En el caso especifico de los antibioticos, estudios demuestran que han sido clasificados
como sustancias toxicas para microorganismos acuaticos con valores de efectividad media
(EC50) menores a 0.1 mg-l(Joneset al.,2002). Por otra parte, también se ha demostrado

gue los xenobiodticos, incluyendo a los farmacos, afectan adversamente al grupo de las algas
con valores de EC50 que van en un rango de 0.1 y 1 mgBdrensen, 2000). Esto
concuerda con el presente estudio, ya que se observo un efecto significativo en la mayoria
de las variables demograficas cuando fueron expuestas ambas especies de rotiferos a la mas
baja concentracion de amoxicilina que fue degQ ™.

Algunas industrias farmacéuticas y hospitales debido a una ausencia de un reglamento
riguroso, no presentan un método de tratamiento de sus desechos y existe la posibilidad de
gue se manden a diversos sistemas acuaticos sin un tratamiento previo (Togola y Budzinski,
2008). Por lo que es necesario monitorear su camino desde que son producidos hasta que
son desechados inapropiadamente ya sea por hospitales, industrias farmacéuticas o de
manera natural como metabolitos secundarios. Debido a que tanto protozoos, hongos y
bacterias estdn en contacto con diversos tipo de antibidticos de manera natural, se ha
comenzado a especular acerca de una resistencia de genes, sobre todo si estos son
movilizados o difundidos a bacterias que sean potencialmente patégenas al humano
(Baqueroet al.,2009). Por lo tanto cuando estos, llegaran a esten en contacto con algunos
vertebrados o mamiferos y generan una enfermedad, no podria ser tratada de manera eficaz
debido a la presencia de la bacteria resistente. Esto es generado particularmente debido a
gue estas sustancias son desechadas de manera inapropiada. Por otra parte, ya existen
algunos reportes alarmantes de la resistencia bacteriana a los antibiéticos en México. Por
ejemplo, Dalkmann y sus colegas (2012) han informado sobre la resistencia microbiana del
Valle del Mezquital sobre los antibiéticos comunmente utilizados en México.

El experimento se llevo a cabo de manera aislada para poder conocer el efecto directo que
tienen estos farmacos, tanto la amoxicilina como el ibuprofeno sobre ambas especies de
rotiferos. Debido a que se sabe que los efectos antagonistas como sinérgicos, son muy
comunes en la naturaleza. La presencia asi como la interaccion de diversos farmacos en el
ambiente puede producir un efecto ya sea aditivo o de disminucion. Esto sera dependiendo
de la estructura quimica del farmaco, asi como de los factores abidticos (temperatura, pH,

entre otros) que estén involucrados (Backhaus, 2000). Dependiendo de la estructura

guimica del compuesto, los organismos pueden transformar en metabolitos mas toxicos que
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el componente principal o pueden degradar a sustancias inactivas o no peligrosas
(Daughton y Ternes, 1999). Factores bibticos como parésitos, también pueden interactuar
con los farmacos en la naturaleza y pueden causar enfermedades secundarias mas fuertes
(Winkler et al.,2001; Christenseat al.,2006). Esto normalmente ocurre en las plantas de
tratamiento donde reciben sustancias como farmacos, desechos industriales, domésticos y
de granjas (Daughton y Ternes, 1999).

Para este estudio, se realiz6 tabla de vida demografica con la presencia de ambos farmacos
en ambas especies de rotiferos para conocer los efectos de estos en la edad especifica de las
especies. Esto debido a que se sabe que sustancias xenobioticas (incluyendo los farmacos),
pueden afectar diversos aspectos ecolégicos de los rotiferos, tal como la tasa de
aclaramiento, la tasa de filtracion, sobrevivencia y también la reproduccién. Para evaluar la
reproduccion se pueden realizar estudios como crecimiento poblacional y tabla de vida
demogréfica (Sarmet al.,2014; Garcia-Garciet al.,2014).

A través de los experimentos de tabla de vida demografica se pudieron derivar diversas
variables, entre ellos, promedio de vida de nacimiento, tasa reproductiva bruta, neta, tiempo
generacional, esperanza de vida y tasa de crecimiento poblacional, asi como el presente
trabajo. También se puede graficar curvas de sobrevivencia, esperanza de vida de edad
especifica, distribucion estable por edad, valor reproductivo y valor reproductivo residual
(Krebs, 1985; Pianka, 1988). Se tiene que considerar que no todas las variables son
sensibles al mismo farmaco, por lo tanto es necesario derivar todas las variables para
conocer cuales son sensibles a cada tipo de farmaco. Sin embargo, diversos trabajos
demuestran que las variables de la sobrevivencia son menos sensibles que aquellas de
reproduccion (Gama-Flores al.,2007; Garcia-Garciet al.,2014). Dentro de las variables

de reproduccion, tasa reproductiva neta y crecimiento poblacional son mas sensibles que
tiempo generacional o tasa reproductiva bruta (Rao y Sarma, 1986).

En este trabajo se encontré que los promedios de vida fueron decreciendo con el aumento
de la concentracion tanto de amoxicilina como de ibuprofeno, obteniendo valores que van
de 12.3+0.3 dias en el testigo a 8.6+0.2 y 9.91£0.2 dias en las concentraciones mas altas
respectivamente.

Por otra parte, se observa como el tiempo generacional fue afectado adversamente sobre
todo cuandd. calyciflorusfue expuesto a amoxicilina. Sin embargo, a pesar de que si se
presentd un efecto negativo cuando fue expuesto a ibuprofeno, Unicamente hubo diferencia
significativa en la mas alta concentracion.

Se observa claramente que en este ensayo, el rotifero mostré tener diferente sensibilidad a
ambos farmacos, sin embargo fue mucho méas sensible a los tratamientos en donde fue
expuesto con amoxicilina que con ibuprofeno. Esto ya ha sido reportado por diversos
autores, en donde mencionan el efecto adverso que pueden tener antibiéticos derivados de
la penicilina en diversos invertebrados (Brick, 1974; Zalewski y Wagner, 2011).

A pesar de que la amoxicilina, tuvo mayor efecto negativo &lwalyciflorus,también se
observé un efecto adverso sobre la tabla de vida demografica cuando fue expuesto a
ibuprofeno, sin embargo Unicamente fue significativo en las concentraciones mas elevadas
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del analgésico. Esto concuerda con lo ya mencionado por Daughton y Ternes (1999)
guienes mencionan que dependiendo del modo de accibn y en su mayoria, las
concentraciones mas altas pueden llegar a ser letales. Por otra parte, tambiémet Rascoe
(2003) mencionan que concentraciones encontradas en el ambient& ngd-L?) y

cuando los organismos son expuestos a periodos largos, pueden afectar de manera negativa
la reproduccion. Lo cual concuerda con los datos obtenidos en este trabajo, ya que tanto la
sobrevivencia como la fecundidad cuarilocalyciflorusfue expuesto a amoxicilina se

vieron afectadas de manera adversa.

De los datos de tabla de vida demogréfica se puede derivar una de las variables mas
representativas en cuanto a la sensibilidad, que es la tasa intrinseca de crecimiento
poblacional ).En este ensayo se obtuvieron valoresrd&n la presencia de ambos
farmacos de 0.68 por dia, lo cual concuerda con Lucia-Pavon et al.(2001) en donde
reportan valores paf. calyciflorusalimentado cor{Chlorella vulgaris) que van desde

0.50 a 0.79 por dia, dependiendo de la concentracién del alimento a los que fueron
expuestos los rotiferos.

Diversos trabajos muestran como la tasa intrinseca de crecimiento poblacional se ve
afectada adversamente cuando la poblacion se encuentra bajo algun estrés, dando en
ocasiones valores negativos (Gamma Fletes., 1999; Garciat al.,2004; Ramirez-Pérez

et al., 2004). A pesar de que fue disminuido el valorrden los tratamientos con
amoxicilina e ibuprofeno, no hubo diferencias significativas en esta variable, aunque es
necesario considerar las demés variables de tabla de vida demografica como ya se ha
comentado anteriormente. Por otra parte, no se puede descartar la posibilidad de los efectos
adversos que puedan tener estos farmacos sobre los organismos acuaticos como lo sugiere
Pascoe y col. (2003) ya que constantemente se encuentran presentes en cuerpos de agua y
pueden estar expuestos de manera prolongada y a concentraciones bajas.

B. havanaensiha sido considerado para diversos ensayos debido a que es una de las
especies de la familia Brachionidae mas comunmente encontrada en cuerpos de agua de
México (Garza-Mourificet al., 2005; Nandiniet al., 2005). En general se pudo observar

que el rotifero fue mucho més sensible al antibidtico (amoxicilina) que al ibuprofeno como
se observa en las curvas de sobrevivencia, lo cual concuerda con trabajos en donde
muestran el efecto negativo de la amoxicilina sobre diversos grupos de algas e
invertebrados a concentraciones bajas (Sandetsah, 2004;Paret al., 2008; Liuet al.,

2012).

Normalmente los rotiferos bajo condiciones ideales, tienen curvas de sobrevivencia de tipo

| en donde existe poca mortalidad durante las dos primeras semanas de su vida, después una
alta mortalidad debido a senescencia. Esta tendencia se puede observar en este trabajo en
donde ambas especies de rotiferos mostraron una sobrevivencia alta durante la primera
semana del experimento. Se sabe que sustancias toxicas, farmacos y otros factores
estresantes, causan mortalidad desde un inicio, alterando el tipo de curva de sobrevivencia
(Snell y Joaquim-Justo, 2007). En este trabajo se puede observar que las concentraciones
mas elevadas de amoxicilina e ibuprofeno, causan una gran mortalidad desde un inicio.
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Los pardmetros reproductivos (tasa reproductiva bruta y neta) de los rotiferos sujetos a
diferentes concentraciones de farmacos fueron sensibles, lo que fue evidente a través del
analisis estadistico. Los rotiferos de manera natural en temporada reproductiva se pueden
dividir en tres fases: Pre reproductivo, reproductivo y post reproductivo. En la fase de pre
reproduccion se forman a partir del nacimiento aproximadamente a los dos dias. La fase
reproductiva es la mas larga en la vida de los rotiferos, debido a que son iter6paros. Esta
puede variar entre 2 y 3era semana dependiendo del alimento, temperatura y la especie. La
fase post reproductivo es generalmente menos de una semana después de la fase
reproductiva. En ambas especies de rotiferos que fueron ocupadas en este trabajo, se
observa que un gran namero de especies de rotiferos de Brachionidae no se presenta una
fase post reproductivo y mueren reproduciéndose.

En este trabajo, se muestra que ambas especies de rotiferos produjeron alrededor de 3
descendientes por hembra por dia en el testigo. De esta manera se encuentran en el rango
reportado por la literatura, en donde mencionan que los rotiferos a pesar de ser iteroparos
producen cierto numero de descendientes diariamente después de llegar a la edad de
madurez. De acuerdo a la literatura, los rotiferos de la familia Brachionidae puede generar
hasta 4 descendientes por hembra por dia, dependiendo de la cantidad del alimento
disponible asi como la temperatura (Wallatal.,2006).

Se puede observar en la tabla de vida demografiBa ciyciflorusy B. havanaensisn el

caso de testigo como en los demas tratamientos, que la tasa reproductiva bruta fue entre 20
y 60% mas alto que la tasa reproductiva neta. Dentro de las variables de tasa de
reproductiva bruta y neta, el anterior es generalmente numéricamente mas alto que el
ultimo. Esto se debe a que la tasa reproductiva neta es un producto de sobrevivencia por
reproduccion. Por lo tanto, cuando la cohorte muestra alta mortalidad, la tasa de
reproductiva neta es menor. Como se menciono anteriormente la tasa reproductiva neta es
un producto de sobrevivencia vy la reproduccién, ambos farmacos, causaron mortalidad de
las cohortes de ambas especies. Esto fue resultado de alta diferencia entre la tasa
reproductiva bruta y neta. Por ejemplo, en el testigo la diferencia entre tasa reproductiva
neta y bruta fue menos de 40% a diferencia de en la Ultima concentracion en donde se
observé mas del 50%. Varias especies de rotiferos incluynolatulus reportaron que la

tasa reproductiva bruta y neta variaron entre 25 y 10 descendientes hembra. Los datos
reportados por este trabajo entran dentro del rango que ya ha sido reportado por la
literatura.

De manera general dentro de los metazoos, los rotiferos presentan una corta duracién del
tiempo generacional. Por ejemplo, los rotiferos carnivoros del g&sptanchnatienen

tiempo generacional muy corto de tan solo 2 dias (Dumont y Sarma, 1995). Generalmente
en el género dBrachionus,con respecto a este dato, el tiempo generacional puede variar
entre 10 y 15 dias dependiendo del alimento y la temperatura. En este trabajo se puede
observar una disminucion en esta variable en ambas especies de rotiferos, de mas del 60%
en los tratamientos de mas alta concentracién con respecto al testigo. Esto concuerda con la
literatura en donde se menciona que factores que causan estrés, incluyendo la presencia de
farmacos, pueden llegar a disminuir esta variable hasta en un 50% Esaitn2006).
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En el presente trabajo de acuerdo al andlisis comparativo, la tasa de incremento poblacional
no fue afectada, sin embargo en otras variables se obtuvieron efectos significativos cuando
estuvieron presentes los farmacos. Por lo que es importante mencionar que la tasa de
crecimiento poblacional es un factor importante que determina la dinamica de poblacién en
la naturaleza sumando el efecto de factores ambientales (abidticos y biéticos) sobre la edad
de primera reproduccion, la frecuencia de reproduccion asi como la sobrevivencia (Krebs,
1985). En ecotoxicologia es un factor muy sensible debido a que las sustancias toxicas
generalmente afectan la reproduccidon mas que sobrevivencia (Forbes y Calow, 1999).
Farmacos en general no necesariamente afectan con la misma magnitud que sustancias
toxicas como metales o pesticidas. Debido a esto, el vatodelévada a través de tabla de

vida demografica bajo estrés de farmaco no necesariamente es considerado sensible.

Como se menciond anteriormente, estas sustancias no muestran un efecto significativo
sobre el valor de, también las diferencias con respecto a los valores tanto reproductivos
como residuales no fueron tan marcadas. Se sabe que los efectos de sustancias como
farmacos pueden ser reflejados en otras variables reproductivas tales como el valor
reproductivo y el valor reproductivo residual. Estas variables, se pueden cuantificar a traves
de tabla de vida demografica en diferentes niveles de edad especifica (Krebs, 1985). En
general estas variables son sensibles cuando el efecto del farmaco es mas fuerte sobre la
reproduccion, por lo que no se observo tan marcado, en el experimento.
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CONCLUSIONES

Tanto la amoxicilina como el ibuprofeno son farmacos ampliamente utilizados por la
poblacion en México, sin embargo el estudio mostré que tienen un efecto negativo sobre la
dindmica poblacional d8rachionus calycifloruy Brachionus havanaensis.

El presente estudio refleja que existieron efectos negativos en la mayoria de las variables

demogréficas de tabla de vida de ambas especies de rotiferos cuando fueron expuestos a
amoxicilina como a ibuprofeno durante su ciclo de vida.

Los efectos que se observaron sobre la tabla de vida demograficecdiyciflorusy B.
havanaensia las diferentes concentraciones subletales de amoxicilina e ibuprofeno, fueron
negativos sobre todo en la sobrevivencia y reproduccion.

La sobrevivencia dB. calyciflorusse vio drasticamente disminuida sobre todo cuando fue
expuesto a la concentracion mas alta tanto de amoxicilina como en ibuprofeno. Sin
embargo la amoxicilina afecté méas la sobrevivencia de del rotifero que cuando fue
expuesto a los tratamientos que contenian ibuprofeno en el medio.

CuandoB. havanaensisue expuesto a ibuprofeno y amoxicilina, la sobrevivencia del
rotifero disminuy6 con el incremento de las concentraciones. Sin embagmxécilina
resulté tener un efecto mucho mas adverso sobre la sobrevivencia del rotifero en
comparacion con el ibuprofeno.

Se observo una disminucién marcada de la fecundid&d ckdyciflorussobre todo cuando
fue expuesto a las concentraciones de ibuprofeno a diferencia de cuando fue expuesto a la
amoxicilina.

La fecundidad deB. havanaensicuando fue expuesto tanto a amoxicilina como al
ibuprofeno se vio disminuido drasticamente desde las concentraciones mas bajas.

B. havanaensimostré una disminucion drastica en su reproducciéon sobre todo cuando fue
expuesto a amoxicilina.

CuandoB. calyciflorusfue expuesto a los tratamientos que contenian tanto ibuprofeno
como amoxicilina, la tasa intrinseca de incremento poblacional no se vio afectado de
manera significativa.

Por lo que independientemente de las concentraciones de ambos tratamientos de los
farmacos tanto el analgésico como el antibiotico, se observéd una tendencia de disminucion
de la poblacion, sobre todo al aumentar las concentraciones. En general, los datos
mostraron que el antibiético (amoxicilina) fue mucho mas téxico para ambas especies de

rotiferos en comparacioén al ibuprofeno.

71



Debido a que se observaron efectos negativos en la dindmica poblacional en ambas
especies de rotiferos, durante la exposicion tanto a la amoxicilina como al ibuprofeno, estos
farmacos pueden ser considerados peligrosos para el ambiente y dafiinos para organismos
acuaticos. Ya que estas sustancias entran de manera natural a los cuerpos de agua, es
necesario observar y monitorear los efectos que puedan llegar a tener sobre las especies
acuaticas que puedan estar en contacto de manera directa e indirecta.

Ya que no existe un control riguroso en México sobre la presencia, el desecho y los limites

permisibles en general de los productos farmacéuticos en el ambiente, es sumamente
importante que las autoridades correspondientes lleven a cabo el monitoreo de los impactos
y efectos que pueden tener de este tipo de sustancias xenobidticas en el ambiente acuatico.
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ANEXOS
Anexo 1. Medio Bold Basal

Preparacion de agua reconstituida daneza moderada, empleado como medio de cultivo,
ademas utilizado como medio de dilucidén para pruebas ecotoxicolégicas.
La preparacion del medio se baso en la propuesta de

1.- NaNO3 250gr [

2.- MgSO4 75¢r [

3.- K4HPO4 75¢r [

4.- KH2PO4 75gr Lt

5.- NaCl 75gr [*

6.- EDTA 50gr + 31 gr de KOHt
7.- FeSO4 4.98gr L-1 + (1ml 31 gr de H2SOY L
8.- H3BO3 1.42¢gr !

9.- CaCl2 25gr Lt

10.-Elementos traza:

a) ZnS0O4 8.82grt

b) MnCI2 1.44gr [*

c) MoO3 0.71gr [*

d) CuSO4 1.75¢grt

e) Co(NO3) 4 0.49gr t

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 @lgkiella vulgarig. Sin embargo,

se revisara previamente la muestra del cultiv€ deulgarispara verificar que no exista la
presencia de algin contaminante. Posteriormente a cada botella se aplicara cada tercer dia,
0.5 mL de bicarbonato de sodio (NaHCO3) 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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Anexo 2. FotosBrachionus calyciflorus(Pallas, 1776)
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Anexo 2. Fotos dBrachionus havanaens (Rousselet, 1911)
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