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EVALUACION DEL RIESGO ACUATICO DE SIETE PRODUCTOS
FARMACEUTICOS SOBRE Daphnia magna

AQUATIC RISK ASSESSMENT OF SEVEN PHARMACEUTICAL PRODUCTS ON

Daphnia magna

José lannacone! %y Lorena Alvarifio®

Resumen

La evaluacion ecotoxicoldgica de productos farmacéuticos en el ambiente acuatico
dulceacuicola es un area de investigacion emergente a nivel global. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar el efecto ecotoxicoldgico agudo de siete productos farmacéuticos ampliamente
usados en el Peru: cuatro antimicrobianos (Amoxicilina, Ciprofloxacino y Trimetoprima +
Sulfametoxazol), dos analgésicos (Ibuprofeno y Paracetamol), y un sedativo (Diazepan) sobre la
pulga del agua Daphnia magna Strauss, 1820 (Crustacea: Daphniidae), y su relacion con las
principales caracteristicas fisicoquimicas y de relacion de componentes de la molécula, y a partir
de estos resultados evaluar su riesgo ambiental acuatico. Las pruebas de toxicidad aguda se
evaluaron con cinco concentraciones mas un control o testigo, y con cuatro repeticiones, en un
disefio BCA de 6 x 4. Se observo la siguiente secuencia de ecotoxicidad decreciente en términos
de CLso (mg-L™) a 96 h de exposicion sobre D. magna: diazepan (17,1) > paracetamol (62.3) >
ibuprofeno (175) > ciprofloxacino (230.6) > trimetoprima (296) > sulfametoxazol (1480) >
amoxicilina (6950). No se encontr6 relacion entre el LogCLsy y la proporcién de producto
excretado, el logK,, Y la solubilidad de los farmacos empleados. La ecotoxicidad potencial indicd
que el diazepan ocasion6 el mayor riesgo en el ambiente acuético. En cambio a través del cociente
de riesgo solo el paracetamol produjo riesgo en el ambiente acuatico.
Palabras clave: Amoxicilina, Ciprofloxacino, Daphnia, Diazepan, lIbuprofeno, Paracetamol,
Sulfametoxazol, Trimetropima

Abstract

Ecotoxicological assessment of pharmaceutical products in freshwater environments is an
emergent research globally. The aim of this research was to evaluate acute ecotoxicological effects
of seven pharmaceutical products widely used in Peru: four antimicrobians (Amoxicillin,
Ciprofloxacin and Trimethoprim + Sulfamethoxazole), two analgesics (lIbuprofen and
Paracetamol), and a sedative (Diazepan) on freshwater flea Daphnia magna Strauss, 1820
(Crustacea: Daphniidae). Relationships with the main physicochemical characteristics and
molecule compounds were also assessed in order to evaluate environmental aquatic risks. Acute
toxicity test were evaluated with five concentrations plus a control, with four repetitions, using a
6 x 4 CRB design . The following decreasing ecotoxicity sequence in terms of LCs, (mg-L™) at 96
h of exposure on D. magna was observed: Diazepan (17.1) > Paracetamol (62.3) > lbuprofen
(175) > Ciprofloxacin (230.6) > Trimethoprim (296) > Sulfamethoxazole (1480) > Amoxicillin
(6950). Relationships between LogLCs, and excreted product proportion, logK,,, and solubility of
pharmaceutical products were not found. Potential ecotoxicity indicated that Diazepan caused the
highest aquatic risk. However, using the quotient risk only Paracetamol produced aquatic risk.
Key words: Amoxicillin, Ciprofloxacin, Daphnia, Diazepan, Ibuprofen, Paracetamol,
Trimethoprim

Introduccion.

Los productos farmacéuticos son sustancias que
intentan curar, mitigar o prevenir en su aplicacion en
el cuerpo humano o animal, de enfermedades,
sufrimiento, dafio corporal y problemas patoldgicos.
Los productos de cuidado personal y cosméticos
(PPCPs) como las fragancias, champus y cosméticos
en conjunto con los farmacos activos o emergentes
debido a su uso intenso y extensivo ingresan al
ambiente cada afio, y estiman que su cantidad es

similar al total de plaguicidas utilizados durante el
mismo periodo (Filho et al., 2007).

El uso desenfrenado de medicamentos debido a su
aporte continuo y persistencia, inclusive de sus
productos de degradacion estd ocasionado muchos
efectos no deseados en el ambiente acuatico como la
emergencia y transmisién de genes de resistencia a
antibidticos, dafio a las comunidades microbianas por
los desinfectantes, variacién en el ritmo de vida y en
las relaciones tréficas por los anestésicos, reduccion
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en la fertilidad y el cambio de la condicion sexual por
hormonas y efectos toxicos-reproductivos por drogas
citostaticas (Bila & Dezotti, 2003; Filho et al., 2007,
Kratz, 2008). Existe evidencia que muchos de estos
productos son persistentes en el ambiente y pueden
llegar a las aguas superficiales y subterraneas,
produciendo impactos en los organismos acuéaticos no
destinatarios, en muchas formas que incluye la
mortalidad, errores en la muda o eclosion,
deformidades anatdmicas, cambios subletales en el
crecimiento de las plantas, cambios en las proporcion
sexual de los organismos superiores, modificaciones
en los ciclos biogeoquimicos, etc. Muchas de estas
sustancias son encontradas en concentraciones de
ugL™ y ng-L? en desagiies domésticos, en aguas
superficiales y en el subsuelo (Bila & Dezotti, 2003).
Farmacos con diferentes estructuras, funciones vy
actividades como antibi6ticos, hormonas, anestésicos,
antihipertensivos, antiulcerosos, antilipémicos,
cardiovasculares, antidrepesivos, medios de contraste
de rayos X y antiinflamatorios entre otros han sido
detectados en diferentes matrices ambientales
acudticas (Bila & Dezotti, 2003). La principal forma
de eliminar estos residuos farmacéuticos es a través de
una eficiente remocién durante el tratamiento de las
aguas residuales (Jjemba, 2006; Filho et al., 2007).

Muchos de estos productos  quimicos
farmacéuticos aplicados en medicina humana y
veterinaria, son producidos y usados en grandes
volumenes a nivel mundial. Por ende, la evaluacion de
riesgos de estos productos farmacéuticos es un area de
investigacion emergente en el &mbito global (Halling-
Sgrensen et al., 1998; Daughton & Ternes, 1999;
Chapman, 2006; Jjemba, 2006). Una cantidad
desconocida de estos componentes son evacuados al
ambiente via las aguas residuales o cuando las heces
son usadas con residuos farmacéuticos para la
fertilizacion de tierras agricolas (Lutzhoft et al., 1999;
Backhaus et al., 2000; Kimmerer, 2003; Lalumera et
al., 2004; Woodward, 2006). Diferentes estudios han
demostrados que muchos farmacos y sus metabolitos
estan presentes en ambientes acuticos en varias partes
del mundo (Bila & Dezotti, 2003).

Debido a su rol clave en la comunidad
zooplanctonica, su facilidad de cultivo en condiciones
de laboratorio, ser partenogenética, produccién de un
alto numero de progenie en corto tiempo y a su
extensa distribucion geogréfica, Daphnia magna
Strauss 1820 (Crustacea: Daphniidae) es una especie
empleada ampliamente en ensayos ecotoxicolégicos
para evaluar sustancias quimicas puras, aguas
residuales domésticas e industriales, aguas
superficiales o subterraneas, agua potable, y lixiviados
entre otros (Castillo, 2004; Kallgvist et al., 2006;
Reynaldi et al., 2006; Tonkopii et al., 2008).

La investigacion del efecto ecotoxicolégico
proporciona mas solidez a la evaluacion de la calidad
de agua (Wong & Pak, 2004). Por este motivo el uso

de los bioensayos son extremadamente importantes
para determinar los efectos de los farmacos (Park &
Choi, 2008). Por medio de estos estudios se establecen
los criterios de calidad para la proteccion de la vida
acudtica, los que posteriormente, se usan para
determinar los estandares de calidad ambiental para
cada agente quimico (Burton & Nordstrom, 2004).
Los parametros de toxicidad mas comunmente
empleados son la concentracion letal media (CLs), la
concentracion  efectiva media (CEsp)) y la
concentracién de inhibicién media (Cls).

Amoxicilina es una penicilina semisintética
bactericida que inhibe la sintesis de la pared celular
bacteriana. Su accidn depende de su capacidad para
alcanzar y unirse a las proteinas que ligan penicilinas
localizadas en la membrana interna de la pared celular
bacteriana. Actla contra un amplio espectro de
microorganismos, tanto gram-positivos y gram-
negativos. Por esto se emplea a menudo como primer
remedio en infecciones tanto en medicina humana
como también en veterinaria. Se utiliza por via oral o
parenteral, aunque la forma parenteral (intramuscular
0 intravenosa) no estd aprobada en todos los paises
(Calvo & Martinez, 2009).

Ciprofloxacino es una fluoroquinolona bactericida
que actia intracelularmente  inhibiendo la
topoisomerasa Il y la topoisomerasa IV. Los
topoisomerasas son enzimas bacterianas esenciales
que son catalizadores criticos en la duplicacion,
trascripcion y reparacion del ADN bacteriano. ES un
antibiético usado para tratar ciertas infecciones
causadas por bacterias como la neumonia, gonorrea,
diarrea infecciosa, fiebre tifoidea, carbunco por
inhalacion (después de la exposicién a una fuente de
contaminacién), y las infecciones a los huesos,
articulaciones, la piel y las vias urinarias (Calvo &
Martinez, 2009).

El diazepan es una benzodiazepina que actla
como depresor del sistema nervioso central
produciendo, desde una leve sedacion hasta hipnosis o
coma dependiendo de la dosis. Puede ser administrada
por via oral, intramuscular, o intravenosa para la
ansiolisis (incluyendo desérdenes de ansiedad y de
panico),  actividad  anticonvulsiva,  sedacion
preoperatoria, desintoxicacién alcohdlica/delirium
tremens, y relajacion del musculo esquelético (Straub,
2008).

El ibuprofeno es un anti-inflamatorio no
esteroideo que inhibe la actividad de la enzima
ciclooxigenasa, dando lugar a una disminucion de
precursores de las prostaglandinas y de los
tromboxanos a partir del &cido araquidénico. Es
utilizado frecuentemente para el alivio sintomético del
dolor de cabeza (cefalea), dolor dental, dolor muscular
(mialgia), molestias de la menstruacion (dismenorrea),
sindrome febril, y dolor tras cirugia (postquirargico).
También se usa para tratar cuadros inflamatorios,
como los que se presentan en artritis, artritis
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reumatoide (AR) y artritis gotosa (Carabafio et al.,
2005).

El paracetamol es un para-aminofenol, analgésico
y antipirético efectivo, indicado para aliviar dolores
ligeros 0 moderados y para reducir la fiebre. Actla
inhibiendo la sintesis de prostaglandinas, mediadores
celulares responsables de la aparicion del dolor. Es un
medicamento con propiedades analgésicas, sin
propiedades antiinflamatorias clinicamente
significativas. En la actualidad es uno de los
analgésicos mas utilizados y no interactua con la gran
mayoria de los medicamentos (Carabafio et al., 2005).

Trimetoprima es un trimetoxibenzilpirimidina
antiséptico bacteriostatico de amplio espectro. Es un
anélogo estructural del acido para-aminobenzoico
(PABA) e inhibe competitivamente la dihidrofolato
reductasa. Suele presentarse en combinacién con el
sulfametoxazol, cuya combinacion recibe el nombre
de cotrimoxazol. El sulfametoxazol es wuna
sulfonamida eficaz empleada para el tratamiento
sistémico de infecciones bacterianas en el ser humano
(Calvo & Martinez, 2009).

Estos farmacos aplicados con propdsitos
medicinales pueden alcanzar finalmente al medio
dulceacuicola por rutas directas o indirectas
(Klmmerer, 2003; Brain et al., 2008). Sin embargo,
no se conoce adecuadamente las consecuencias
ecolégicas del ingreso de estas sustancias a los
cuerpos agua. Por ende, la evaluacion del efecto de
estos compuestos en organismos acudticos no
destinatarios, como la pulga de agua D. magna, a
través de una evaluacion del riesgo ecolégico
permitird tomar las medidas de mitigacion necesarias
para la proteccion de los ambientes acuaticos por
productos farmacéuticos (Zuccato et al., 2006).

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el
efecto toxicolégico agudo de siete productos
farmacéuticos: amoxicilina, ciprofloxacino,
trimetropima mas  sulfametoxazol, ibuprofeno,
paracetamol y diazepan sobre la pulga del agua D.
magna, y a partir de estos resultados evaluar el riesgo
ambiental acuético de estos productos.

Materiales y métodos.

Los bioensayos toxicolégicos agudos a 96 h de
exposicion de los siete productos farmacéuticos:
amoxicilina, ciprofloxacino, diazepan, ibuprofeno,
paracetamol y trimetoprima mas sulfametoxazol sobre
la pulga del agua D. magna se realizaron en la
Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Ricardo
Palma, Distrito de Santiago de Surco, Lima, Perd.
Productos farmacéuticos.

Con relacién al criterio de seleccion de seis
medicamentos (amoxicilina, ciprofloxacino, diazepan,
ibuprofeno, paracetamol, trimetoprima +
sulfametoxazol, wusado estos dos Ultimos en
combinacion) se tomé en consideracion lo reportado
por Jjemba (2006), quien sefiala que estos siete

productos farmacéuticos presentaban referencias con
relacion a sus  propiedades fisicoquimicas,
biodisponibilidad, proporcién o porcentaje excretado,
y cantidades detectadas en el ambiente con el fin de
proporcionar informacion para la interpretacion del
riesgo en el ambiente dulceacuicola, a partir de los
resultados obtenidos en los bioensayos. En adicién se
incluyé como criterio que los seis, son farmacos
ampliamente usados en el Perl. Para los siete
productos farmacéuticos 0 medicamentos
seleccionados se emplearon cinco concentraciones
nominales a partir de sus respectivos ingredientes
activos de los productos comerciales para ser usados
en los ensayos ecotoxicologicos con D. magna. Se
empled para la amoxicilina (Amoxil®) pastillas 500
mg, para ciprofloxacino (Ciproflox®) pastillas 500
mg, para diazepan (Valium®) pastillas 10 mg, para

ibuprofeno (DolomaxI®) pastillas 400 mg, para
paracetamol  (Panadol®) y finalmente para
trimetoprima y  sulfametoxazol  (cotrimoxazol)
(Bactrim®) pastillas de 160 y 800 mg,

respectivamente. Las concentraciones ha emplear
fueron determinadas empleando un factor de dilucién
de 0.5 usando agua embotellada (Cielo®), tomando en
consideracion los criterios de Jjemba (2006). Para el
diazepan se us6 etanol al 96% para disolver la
sustancia quimica.

Para cada uno de los productos farmacéuticos
empleados se obtuvo su formula quimica, su nimero
de registro CAS, su uso comun, su peso molecular, su
logK,w (Coeficiente octanol agua), su pKa (Constante
4cido Base), su CAE o PEC (Concentracion
Ambiental Esperada en mg L™, la proporcién de
producto excretado (%), su solubilidad, su relacién
C/O e H/O (Tablas 1 y 2) (Kummerer, 2004; Jjemba,
2006; Cooper et al., 2008).

Daphnia magna.

Hembras adultas se obtuvieron de un acuario del
distrito de Lince, Lima, Per(, y fueron llevadas al
laboratorio en recipientes plasticos de 2 L de
capacidad. Hembras partenogenéticas se colocaron en
el medio nutritivo ADaM. La preparacion del medio
se realiz6 de la siguiente forma: 9.9 g de sales
obtenidas por evaporacion del agua de mar se
adicionaron a 60 L de agua de grifo declorinada,
reposada y hiperoxigenada durante 24 h. Luego se
agregd 138 mL de una solucién de cloruro de calcio
(117.6 g -L™), 132 mL de una solucién de bicarbonato
de sodio (25.2 g- L") y 6 mL de una solucién de
Oxido de Selenio (0.07 g L™) (Kliittgen et al., 1994).
Los cultivos parciales se mantuvieron a una
temperatura de 21+2°C y a un fotoperiodo
aproximadamente de 12:12. El oxigeno disuelto tuvo
una concentracion sobre 6 mg-L™ al ser determinado
por el método de Winlkler (Castillo, 2004). Para el
desarrollo de la prueba de toxicidad aguda con D.
magna se emplearon cohortes de neonatos (< 24 h de
nacidos). La duracidn total de la prueba fue de 96 h de
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exposicion. Se emple6 un factor de dilucién de 0,5. A
cada envase circular de 250 mL se procedi6 a agregar
100 mL de cada una de las concentraciones de las
sustancias quimicas empleadas, a los que se
transfirieron diez neonatos de D. magna. Se uso la
carencia de movilidad o la ausencia de ritmo cardiaco
a 15 s de observacion al microscopio estereoscopio
como criterio de mortalidad. Antes de efectuar las
lecturas se agitd los envases en forma circular para
reactivar el movimiento de los organismos que se
posaban inmoviles en el fondo (Castillo, 2004).
Disefio y andlisis estadistico

Las pruebas de ecotoxicidad aguda fueron
evaluadas en cinco concentraciones, mas un control o
testigo, y con cuatro repeticiones, en un disefio en
blogue completamente aleatorizado (DBCA) de 6 x 4.
En todos los casos la eficacia de los tratamientos se
determiné a través de un andlisis de Varianza
(ANDEVA) de dos vias, previa transformacion de los
porcentajes de mortalidad a raiz cuadrada del
arcoseno, con el fin de ajustar los datos a la
distribucion normal. En el caso de diferencias
significativas entre los tratamientos se realizé una
Prueba de Significacion DVS  (Diferencia
Verdaderamente Significativa) de Tukey. La CLsy Y
sus respectivos limites de confianza al 95 %, se
calcularon usando el programa computarizado EPA -
Probit version 1.5. Se determiné el valor de NOEC
(Concentracion de efectos no observables) a 96 h de
exposicion, como aquella concentracién en la que no
existen diferencias con el control. Se correlaciond la
CLsp con los principales pardmetros fisicoquimicos de
cada uno de los productos farmacedticos. La Relacién
agudo-crénico (RAE) se calculé como la proporcion
entre la CLsy a 96 h y el valor de NOEC a 96 h. La
ecotoxicidad potencial (EP) = T/(CAE x NOEC 96 h),
donde T = Tiempo de residencia en el ambiente o
biodisponibilidad considerando una descarga continua
de 365 dias, la concentracion en el ambiente o
degradabilidad (CAE) y finalmente el valor de NOEC
a 96 h de exposicion (Jjemba, 2006). En adicién se

riesgo de los siete productos en el ambiente acuatico
dulceacuicola (Halling-Sorensen et al., 2000). La
caracterizacion del riesgo se estim6 a partir del CR
determinado de la relacion de la evaluacion de
exposicion PEC (concentracién ambiental en el agua
en mgL?) y del efecto de evaluacion PNEC
(concentracion ambiental de toxicidad en agua en
mg-L™* usando el peor escenario sin degradacion en el
ambiente dulceacuicola). Los valores de PEC fueron
obtenidos para amoxicilina, diazepan, ibuprofeno,
sulfametoxazol y paracetamol de Klmmerer (2004) y
para ciprofloxacino y trimetoprima de Halling-
Sgrensen et al. (2000). Se tomaron en consideracion
todas las asunciones propuestas por Halling-Sérensen
et al. (2000) para su determinacion a partir de la
siguiente formula: PEC = A x (100-R) /(365x P x V x
D x 100) donde A = la cantidad empleada por afio
(kg-afio™), R es el porcentaje de remocion (siendo cero
en las peores condiciones sin degradacién), V es el
volumen de desagiie per capita por dia (0.2 m®). P es
la poblacion en millones que usa el producto
farmacéutico, D es el factor de dilucién de 10) y A es
el tiempo de retencién hidraulica igual a 10 h. Los
valores de PNEC de cada producto farmacéutico se
determinaron de la relacion [CLsy a 96 h de exposicion
para D. magna para cada uno de los siete productos
farmacéutico/100] a partir de las guias de la OECD
empleando un factor de seguridad de 100 (OECD,
1992).

Resultados.

La Tabla 1 nos indica la formula quimica, CAS,
uso comun, peso molecular, logK,,, pKa, CAE o
PEC, proporcion del producto excretado y la
solubilidad en agua de los siete productos
farmacéuticos y productos de cuidado personal
(PPCPs). Se observé la siguiente secuencia de
ecotoxicidad decreciente en términos de CLsy (Mmg-L
b: diazepan (17.1) > paracetamol (62.3) >ibuprofeno
(175) > ciprofloxacino (230) > trimetoprima (296) >
sulfametoxazol (1480) > amoxicilina (6950) (Tabla 2).

Tabla 1.- Principales caracteristicas fisicoquimicas de productos farmacéuticos y productos de cuidado
personal (PPCPs) empleados sobre Daphnia magna. pKA = constante acido base. K,, = coeficiente octanol

agua. CAE = Concentracion ambiental esperada. Prop-Exc. =

sulfametoxazol = cotrimoxazol.

Proporcién excretado. Trimetroprima +

Peso CAE Prop.Exc.  Solubilidad
PPCPs Formula quimica CAS uso comin Molecular logK,, pka (ug-L™) (%) en agua
Amoxicilina C16H1sN30s3H,O  61336-70-7 antibiético 365.4 0.87 24 3.13 80-90 4000
Ciprofloxacino  Cy7H1sFN3;O3HCI  85721-33-1 antibiético 3313 1.32 5.9 2.44 83.7 10000
Diazepan C16H13CIN,O 439-14-5 sedativo 284.7 2.98 34 0.12 1 10
Ibuprofeno C13H150, 15687-271 analgésico 206.3 3.14 5.2 18.92 1-8 10
Paracetamol CgHyNO, 103-90-2 analgésico 151.2 0.89 9.4 15.69 <5 100
Trimetoprima C14H15N4O4 738705 antibacteriano 290.3 1.43 6.6 1.26 60 400
Sulfametoxazol C10H11N305S 723-46-6 antibacteriano 253.3 0.86 6.0 0.15 15 10

Extraida de Kummerer (2004), Jjemba (2006) y Cooper et al. (2008).

empled el cociente de riesgo (CR) para determinar el

La Tabla 3 nos indica el porcentaje de mortalidad
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en D. magna por accion de cada una de las cinco
concentraciones  (mg-L™?) de siete productos
farmacéuticos y productos de cuidado personal
(PPCPs) a 96 h de exposicion. De igual forma se
sefialan para todos los casos los valores del estadistico
de Fisher (F) segun el ANDEVA vy los valores de
significancia estadistica <0.001. No se observaron
diferencias significativas entre las repeticiones para

la:amoxicilina

relacion a la proporcion C/O se encontrd la siguiente
secuencia en orden decreciente: diazepan > ibuprofeno
> ciprofloxacino > trimetoprima > paracetamol >
sulfametoxazol > amoxicilina. Para la relacion H/O se
vio la siguiente secuencia similar en orden
decreciente: diazepan > ibuprofeno > ciprofloxacino =
trimetoprima > paracetamol > sulfametoxazol >
amoxicilina (Tabla 2). EI RAC mostr6 la siguiente

1b:ciprofloxacina

35 100
> L
30
80
25
20 4 609
£ £
8 15 8
40 A
10 4
20 |
5]
0 ! ! . 0 ; ! .
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
Concentracion
Concentracion
1c: diazepam 1d:ibuprofeno
l 100 A A
80 4
c 60 4
L £
X
40 4
20 4
i ' ' 0 ! ! ! ! !
0 10 2 30 40 50 [) 200 400 600 800 1000 1200

Concentracion

le:paracetamol

% m

T
0 500 1000 1500 2000

Concentracién

Concentracion

1f: trimetoprimay sulfametoxazol

100 1 L

80 -

60

|
40 4 . ]
—&— Trimetoprima
20 4 & Sulfametoxazol
|
0 T T T T T
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000

Concentracién

Figura 1. Curvas de concentracion (mg-L™) versus mortalidad de siete productos farmacéuticos sobre

Daphnia magna.

los bioensayos con D. magna con cada producto
farmacéutico. La fig. 1 nos muestras las curvas de
concentracién de los seis PPCPs versus el porcentaje
de mortalidad de D. magna a 96 h de exposicion. Con

secuencia en orden decreciente: amoxicilina >
trimetoprima = sulfametoxazol > ciprofloxacino >
ibuprofeno > diazepan > paracetamol. La EP nos
indicé el siguiente ordenamiento descendente:
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diazepan > sulfametoxazol > trimetoprima >
ciprofloxacino > paracetamol > ibuprofeno >
amoxicilina (Tabla 2). La Tabla 4 nos muestra que
solo el paracetamol provocé riesgo en el ambiente
acuatico al ser su cociente de riesgo mayor a 1.
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Figura 2. Relacion entre el logCLsy para siete
productos farmacéuticos sobre Daphnia magna y su
logKow.
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Figura 3. Relacion entre log CLs, para siete
productos farmacéuticos sobre Daphnia magna y su
solubilidad.
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Figura 4. Relacion entre logCLsy de siete
productos farmacéuticos sobre Daphnia magna y
la proporcién de producto excretado (%).

No se observaron correlaciones significativas
entre el logCLs, de los PPCPs y sus logKow (r = -
0.60 y P=0.15) (Figura 2). De igual forma se vio una
ausencia de correlacion entre el logCLsg de los PPCPs

y la solubilidad (r = 0.24 y P= 0.60) (Figura 3).
Finalmente, se encontrd una ausencia de correlacion
significativa entre la proporcién excretada (%) de
PPCPs y el logCLs, (r = 0.59 y P= 0.15) (Figura 4).

Discusion.

La existencia muy elevada de farmacos activos en
el ambiente acuatico estimula ha realizar mayores
estudios de impacto ambiental (Brain et al., 2008). Sin
embargo los estudios ecotoxicoldgicos levantados por
muchos investigadores para identificar farmacos
potencialmente peligrosos para el medio ambiente son
aun insuficientes (Bila & Dezotti, 2003). Algunos
investigadores han analizado el riesgo potencial de
algunos farmacos en el medio ambiente a través de la
biodegradabilidad, del destino ambiental y de las
pruebas de toxicidad con organismos acuaticos
(Castiglioni et al., 2004; Brain et al., 2008; Choi et al.,
2008; Park & Choi, 2008).

El diazepan fue la sustancia quimica que presentd
la mayor ecotoxicidad potencial y la mayor CLs, a 96
h (17.1 mg-L™) sobre D. magna en comparacion con
los otros productos farmacéuticos (Tabla 2). El valor
de CLs obtenido es bastante similar a lo registrado en
la literatura por otros autores, de 4.3 a 14 mg-L" a 24
h de exposicion. Los peces como Oncorhynkus mykiss
(Walbaum 1792) a 96 h de exposicion presentaron
menor sensibilidad al diazepan (84 mg-L™) y las algas
como Scenedesmus subspicatus Chodat,1926 vy
Synechococcus  leopoliensis  (Raciborski,  1849)
Komarek, 1932 presentaron valores similar al de D.
magna (Cls, de 3.11 y 11.9 mg-L™, respectivamente)
(Straub, 2008).

El sulfametoxazol y la trimetoprima que fueron
evaluados como una mezcla presentaron en secuencia
al diazepan una alta ecotoxicidad potencial sobre D.
magna (Tabla 2). La trimetoprima y el sulfametoxazol
al ser evaluados en comparacion con otros nueve
antibidticos, se encontraron entre los mas tdxicos
sobre Vibrio fischeri (Beijerinck 1889) Lehmann &
Neumann 1896, D. magna, Moina macrocopa (Straus
1820) y Oryzias latipes (Temminck and Schlegel,
1846) (Park & Choi, 2008; De Liguoro et al., 2009).
Algunos investigadores al emplear el procedimiento
del CR encontraron que el sulfametoxazol y la
amoxicilina presentan valores que exceden la unidad y
presentan riesgo potencial ecoldgico en el ambiente
dulceacuicola (Choi et al., 2008; Siemens et al.,
2008). Sin embargo, nuestros resultados con D.
magna con estas dos sustancias mostraron ausencia de
riesgo ambiental segin el CR (Tabla 3). Yang et al.
(2008) han encontrado al evaluar la Cls en 12 agentes
antibacterianos sobre la microalga
Pseudokirchneriella subcapitata (Hindak 1990) que el
ciprofloxacino y la trimetoprima presentaron poca
toxicidad. De 10 productos farmacéuticos en Korea,
una evaluacion de riesgos indicO que el
sulfametoxazol presenté un CR de 6.3 empleando D.
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magna, V. fischeri y O. latipes (Kim et al., 2007).
En el caso del ibuprofeno se han encontrado

Tabla 2.- Principales caracteristicas toxicologicas y de relacién de componentes El
de productos farmacéuticos y productos de cuidado personal (PPCPs) empleados
sobre Daphnia magna. RAC = Relacidon agudo crdénico. EP = Ecotoxicidad
Potencial. Trimetroprima + sulfametoxazol = cotrimoxazol.

paracetamol a valores de 2 mg-L™* en el zooplancton y
en los protozoos, y para los rotiferos en 8 mg-L™* a 48
h de exposicidn.
ciprofloxacino
usado sobre D. magna
produjo un valor de Clg, a
96 h de 230.6 mg-L™. El

PPCPs Clso(mg-L?) Relacién C/O  Relacion HHO  RAC EP ciprofloxacino no  ha
Amoxicilina 6950 2.7 3.1 278  466x10° OC?,S'OgadO EfeCtdos en el
Ciprofloxacino 230.6 5.2 6 184  0.001196 aG”ar'ﬁr?]a?us op ;trétr']"‘i;‘;

Diazepan 17.1 16 13 0.68 0.12 . larvas del  trichéptero
Ibuprofeno 175 6.5 9 116 1.28x10 Lepidostoma  liba  Ross
Trimetoprima 296 4.8 6 2.36 0.0023 observaron  efectos del
Sulfametoxazol 1480 33 3.6 2.36 0.0038 ciprofloxacino en las

Tabla 3.- Porcentajes de mortalidad en Daphnia magna por accién de cada una de las cinco concentraciones
(mg-L™) de siete productos farmacéuticos y productos de cuidado personal (PPCPs) a 96 h de exposicion.

Amoxicilina Ciprofloxacino  Diazepan Ibuprofeno Paracetamol Trimetoprima  Sulfametoxazol
Conc. %m Conc. %m Conc. %m Conc. % m Conc. %m Conc. %m Conc. % m
0 Oa 0 Oa 0 Oa 0 Oa 0 Oa 0 Oa 0 Oa
125 7.7a 125 33.2b 312 0a 75 2.5a 125 675b 125 16.1b 625 16.1b
250 15.4ab 250 58.2c 6.25 3.7a 150 20b 250 70.2b 250 52.1c 1250 52.1c
500 23,1b 500 63.8c 125 9.4a 300 100c 500 75.6b 500 55.1¢c 2500 55.1c
1000 25.7bc 1000 83.3d 25 944b 600 100c 1000 83.7b 1000 100d 5000 100d
2000 33.3c 2000 97.2d 50 100b 1200 100c 2000  100c 2000 100d 10000 100d
F 421 91.8 81.1 84.3 88.7 92.2 89.5
Sig.  <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

Conc. = Concentracién. % m= porcentaje de mortalidad. F=

Estadistico de Fisher segun el andlisis de Varianza. Sig. =

significancia. Letras minGsculas iguales en una misma columna sefialan que los promedios de mortalidad son estadisticamente

iguales segun la prueba de Tukey (P > 0.05).

valores de CLso @ 96 h (175 mg-L™) sobre D. magna.
Registros en la literatura con D. magna a 48 h
mostré
un valor de CLg de 556 mgL™ Un analisis
comparativo ha mostrado en Lepomis macrochirus
Rafinesque 1819 a 96 h y P. subcapitata
(=Selenastrum capricornutum Printz of Skulberg,
1964) valores de CEs, de 173 y > 30 mg-L™. Otro
autor como Heckmann (2007) han encontrado
menores valores en D. magna de CEs, a 48 h entre 10
a100 mg Ly de 13.4 mg L™ a 14 dias de

comunidades microbianas acuaticas (Maul et al.,
2006). Robinson et al. (2005) al evaluar siete
antibidticos floroquinolénicos sobre cinco organismos
acuaticos Microcystis aeruginosa (Kutzing 1846)
Lemmermann, 1907, Lemna minor Linnaeus, 1753, P.
subcapitata, D. magna y Pimephales promelas
Rafinesque 1820, encontraron que el ciprofloxacino
solo en M. aeruginosa provocé riesgo en el agua
superficial.

exposicion.  Pounds et al.  (2008) Tabla 4. Cociente de riesgo estimado siete productos

encontraron en Planorbis carinatus Miller,  farmacéuticos y productos de cuidado personal (PPCPs).

1774 valores menores a los observados en PPCPs PEC (mgL®) PNEC (mgL™) Cociente de riesgo

¢l presente estudio de 17.1 mg L-1a72h == Cinn 0.0107 69.50 15x10%

de exposicion. i . 4
Con relacién al paracetamol sobre D.  CiProfloxacino 0.00067 2.30 2.9x10

magna fue observado un valor de CLs, @ 96 Diazepan 0.0027 0.17 0.015

h de 62.3 mg:-L™ y es el Gnico farmaco que Ibuprofeno 0.10 175 0.057

en el presente estudio present6 un CR Paracetamol 0.63 0.62 1.01

mayor a 1 debido a que el valor de efecto  Trimetoprima 0.00017 2.96 5.74 x 10°

en D. magna fue mayor que el valor de  suifametoxazol 0.00674 14.80 45510

exposicion esperado. Touliabah et al.
(2008) han observado efectos toxicos del

PNEC = CLs, /100 (OECD, 1992). PEC para Amoxicilina, diazepan, ibuprofeno,
sulfametoxazol y paracetamol fueron tomados de Kimmerer (2004). PEC para

Ciprofloxacino y Trimetoprima fueron tomados de Halling-Sérensen et al. (2000).
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Una evaluacion de riesgos ecolédgicos de 13
antibidticos en Korea ha mostrado que la amoxicilina
se encuentra entre los tres productos cuyo CR excede
a 1 y por ende provoca riesgos de efectos toxicos
agudos (Lee et al., 2008). De igual manera una
evaluacion ambiental acuatica de los farmacéuticos
mas empleados en Inglaterra mostr6 que la
amoxicilina y el paracetamol estuvieron entre los
cuatro farmacos que excedieron el CR en 1 (Jones et
al., 2002). En nuestro estudio solo el paracetamol por
el CR, presentd riesgo en el ambiente acuéatico
dulceacuicola; y por el contrario la amoxicilina
present6 los valores de CLsy de menor toxicidad y de
menor CR entre los farmacos ensayados (Tabla 3).

Con relacidn a los parametros fisico-quimicos las
drogas poco metabolizadas y altamente excretadas en
los sistemas animales son poco degradadas en el
ambiente. Todos los farmacos evaluados en el
presente estudio presentan bajos log Kow con valores
menores a 5, lo que evidencian que no son muy

lipofilicos (Jjemba, 2006). Para los farmacos
evaluados, la solubilidad, el logKow, el pKa y el
porcentaje  excretado ampliamente usado en

condiciones clinicas, no nos predicen por si solos
adecuadamente el riesgo ambiental al no relacionarse
con diversos parametros de toxicidad de los productos
farmaceuticos. En el presente estudio no se encontrd
relacion significativa entre el log CLs, de los PPCPs y
sus log Kow, solubilidad y % excretado del PPCPs.
De igual forma, Jjemba (2006) para 81 PPCPs
encontro que la solubilidad, el log Kow (indicador de
lipofilidad del compuesto) y pKa no se encuentran
relacionados, ni predicen el comportamiento de los
PPCPs en el ambiente o su concentracion en el
ambiente. Se ha indicado que bajos valores de log
Kow para los siete PPCPs como los mostrados en el
presente trabajo, pudieran reducir su afinidad al suelo,
sedimentos, metales y materia orgénica disuelta en el
agua e incrementar la biodisponibilidad del compuesto
en el ambiente; y por otro lado estos bajos valores
podrian sefialar una mayor polaridad de los siete
PPCPs por aumento en la sustitucion de oxigeno por
halégenos en la relacion C/O y H/O vy facilitar su
ingreso dentro de la célula. Sin embargo,
sorprendentemente no se observé en el presente
estudio que el log Kow de estos siete PPCPs se
encontrard asociado con el log CLs, de los PPCPs. De
igual forma la solubilidad y el % excretado del PPCPs
no se relacionaron con el log CLs, de los PPCPs
posiblemente debido a que el ambiente es un sistema
abierto y la solubilidad y degradabilidad dependen de
una amplia variedad de factores como el pH, metales y
sales existentes, y temperaturas fluctuantes. Un bajo
% excretado por una alta capacidad de metabolismo
en un sistema animal pudiera sefialar una mayor
capacidad de degradacion en el ambiente, y por ende
una menor toxicidad. Sin embargo, el metabolito
excretado no siempre es de menor toxicidad que la

sustancia original, y en muchos casos es mucho mas
toxico (Halling-Sarensen et al., 1998; Jjemba, 2006).

En este estudio se han empleado diferentes
combinaciones de datos toxicolégicos y fisico-
quimicos para la evaluacién del riesgo ambiental en el
ambiente dulceacuicola empleando D. magna. Cooper
et al. (2008) han encontrado diferentes componentes
identificados como de alto riesgo segin el método
empleado. De igual forma se observan resultados no
congruentes con la EP y CR para determinar el riesgo
en el ambiente acuatico dulceacuicola. Segln la EP,
los tres farmacéuticos con mayor riesgo son:
Diazepan, trimetoprima y sulfametoxazol. En cambio,
por el CR solo el paracetamol provoca riesgo.
Nuestros resultados no excluyen el efecto potencial de
toxicidad crénica en el ambiente de estos farmacos
ensayados, como también ha sido sefialado por Lee
et al. (2008).
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