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1. Introduccién

a contaminacién ambiental es definida como cualquier modifica-

cién indeseable de la composicidén natural del medio, debida a

la introduccion de agentes bioldgicos, quimicos o fisicos que no
pertenecen al mismo. Es una consecuencia indeseable de los procesos
productivos que presenta formas muy diversas, asi como asociaciones
y sinergismos dificiles de prever, que afectan no sélo a la salud humana
sino también a la integridad de los ecosistemas, ocasionando dafios eco-
légicos a veces irreversibles tales como la pérdida de la biodiversidad.
Quizas el deterioro ambiental se hace méas acuciante en el agua, pues es
un insumo basico para la subsistencia de todo organismo vivo y para las
actividades productivas del hombre (Albert y Namihira, 2004).

La contaminacién del agua es ocasionada por diversos factores, entre los
que destaca la introduccién de diversos xenobidticos por actividades an-
tropogénicas. Entre los mas importantes y de los cuales existen muchos
estudios encontramos a los metales pesados y compuestos organicos
tales como los plaguicidas, hidrocarburos clorados, bifenilos policlora-
dos, los productos del petréleo (particularmente hidrocarburos poliaro-
maticos), etc. (Burger y Gochfeld, 2004). Sin embargo, recientemente los
cientificos han comenzado a centrar su atencién sobre un grupo de toxi-
cos denominados emergentes, los farmacos y los productos de higiene
personal (Snyder et al., 2005; Montforts et al., 2007; Spindler et al., 2007).

Los fdrmacos son productos prevenir, curar o mitigar las enfermedades.
Durante miles de afios, la humanidad utilizé una gran variedad de com-



puestos de origen vegetal, animal y mineral con este fin. No fue sino a
partir del siglo XX, que con el desarrollo de la sintesis quimica, se ob-
tuvieron nuevas sustancias de utilidad terapéutica, permitiendo el desa-
rrollo de la industria farmacéutica, prolongando y mejorando la calidad
de vida humana y animal. Sin embargo, estos farmacos y sus metaboli-
tos, pueden incorporarse a los cuerpos de agua por diferentes vias, tales
como efluentes provenientes de plantas farmacéuticas, desechos huma-
nos (orina y heces) y desechos orgéanicos provenientes de granjas, entre
otros (Larsen et al., 2004), lo que ha llevado en los ultimos afos a discutir
los posibles efectos de estos xenobidticos sobre la biota acuética (Fent
etal., 2006).

1.1 Efectos sobre especies acuéticas

El mejoramiento de las técnicas analiticas han dado lugar a una mayor
conciencia de la presencia de los productos farmacéuticos en el medio
ambiente, la preocupacién ahora se estd centrando en cuanto a los po-
sibles efectos adversos que estos compuestos pueden tener sobre los
organismos que habitan estos ecosistemas, especialmente en condicio-
nes de exposicion cronica (Madden et al., 2009). Los farmacos son abun-
dantes a concentraciones de ng/L a pg/L en sistemas acuédticos naturales
(Schreiber et al., 2008). Por esta razén existen diversos estudios realiza-
dos sobre la presencia de AINES en medios acuéticos y los efectos t6-
xicos que provocan sobre las especies que ahi habitan. A continuacién
(tabla 1) se presentan algunos antecedentes de este tipo de estudio.

Tabla 1. Antecedentes del efecto de AINES sobre organismos acudticos

Autor (Aho) Medicamento Conclusién
Marques et Ac. Gentisico (GEN), | Evaluaron toxicidad aguda y crénica en D. magna y D. lon-
al. (2004a) Acido O- hidroxihi- | gispira, encontrando que la toxicidad del GEN>SAL>HDP, el

purico (HDP), otros | HDP no presenta toxicidad aguda, pero en exposicién cronica

metabolitos del AAS | produce neonatos anormalesy abortos. El SALy GEN produ-

(SAL). cen cambios en la reproduccién y crecimiento. D. longispira
es la més sensible a estos farmacos.

Richards et Ibuprofeno, fluoxen- | Hay poca respuesta a concentraciones de 6, 10y 10 pg/L

al. (2004) tina, ciprofloxacino respectivamente, a concentraciones de 60, 100 y 100 pg/L
(Concentracion Media)y de 600, 1000y 1000 pg/L se produce
muerte de peces.

Marques et AAS Estudiaron la toxicidad crénica en cladéceros, encontrando
al. (2004b) que afecta la reproduccién a concentraciones de 1.8 mg/L.
Continda...
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Autor (Ano)

Cleuvers
(2004)

Yamama-
moto et al.
(2005)

Isidori et al.
(2005)

Richardsy
Cole (2006)

Brun et al.
(2006)

Gravel y
Vijayan
(2007)

Felis et al.
(2007)

Flipin et al.
(2007)

Kim et al.
(2007)

Khetan
y Collins
(2007)

Medicamento

Diclofenaco, Ibupro-
feno, Naproxeno,
AAS

Ibuprofeno, aceta-
minofen, atenolol,
fluoxentina

Naproxeno

14 medicamentos

Paracetamol, Ibu-
profeno, Naproxe-
no, Acido salicilico

AAS

Ibuprofeno

Ibuprofeno

Acetaminofen
Carbamazepina
Diltiazem
Sulfonamida

AAS

Conclusién

Encontraron que la toxicidad es relativamente baja. La CE, es
68-166 mg en Daphnidosy 72-626 mg en algas. Entre mayor
es el log Kow mayor es la toxicidad. La toxicidad de mezclas
de estos compuestos pueden predecirse usando el concepto
de adicién de concentracién. La toxicidad de la mezcla fue
considerable incluso a concentraciones que las sustancias
simples no muestran efectos.

Determinaron el coeficiente de sorcién encontrando que el
de fluoxentina es mayor que el del atenolol y del ibuprofeno.

Los fotoproductos son més téxicos que el compuesto original
en pruebas agudas y crénicas. No se encontraron efectos
genotdxicos o mutagénicos.

Expusieron Xenopus durante 96 h a una concentracién co-
munmente prescrita de inhibidores selectivos de serotonina,
reguladores de lipidos en sangre, AINES, antibidticos, un esti-
mulante y un antiepiléptico. Se determind la toxicidad, terato-
genicidad, concentracién minima para inhibir el crecimiento,
tipos y severidades de malformaciones y se encontré que la
toxicidad varia entre las clases de farmacos analizados, asf
los fluoroquinolonas, cafeina, acetaminofen, carbamazepina
y antibidticos son reportados no teratogénicos a exposiciones
de 100 mg/L durante 96 h.

No encontraron ningun efecto negativo en concentraciones
de 32 a 500 pg/L en la evaluacion de la toxicidad aguda para
Daphnia magnay Vibrio fischeri respectivamente. En cuanto
a la toxicidad crénica Gnicamente se aprecié en la alga Sela-
nastrum capricornutum con el ibuprofeno.

Encontraron que no hay cambios significativos en la hexocina-
sa del higado, glucocinasa, lactato deshidrogenasa, piruvato
cinasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa, aspartato aminotrans-
ferasa y alanina amino transferasa.

Encontraron que la CE,  en D. magna es 10-100 mg/L en 14
dias, disminuye el crecimiento y la supervivencia se afecta a
80 mg/L. La reproduccidn se afecta a 13.4 mg/Ly se inhibe
completamente a 80 mg/L.

Encontraron que una mayor exposicién a ibuprofeno pro-
voca aumento del nimero de huevos de Oryzias latipes por
evento reproductivo, pero disminuye el nimero de desoves
pro semana La exposicidn crénica puede modificar el patrén
de reproduccién.

Encontraron que D. magna es mas susceptible que D. longis-
pira. El diltiazem es el mas téxico (CL 8.2 mg/L en daphnidos)
La concentracion de los farmacos va de 0.14 - 16.5 pug/L en
el medio ambiente.

Estudiaron la toxicidad aguda en D. magna, a 48 horas la CE
es de 88.1 mg/L, también realizaron la prueba de inhibicion
de crecimiento con el alga verde D. Subspicatus a 3 dias re-
portdndose la CE,, de 106.7 mg/L.

Continda...



Autor (Aho) Medicamento

Hayashietal. | lbuprofeno
(2008)

Quinn et al. Farmacéuticos

(2008)

Parolinietal. | Diclofenaco, ibupro-

(2009) feno, paracetamol
Quin et al. Ibuprofeno, napro-
(2009) xeno, gemfifrozil,

bezafibrato, carba-
macepina, sulfapiri-
dina, oxitetraciclina,
novobiocin, trimetro-
pin, sulfametoxazol.

Yamamoto Acetaminofen, ate-
et al. (2009) nolol, carbamace-
pina, indometacina,
ac.mefendmico, pro-

panolol
Marco Urrea | Ibuprofeno, acido
et al.(2009) mefenamico, carba-
mecepina.

Conclusion

Realizaron una exposicién de 10 dias en D. magna, encon-
traron que en la mayor concentracién la descendencia es
menor, dando 10 dias de recuperacion la descendencia es
igual al control, ya que se recuperan teniendo descendencia
mas rapido.

Realizaron un ensayo de regeneracién de Hydra attenuata
para conocer el potencial teratogénico de 10 farmacéuticos
identificados de un efluente de una PTAR.

Se inhibié la regeneracién con concentraciones de 1,5y 1
mg/L de gemfibrozil, ibuprofeno y naproxeno, y concentra-
ciones mas altas de 50 mg/L para bezafibrato y trimetropin.
Carbamacepina y antibidticos (sulfapiridina, oxitetraciclina y
novobicin) incrementan la regeneracién a 25, 5,50 y 50 mg/L
respectivamente.

Tienen potencial teratogénico: Gemfibrozil, Ibuprofeno, na-
proxeno y bezafibrato.

El que tiene menor potencial es la carbamacepina.

Encontraron que el potencial de citogenotoxicidad es mayor
para el paracetamol, le sigue el diclofenaco y por dltimo el
ibuprofeno usando biomarcadores in vitro.

Encontraron que los farmacos actian aditivamente en una
mezcla, con efectos subletales a concentraciones relevantes
en el medio ambiente (ng/L a pg/L).

Encontraron que la biodegradacién es lenta (> 24 h)y depen-
de del lugar de muestreo y el tiempo. Propanolol, indometa-
cina e ifenpradil son facilmente fotodegradados.

El ibuprofeno es degradado a 1-hidroxibuprofeno y 2-hidroxi-
buprofeno por los hongos Trametes versicolor, Irpex lacteus,
Phonerochaete chrysosporium y Ganoderma lucidum.

1.2. Concentraciones de aines en cuerpos de agua

Los estudios relativos a la deteccidon de fdrmacos se han realizado ma-
yormente en paises como Estados Unidos de Norteamérica (EE.UU), Ale-
mania, Suiza, Dinamarca, Holanda y Francia, en zonas de alta densidad
poblacional, aunque también se han detectado en el Mar del Norte y la
Antértida (Fent et al., 2006). En estos estudios fueron encontradas con-
centraciones por arriba de mg/L de antibidticos, hormonas, antihiperten-
sivos y antiinflamatorios/analgésicos (Seiler, 2002; Carlsson et al., 2006;
Araujo et al., 2009). En el Valle de México, se encontraron concentracio-
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nes considerables de farmacos como: trimetropina, claritromicina, clin-
damicina, eritromicina, metropolol, ibuprofeno, gemfibrozil, diclofenaco,
sulfasalazina, bezafibrato y naproxeno (Siemens et al., 2008).

Los AINES son de particular interés, debido a su amplio consumo y a que
en algunos paises, tales como México, no cuentan con una regulacién
apropiada para su venta, uso y desecho (Gémez-Olivan et al., 2009). Es-
tos farmacos tienen efectos antiinflamatorios, analgésicos y antipiréticos,
siendo los miembros mas comunes de este grupo de agentes terapéuti-
cos el 4cido acetilsalicilico, el paracetamol, el diclofenaco, el ibuprofeno
y el naproxeno (Furst et al., 2007). Ademas son de los farmacos detecta-
dos més frecuentemente en los cuerpos de agua a nivel mundial. Forman
parte de los seis farmacos mas vendidos en el mundo y usualmente se
encuentran en cantidades significativas en los efluentes municipales (Pa-
rolini et al., 2009). Esto ha sido comprobado mediante diversos estudios
alrededor del mundo (tabla 2).

Tabla 2. Antecedentes de la presencia de AINES en ecosistemas acuaticos

Autor (Afo) Medicamento

Ferrari et al. (2003) Midieron la ocurrencia en efluentes de plantas de tratamiento de aguas
residuales (PTAR) en Francia, Grecia, ltalia y Suiza de los farmacos carba-
macepina, acido clofibrico y diclofenaco, ademas hicieron bioensayos en
bacterias, algas, microcrutdceos y peces encontrando que la carbamacepina
es el mas peligroso.

Asthon et al. (2004) Investigaron la incidencia de 12 compuestos farmacéuticos y sus metabolitos
en PTAR y agua superficial en el Reino Unido. Diez fueron detectados en
muestras de PTAR de los que destacan las concentraciones de diclofenaco
424 ng/L e ibuprofeno 3086 ng/L.

Ferrari et al. (2004) Encontraron que las concentraciones predecibles y las medidas en un efluen-
te exceden los 10 ng/| para los farmacos: carbamacepina, acido clofibrico,
diclofenaco, ofloxacina, propanolol y sulfametoxazol, ademas que la toxicidad
aguda es baja.

Zuccato et al. (2005) En efluentes de lItalia identificaron ofloxacina, furesemida, atenolol, hidro-
clorotiazida, carbamacepina, ibuprofeno, bezafibrato, eritromicina y clari-
tromicina.

Lindqvistetal.(2005) | Estudiaron el tratamiento del agua en 7 PTAR para ibuprofeno, naproxeno,
ketoprofeno, diclofenaco y bezafibrato. La remocién fue mayor para ibupro-
feno (92% +/-8%)y menor para el diclofenaco (26%+/-17%), encontraron que
en los rios y puntos de descarga de estas PTAR las concentraciones son més
bajas por estar méas diluidasy a las concentraciones encontradas en el agua
superficial no se encuentran riesgos de toxicidad aguda.

Stilten et al. (2008) Analizaron 6 efluentes de PTAR y encontraron cantidades de diclofenaco y
sus metabolitos: 4'-hidroxidiclofenaco y 5'-hidroxidiclofenaco a concentra-
ciones de 0-0.6 mg/L de diclofenaco y de sus metabolitos de 1.3 - 3.3 mg/L.

Continda...



Autor (Ano) Medicamento

Corneau et al. (2008) | Estudiaron laincidencia de farmacos en el efluente de una PTAR en Atlantic,
Canada. El naproxeno, ibuprofenoy la cafeina fueron los mas predominantes.
El naproxeno, ibuprofeno y el acido salicilico se detectaron en rangos bajos
de ng/l en aguas tratadas y no tratadas.

Letzel et al. (2009) Encontraron diclofenaco en concentraciones mayores a 2200 ng/L en efluen-
tes de Alemania, a estas concentraciones pueden ocurrir efectos adversos
crénicos en las poblaciones de peces.

1.3 Antiinflamatorios no esteroideos (AINE)

Son sustancias quimicas con efecto analgésico, antipirético y antiinflama-
torio. El término no-esteroideo se refiere a que los efectos clinicos son si-
milares a los de los corticoides pero no las acompanan las consecuencias
secundarias que los caracterizan. Como analgésicos se diferencian por
no pertenecer a la clase de los narcéticos y actian bloqueando la sintesis
de prostaglandinas.

Las prostaglandinas son las encargadas de producir la sensacion de do-
lor, ya que potencian a las sustancias algésicas, como las bradicininas,
que estimulan las terminaciones nerviosas de las fibras C. En ocasiones,
cuando existe la presencia de inflamacion esta sensibiliza los recepto-
res del dolor a estimulos mecénicos o quimicos que regularmente son
indoloros. El dolor que acompania a la inflamacién y lesién tisular quiza
sea consecuencia de la estimulacion local de las fibras del dolor y a una
mayor sensibilidad a él (hiperalgesia), en parte, como consecuencia de
una mayor excitabilidad de las neuronas centrales de la médula espinal
(sensibilizacién central) (Gémez-Moreno et al., 2009).

Los AINE no modifican la hiperalgesia ni el dolor causado por la accidén
directa de las prostaglandinas, por lo cual se dice que los efectos anal-
gésicos si provienen de la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas.
Intervienen en la regulacién del centro hipotaldmico cuando la fiebre es
causa por infeccidn, lesion tisular, inflamacién, rechazo de injerto y céan-
cer, donde hay formacién de citocinas IL-1beta, IL6, interferdn alfa, betay
factor de necrosis tumoral alfa. Cabe sefialar que los AINE no influyen en
latemperatura corporal a casusa de factores como ejercicio o incremento
de la temperatura ambiental, ni tampoco inhiben la fiebre causada por
las prostaglandinas, si estas se aplican de manera directa sin embargo, si
inhiben la generada por agentes que estimulas la sintesis de IL1 y otras
citocinas como ya se menciono.
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En la mayoria de los casos, los agentes que originan dolor y aumento de
la temperatura también dan lugar a la inflamacién, la cual presenta como
signos caracteristicos; eritema y edema espontaneos. La respuesta infla-
matoria surge en tres fases diferentes, y cada una es medida por meca-
nismos distintos: fase transitoria aguda (vasodilatacion local y mayor per-
meabilidad capilar), subaguda tardia (ocurre infiltracion de leucocitos y
fagocitos) y proliferativa cronica (se observa degradacién y fibrosis tisular).

Los miembros mas prolificos de esta clase de medicamentos son el acido
acetilsalicilico, paracetamol (acetominofen), ibuprofeno, naproxeno, en-
tre otros (Katzung, 2007).

1.4. Mecanismos de accidn de los AINE

Los efectos antipiréticos y antiinflamatorios de los AINEs se deben al blo-
queo de la sintesis de prostaglandinas en los centros termorreguladores
del tdlamo e hipotdlamo y sus sitios periféricos blancos. Méas aun, al dis-
minuir la sintesis de prostaglandinas, previene también la sensibilizacion
de los receptores del dolor a los estimulos tanto mecénicos como qui-
micos. La accién analgésica es debido a la disminucién de la sintesis de
prostaglandinas, reprimiendo la sensacion de dolor. Los AINEs se utilizan
para tratar el dolor de intensidad baja a moderada en donde participa la
inflamacion. Debido a que la membrana de las células estad formada por
fosfolipidos, cualquier estimulo (lesiones, microorganismos o alérgenos)
produce acido araquiddnico con la ayuda de la fosfolipasa, iniciando
una cascada de acciones que resulta en la formacién de prostaglandinas
(causantes de la inflamacidn).

La generacién de prostaglandinas (PG) a partir del 4cido araquidénico,
estd mediada por la ciclooxigenasa presente alrededor de las articulacio-
nes y sobre todo en la membrana interna del reticulo endoplasmatico.
Esta enzima esté presente de dos formas: una constitutiva (COX-1) e indu-
cible (COX-2). Ambas enzimas son sensibles a la inhibicion por los AINE.

1.5. Datos de consumo

Como se menciond, los AINE son un grupo heterogéneo de farmacos
frecuentemente utilizados debido a sus propiedades analgésicas, antiin-
flamatorias y antipiréticas. Un estudio efectuado por Langman (1988) es-
timé que las prescripciones de AINE en EUA superaban los 100 millones



anuales, si se toma en consideracion que los AINE son comercializados
como especialidades farmacéuticas publicitarias, en 1999 se estimé que
uno de cada 7 sujetos en los EUA toma un AINE diariamente (Bjorkman,
1999). En este mismo afio en Espafia se vendieron mas de 31 millones de
envases de AINE, excluyendo el acido acetilsalicilico (Sistema Nacional
de Salud, 2000) En el Reino Unido se prescriben 24 millones de recetas
anuales, un 15% de su poblacion mayor toma AINE y en 2004 fue el sexto
grupo farmacoldégico méas importante en volumen de ventas, actualmen-
te se refiere que treinta millones de personas en el mundo consumen
diariamente AINE (Salas et al., 2007).

En México, y en particular en el Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS), sistema de seguridad social que atiende a poblacion empleada
en el sector formal y que representa 40% de la poblacién del pais, se
otorgan un numero importante de consultas a pacientes que requieren
AINE (Instituto Mexicano del Seguro Social, 2006). Sin embargo, se care-
ce de informacién real sobre el consumo de este tipo de medicamentos
en el pais debido principalmente a que se trata de fAirmacos de libre ven-
ta, son de amplio consumo y no cuentan con una regulacién apropiada
para su venta, uso y desecho (Gémez-Olivan et al., 2009).

1.6. Bioindicadores (Hyalella azteca)

La sostenibilidad de cualquier sistema especialmente de los ecosiste-
mas, requiere en su operacion, de indicadores que puedan servir como
herramientas de informacion para la evaluacion de las consecuencias
ambientales derivadas de las actividades sociales y econdmicas (Bitter-
mann y Haberl, 1998; Vazquez et al., 2006).

A una especie se le considera bioindicadora cuando es sensible a cam-
bios en el medioambiente reflejandolos en la salud de sus poblaciones;
éstas proveen informacién esencial y temprana que advierten de posibles
dafios en el ambiente, como son la presencia de patégenos infecciosos
emergentes y contaminantes, lo que proporciona un rapido diagndstico
del riesgo (Godinez et al., 2007).

En caso de la evaluaciéon toxicoldgica del agua, el organismo centinela
indicado es Daphnia magna o bien Moina macrocopa, por otra parte para
la valoracion de sedimentos se emplea a Hyalella azteca (Fournier et al.,
2001). En todos los casos, la utilizacién de seres vivos como indicado-
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res del estado de ecosistemas acuéticos provee una informacién integral
que permite respaldar la toma de decisiones en su manejo y control.

Las Hyalella azteca (figura 1) son organismos que presentan cuerpo pe-
queio (3 a 8 mm, los machos son méas grandes que las hembras), tienen
2 o 3 dientes (como en una sierra y no en una boca) en la parte posterior
del cuerpo. El segundo tramo de los machos es mucho mas grande y
mas amplio que el de la hembra, en general son buenos nadadores. El
color es variable (blanco, verde o marrén), se alimentan principalmente
de algas filamentosas y diatomeas, pero también puede comer la materia
organica en descomposicion (Espina y Vanegas, 1996).

Figura 1. a) Hyalella azteca adulto, b) Hyalella azteca neonato

a) g b

Debido a sus ventajas como indicador bioldgico, los cientificos lo em-
plean como indicador de la calidad ambiental y del agua, asi como de
sedimentos debido a su alta sensibilidad a diversos xenobidticos, ya que
son organismos bentdnicos facultativos, pudiendo vivir tanto en la co-
lumna de agua como en los sedimentos superficiales (Galar, 2003; Brun
etal., 2006).

1.7. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es el desbalance entre la produccién de especies re-
activas de oxigeno (ERO) y la defensa antioxidante (Figura 6), que lleva a
una variedad de cambios fisioldgicos y bioquimicos los cuales ocasionan
deterioro y muerte (Rodriguez et al., 2001).

1.8. Radicales libres

Los radicales libres (RL) son moléculas que en su estructura atémica pre-
sentan un electrén desapareado o impar en el orbital externo, déandole
una configuracion espacial que genera una inestabilidad, alta reactividad
y una gran capacidad de combinarse inespecificamente con biomolécu-



las como carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucléicos y derivados
de cada uno de ellos. Son producidos continuamente como parte del
metabolismo normal de la célula e inactivados por un conjunto de meca-
nismos (unos enziméticos y otros de captura). Durante el proceso meta-
bdlico una pequefa parte (2-3%) de los radicales libres pueden evadir el
mecanismo redox y causar dafio oxidativo a los componentes celulares
(Rodriguez et al., 2001; Hangsber, 2002; Valavanidis et al., 2006).

1.9. Especies reactivas de oxigeno

Se consideran especies reactivas de oxigeno (ERO) al oxigeno atémico
(O), al ozono (O,), al oxigeno singulete ('O,) que se produce con la exci-
taciéon de uno de los electrones desapareados del O,, al superdéxido (O,"),
al peréxido de hidrégeno (H,0,) y al radical hidroxilo ((OH), estas ultimas
consideradas especies parcialmente reducidas. Las ERO en bajas concen-
traciones estimulan el crecimiento de las células, de algunas bacterias y
otros microorganismos, ademas de que son indispensables para diferen-
ciacion celulary la muerte celular programada (Konigsberg, 2008).

El O, reacciona con la mayoria de los compuestos celulares, con la mem-
brana plasmatica, los acidos nucléicos, las proteinas, los lipidos y los car-
bohidratos muy cerca del sitio donde se forma. Interacciona con las ba-
ses nitrogenadas de los acidos nucléicos siendo el producto principal la
8-hidroxiguanidina (Konigsberg, 2008).

El O, es a la vez un anién y un radical, se produce principalmente en la
cadena respiratoria. Es téxico para la célula porque a partir de él se puede
originar el 'O, y el H,O, (Valavanidis et al., 2006; Konigsberg, 2008).

EIH,O, se forma cuando uno de los dos electrones de O, se ha apareado
con un electrén de giro contrario. Puede formar aductos con algunos car-
bohidratos, aminoacidos y bases nitrogenadas. Es toxico ya que puede
formar 'O,y "OH, aunado a la reaccién con algunos metales de transicién
con los que se produce el radical ‘OH el cual interacciona de forma irre-
versible con proteinas y DNA (Konigsberg, 2008).

El-OH se produce principalmente por la reaccién de Fenton. Es uno de
los compuestos mas reactivos que existen, puede oxidar tanto las bases
puricas como las pirimidicas y también la desoxirribosa, ademas puede
producir rupturas en el DNA. También reacciona con cualquier aminoa-
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cido en el sitio que se origina, incluso con los acidos grasos poliinsatura-
dos (Valavanidis et al., 2006).

Otras fuentes endégenas de ERO dentro de las células son las enzimas
oxidativas como triptéfano dioxigenasa, xantino oxidasa y citocromo P450
reductasa, que pueden producir , mientras que la enzima guanidilcicla-
sa y glucosa oxidasa generan peréxido de hidrégeno. Los contaminantes
quimicos son una fuente importante para la generacién de ERO en los
organismos, tal es el caso de los metales de transicién, los herbicidas, las
quinolonas y los componentes nitroaromaticos, ampliamente conocidos
por su potencial para causar estrés oxidativo (2006).

2. Metodologia

2.1. Obtencion, cultivo y mantenimiento de los organismos de prueba

El organismo de prueba (Hyalella azteca) se recolecté de su habitat na-
tural en la Laguna de San Miguel de Almaya, municipio de Capuluac,
Estado de México y fue trasladado al laboratorio de Toxicologia de la
Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma del Estado de México,
en bolsas de plastico con aireacion constante.

Para su cultivo la Hyalella azteca fue mantenida en agua reconstituida
(NaHCO, = 174 mg/L, MgSO,= 120 mg/L, KCl = 8 mg/Ly CaSO,.2H,0 =
120 mg/L) con un intervalo de pH 7.5 - 8.5, a temperatura ambiente, con
oxigenacién constante (6.4-6.6 mg/L O,) y fotoperiodos de 16 h luz/ 8 h
oscuridad, fue alimentada ad libitum con lechuga molida. Los organis-
mos empleados en los ensayos de toxicidad fueron neonatos de la ter-
cera generacién por reproduccién sexual, de un cultivo de cuatro meses.

2.2. Preparacién del sedimento artificial

La composicion del sedimento artificial fue; 70 % arena (0.2 mm), 20 %
caolinita (< 0.002 mm)y 10 % materia organica (0.2 mm). Se utilizé como
fuente de materia organica composta de borrego, la cual fue inactivada
por calor seco en un intervalo de temperatura de 55-60 °C durante un
periodo de 3 dias. El sedimento artificial fue esterilizado en autoclave
durante 3 ciclos de 15 minutosa 121 °Cy 15 Ib de presidn, con intervalos
separados de una hora. Fue medido el pH con un potenciémetro cuando
se prepararon los sistemas.



2.3. Determinacion de concentracién letal media (CL, ) y estrés oxidativo

Los sistemas de prueba consistieron en recipientes de polietileno de 150
mL de capacidad, conteniendo agua reconstituida y sedimento artificial
en una proporcién de 3:1, provistos de oxigenacion continua, fotoperio-
dos de 16h luz/ 8 h oscuridad y temperatura ambiente. Los sistemas de
intoxicacion fueron estaticos y no se proporcionara alimento a los orga-
nismos durante los periodos de exposicién.

A fin de establecer la concentracién destinada para la evaluacién del es-
trés oxidativo, se determind la concentracién letal media (CL,,) del diclo-
fenaco, paracetamol, ibuprofeno, naproxeno y 4cido acetilsalicilico sobre
H. azteca. Para ello, se utilizaron 5 sistemas de prueba, que se adicio-
naron con diferentes concentraciones de los farmacos ya mencionados,
asi como un sistema control libre de farmaco y se colocaron 10 organis-
mos de prueba. El tiempo de exposicion fue de 72 h y posteriormente se
cuantificara el nimero de muertos (inmovilizacién).

Una vez establecida la CL, del diclofenaco, paracetamol, ibuprofeno, na-
proxeno y acido acetilsalicilico sobre H. azteca, se realizé el estudio de
toxicidad subletal. A los sistemas de prueba se les adicioné una concen-
tracion correspondiente a 1/10 CL,, de las mezclas binarias de diclofe-
naco con paracetamol, ibuprofeno, naproxeno y acido acetilsalicilico, en
forma de sedimento asimismo, se les agregaron 150 mg de Hyalella azte-
ca (peso humedo), los tiempos de exposicion fueron de 72 h; después de
los cuales, el organismo de prueba se separaron y se suspendieron en 1
mL de soluciéon amortiguadora de tris pH 7. La mezcla se mantuvo en un
bafo de hielo durante todo el procedimiento y se homogenizd. El sobre-
nadante se centrifugo a 12500 rpm durante 15 min a -4° C. Posteriormen-
te se evaluaron los siguientes biomarcadores: Grado de LPX, y contenido
de CPO para valorar la concentracion de proteinas oxidadas, asi como
la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPX. Las pruebas
bioguimicas se realizaron con el sobrenadante, excepto para evaluar el
grado de lipoperoxidacién en la que se empled el paquete celular.

2.3.1. Determinacién del grado de lipoperoxidacidon
La determinacion de LPX se realizé mediante el método de Biliege y Aust

(1979). Se tomaron 100 mL de sobrenadante y se completaron a 1 mL
con la solucién amortiguadora Tris-HCl pH 7.4, se incubd a 37°C durante

194 ‘ Gomez Olivan, Galar Martinez, Neri Cruz, Islas Flores, Colin Cruz, Vieyra Reyes,
San Juan Reyes, Dublan Garcia y Lopez Martinez



ESTRES OXIDATIVO PRC

ESTEROIDEO

UCIDO POR ANTIINFLAMA
RE EL BIOINDICADOR Hy:e

e 195

30 min, se agregaron 2 mL del reactivo TCA-TBA (4cido tiobarbiturico
(TBA) al 0.375 % en acido tricloroacético (TCA) al 15 %) y se agitd en un
voértex. Posteriormente se calentd a ebullicion durante 45 min, se dejo en-
friar y se removid el precipitado por centrifugacién a 3000 rpm durante
10 min. Se determiné la absorbancia de la muestra a 535 nm contra un
blanco de reactivo. Se calculé la concentracion de MDA por medio de su
coeficiente de extincién molar (1.56 x 10> M'em™).

2.3.2. Determinacién del contenido de proteinas carboniladas

La determinacion del PCC se realizd utilizando el método Levine et al.
(1994). Las proteinas solubles se obtuvieron por centrifugacién de las
muestras a 12500 rpm durante 15 min a -4°C. A 100 pL de este sobrena-
dante se afiadieron 150 pL de 10mM DNPH/2M HCI, antes de la incuba-
cién atemperatura ambiente durante 1 h en la oscuridad. Posteriormente,
se le adicionaron 500 pL de &cido tricloroacético 20% y se dejé reposar
(15 minutos a 4 °C). A continuacidn, ésta se centrifugo a 11000 rpm duran-
te 5 min. El botdn se enjuago tres veces con etanol-acetato de etilo 1:1, se
disolvié en 1 mL de una solucién de 6M guanidina pH 2.3 y se incubo a 37
°C durante 30 minutos. La absorbancia fue leida a 366 nmy los resultados
se expresaran en mM o nM de carbonilos reactivos (C= O) /mg proteinas,
sobre la base de su coeficiente de extincién molar de 21000 M cm!

2.3.3. Determinacién de la actividad de la superéxido dismutasa

La determinacion de la actividad de la SOD se realizé6 mediante el méto-
do de Misra y Fridorich, 1972. Se adicionaron 40 pL del sobrenadante a
una celda de 1 cm, se agregaron 260pL de la solucién amortiguadora de
carbonatos (50 mM de carbonato de sodioy 0.1 mM de EDTA) a pH 10.2
y 200 pL de adrenalina 30 mM. Se determind la absorbancia a 480 nm a
los 30 sy 5 min. La actividad de la SOD se determiné por medio del su
coeficiente de extincidn molecular (21 M ecm™).

2.3.4. Determinacidn de la actividad de la catalasa

La determinacién de la actividad de la CAT se realizé mediante el método
de Radietal., (1991). Se tomaron 20 mL del sobrenadante y se le agrego
1 mL de la solucién amortiguadora de aislamiento (0.3 M de sacarosa, 1
mM de EDTA, 5 mM de HEPES y 5 mM de KH,PO,) y 0.2 mL de la solucién
de perdxido de hidrégeno 20 mM, se determiné la absorbancia a 240



nm, a 0y 60 s. Los resultados se obtuvieron sustituyendo la absorbancia
de ambos tiempos en la siguiente formula: (Concentracién de catalasa =
(A, - A,,)/JCEM). Donde el CEM del H,O, equivale a 0.043 mM" cm™; los
datos se expresaron en mM de H,O, min"' g de tejido hiumedo™.

2.3.5. Determinacion de la actividad de la glutation peroxidasa

La actividad de GPx se determiné mediante el método de Gunzler y
Flohe-Clairborne, 1985, modificado por Stephensen et al., 2000. A 100 pL
de sobrenadante se afaden 10 pL de glutatidn reductasa (2 U de glutatiéon
reductasa) se le adicionaron 290 pL de la solucién amortiguadora de reac-
cion (K,HPO, 50mM, KH,PO, 50mM (pH7.0), glutatién reducido 3.5 mM,
azida de sodio 1 mM, NADPH 0.12mM)y 100 uLde H,O, 0.8 mM. La absor-
bancia fue leida a 340 nm después de Oy 60 s. La actividad de la enzima se
calculd utilizando la siguiente ecuacion; (Concentracidon de glutation pe-
roxidasa = (A,- A,,)/ CEM). Donde el CEM del NADPH = 6.2 mM" cm™; los
datos fueron expresados en mM de NADPH/min/g tejido himedo.

3. Resultados

3.1. Toxicidad aguda del diclofenaco, paracetamol, ibuprofeno,
naproxeno y acido acetilsalicilico a las 72 horas sobre Hyalella azteca

Se presentan los resultados de CL, (tabla 3), donde los organismos trata-
dos presentaron disminucion de movilidad, pérdida de la coloracién ca-
racteristica, seguido por la inmovilizaciéon total y contraccion del cuerpo
formando un semicirculo.

Tabla 3. Concentracién letal media (CL,) de AINE

Farmaco *CL50 (mg/Kg) **|C 95% ***ID
Ibuprofeno 1.7 1.25-2.729 1.2-2.7
Acido acetilsalicilico | 2.6 2.348-2.867 2532
Diclofenaco 4.6 3.4-5.7 4.2-27.0
Naproxeno 7.6 6.4-8.1 2.5-9.5
Paracetamol 7.7 4.770-17.055 2.4-15.1

* Concentracion Letal Media, **Intervalo de Confianza, ***Intervalo de Dosis.
Las concentraciones fueron obtenidas mediante el programa computarizado
de anélisis PROBIT EPA, versién 1.5.
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Las condiciones que se consideraron para llevar a cabo las determinacio-
nes de efecto de los AINE se presentan a continuacion (tabla 4).

Tabla 4.Condiciones del estudio subletal para determinar los efectos
de los farmacos sobre Hyalella azteca

Condicién Parametros

Volumen de los recipientes de prueba 150 mL

Volumen de prueba 10 g sedimento artificial y 30 mL
de agua sintética

Numero de organismos por prueba 150 mg

Temperatura 20°C +/- 2°C

Agua de dilucién Agua semidura

lluminacién Fotoperiodos de 16 h luzy 8 h
oscuridad

Duracién del bioensayo 72 h

Tipo de ensayo Estético, sin renovacién del medio

3.1.1. Discusion de datos de toxicidad aguda

Como se menciona en los antecedentes, actualmente los medicamentos
se han convertido en una fuente importante de contaminacion en el me-
dio acuético a nivel mundial (Spindler et al., 2007; Montforts et al., 2007).
Muchos de estos compuestos son toxicos y causan dafos letales o créni-
cos en los hidrobiontes.

Siendo asi que la concentracion letal media varia dependiendo a las
caracteristicas propias de los farmacos en este caso los AINE utilizados,
pudiéndose observar en los resultados que el ibuprofeno presenta la
concentracién letal media méas baja y el paracetamol la mas alta; tenien-
do como referente la clasificacion de la toxicidad de productos farma-
céuticos en el ambiente acuético realizada por Jones et al. (2002), quien
reporta que produce efectos dafiinos en peces y crustaceos.

El interés de conocer los efectos ecoldgicos debido a la presencia de los
medicamentos en el medio ambiente acuatico, surgié como resultado de
un crecimiento gradual en el nimero de reportes de presencia de farma-
cos en bajas concentraciones en efluentes de plantas de tratamiento de
aguas residuales y superficiales, y en menor proporcion, en las de tipo
subterréneas, potables y sedimentos.



La respuesta de los organismos a los contaminantes es valorada con
“bioensayos”. Una de las ventajas que presentan estas pruebas es el em-
pleo bajo condiciones rigurosamente controladas que puede establecer
una relacién causal entre la exposicidn al agente y el efecto producido
de forma concluyente. Ademas, es posible identificar el mecanismo de
acciéon de los téxicos por el anélisis del dafio producido tanto a los ani-
males de ensayo como a sus tejidos (Moreno, 2003). Los niveles de to-
xicidad estan en funcion directa de las concentraciones de xenobidtico
que se alcancen en los tejidos del organismo; se relacionan con la con-
centracion del compuesto en el medio, la cual a su vez depende, tanto
del tipo de contaminante, como del organismo y del tiempo de exposi-
cion (Espinay Vanegas, 1996). Los bioensayos se llevan a cabo en espe-
cies aisladas que se eligen considerando su distribucion geogréfica, su
importancia ecoldgica y econémica, la duracién de su ciclo de vida, su
talla méxima, asi como la sensibilidad de su respuesta (O'Connor, 1994).
Existen varios tipos de estudios de toxicidad en funcion del tiempo de
exposicion y las concentraciones probadas: ensayos de toxicidad aguda
y subletal (subaguda, subcrénica y crénica). Ademas se realizan prue-
bas especiales para determinar el posible cambio funcional y estructural
ocasionado por tal exposicion.

En la primera etapa de este proyecto se determiné la toxicidad aguda
(CL,,) a las 72 horas en las condiciones presentadas, obteniendo los si-
guientes resultados; 1.7 mg/Kg para ibuprofeno, 2.6 mg/Kg para AAS,
4.6 mg/Kg para diclofenaco, 7.6 mg/Kg para naproxeno y de 7.7 mg/Kg
para paracetamol. Siendo los resultados de toxicidad aguda sobre Hyale-
lla azteca explicados debido a que se conoce que los AINE actdan blo-
queando a la enzima ciclooxigenasa la cual es responsable de catalizar la
reaccién de 4cido araquiddnico para la produccion de prostaglandinas
(Roberts y Morrow, 2001). Se sabe ademas, que estos mediadores celula-
res estan involucradas en una gran variedad de funciones fisiolégicas en
anfibios, incluyendo su papel en la neurotransmision y en el transporte
de iones a través de las membranas celulares. Estos mecanismos fueron
los que posiblemente produjeron la muerte de los organismos de prue-
ba. Asimismo en la observacion de Hyalella azteca en las 72 horas de
exposicion a los fA&rmacos presentaban una coloracién blanquecina con
respecto al testigo, ademas de una disminucidn en la movilidad posible-
mente al no haber un buen proceso de transmisiéon neuronal.
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3.2. Resultados de estrés oxidativo

En la segunda etapa de este proyecto se evalud el estrés oxidativo a través
de la determinacién del grado de lipoperoxidacién (figura 2), proteinas
oxidadas (figura 3) y las actividades enzimaticas de la superdxido dismuta-
sa (figura 4), catalasa (figura 5) y glutation peréxidasa (figura 6), exponien-
do a los organismos a 1/10 Cl, para observar el cambio ocasionado por
los farmacos y los resultados se presentan en los siguientes gréficos:

Figura 2. Grado de lipoperoxidacién en H. azteca expuesta
a AINE
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Figura 3. Concentraciéon de proteinas oxidadas en H. azteca
expuesta a AINE
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3.2.1. Discusién de datos de estrés oxidativo

Muchos contaminantes, entre ellos los medicamentos pueden ejercer
un efecto téxico relacionado con el estrés oxidativo, producto de la to-
xicidad del oxigeno donde la citotoxicidad de las especies reactivas de
oxigeno y los radicales de oxigeno son capaces de reaccionar con ma-
cromoléculas celulares, ocasionando inactivaciéon enzimética, lipoperoxi-
dacién (LPOX), dafio genotdxico al acido desoxirribonucleico (ADN) y
muerte celular (Wills, 1987).

La lipoperoxidacién es un proceso complejo que involucra la formacién
de radicales lipidicos entre el oxigeno molecular y los 4cidos grasos in-
saturados (Di Giulio et al., 1989; Porter et al., 1995); la propagacion de
éstos, aunado al rearreglo de las dobles ligaduras en los lipidos insatu-
rados, dan origen a dienos conjugados y productos carbonilos de la pe-
roxidacion (cetonas, esteres, alcoholes, y aldehidos) siendo difundidos
fuera del sitio de produccién (dafio indirecto). Asi como a la destruccion
de los lipidos membranosos produciendo una perdida en la fluidez de la
membrana permitiendo la liberacién de productos reactivos siendo este
un dafo directo (Sevanian y MclLeod, 1997; Diaz et al., 1998).

Los datos presentados en esta investigacion con los biomarcadores grado
de lipoperoxidacién y proteinas oxidadas (figuras 2 y 3), muestran que
existe dafio oxidativo, lo cual supone que una fracciéon de los radicales
libres generados en Hyalella azteca, son capaces de alcanzar sus dianas
moleculares antes de que puedan ser eliminados por mecanismos an-
tioxidantes. Sin embargo, la mayor parte de los radicales libres -al menos
en muchas partes de la célula- son eliminados mediante antioxidantes.
De hecho, el mantenimiento de la homeostasis redox del tejido sélo es
posible mediante un equilibrio entre la intensidad de generacién y elimi-
nacidn de radicales libres. Este equilibrio, se puede dar con altos niveles
de generacién y destruccién, y viceversa como ocurre en las distintas es-
pecies animales. También se dan dentro de una misma especie en distin-
tas condiciones. Asi, cuando aumenta la produccion de radicales libres
debido a causas exdgenas o enddgenas se puede dar una regulacién
compensadora a la alza en las defensas antioxidantes (figuras 4, 5y 6).
Cuando este equilibrio entre generaciéon y destruccion de radicales libres
se ve alterado la célula entra en un proceso degradativo a patoldgico.



Los sistemas de defensa que tienden a inhibir la formacién de oxiradi-
cales incluyen enzimas antioxidantes tales como superdxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), glutatién peroxidasa (GPx) y glutation reductasa
(GRED), que participan principalmente en la detoxificacion de radicales
en moléculas no reactivas. Otros antioxidantes de bajo peso molecular
son GSH, B-caroteno (vitamina B), ascorbato (vitamina C), a-tocoferol (vi-
tamina E) y ubiquinol (Barja, 1996).

La SOD pertenece al grupo de la metaloenzimas que catalizan la con-
versién de aniones superdxido reactivos (O,) para originar peréxido de
hidrégeno (H,0,) el cual es una importante especie reactiva de oxigeno
(Keller et al., 1991). El H,O, es subsecuentemente detoxificado por dos
enzimas: CAT y GPOX. La SOD se encuentra presente en todos los orga-
nismos aerdbicos por lo que se considera fundamental en la ruta antioxi-
dante. Ademas la velocidad de SOD para catalizar el O, dismutado, cerca
de limitar la difusidn, la hace una de las enzimas mas activas.

La CAT es una enzima que se encuentra contenida en la hematina, facilita
la remocién de peréxido de hidrégeno (H,0,), el cual es metabolizado a
O, y agua. A diferencia de algunas peroxidasas que reducen varios lipo-
peréxidos como el H,O,, CAT puede unicamente reducir H,O, Las CAT
se localizan en los peroxisomas de la mayoria de las células y estan invo-
lucradas en el metabolismo de los 4cidos grasos.

Las peroxidasas son enzimas que reducen una variedad de peréxidos
a sus correspondientes alcoholes. Mientras CAT emplea una molécula
de H,O, como dador en la reduccion de otra molécula H,O,, las peroxi-
dasas utilizan otros reductores. GPx cataliza el metabolismo de H,O, en
agua, involucrando una oxidacién concomitante de glutation reducido
(GSH) a su forma oxidada (GSSG). GPx son considerados importantes en
la protecciéon de membranas a dafio debido a lipoperoxidacion (Winkler
et al., 1994).

Al observar en los gréficos de SOD, CAT y GPx (figuras 4, 5y 6) que existe
una alteracién de la actividad de las enzimas antioxidantes como pro-
ducto de los cambios ocasionados por la presencia de AINEs. Siendo asi
que causa preocupacion la presencia tanto de los AINES debido a que
causan cambios importantes en los organismos a lo largo de la cadena
tréfica, lo cual en un futuro no muy lejano estara afectando a los humanos
como consecuencia de la dinamia de los xenobidticos (farmacéuticos) en
el ambiente.
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4. Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio de toxicidad
aguda y a la clasificacién europea, que considera peligroso ambiental-
mente a aquellos farmacos cuya concentracion letal media sea menor a
100 mg/L, los AINE; diclofenaco, paracetamol, ibuprofeno, naproxeno y
acido acetilsalicilico, pueden ser considerados dafiinos para los ecosiste-
mas acuaticos.

Los AINE (diclofenaco, paracetamol, ibuprofeno, naproxeno y acido aceti-
Isalicilico) son capaces de producir estrés oxidativo sobre Hyalella azteca,
reflejdndose en los incrementos de lipoperoxidacién y del contenido de
proteinas carboniladas, y en los cambios producidos en la actividad de las
enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx.
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