UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN
CRISTOBAL DE HUAMANGA

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

ESCUELA DE FORMACION PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA

Toxicidad de tres farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs) sobre estados inmaduros de
Rhinella spinulosa. Ayacucho 2014.

TESIS PARA OBTENER EL TITULO PROFESIONAL DE
QUIMICO FARMACEUTICA

PRESENTADO POR:
Bach. RAYME CHALCO, Marisol

AYACUCHO - PERU

2015



Acta de Sustentacion de Tesis
R.D.N° 043 — FC de la S- UNSCH-2015
Bach. Marisol RAYME CHALCO

En la ciudad de Ayacucho, siendo las 4:10; de la tarde del dia once de agosto del
dos mil quince en el auditorio de la Facultad de Ciencias Biolégicas, con la
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RESUMEN

El agua es un liquido vital para la existencia de todos los organismos vivos. Sin
embargo este recurso se encuentra amenazado por el rapido crecimiento de la
poblacién y la contaminacién. La toxicidad producida por contaminantes como
metales pesados, hidrocarburos y plaguicidas en ambientes acuaticos han sido
ampliamente evaluada, pero pocos son los estudios sobre el efecto de los
productos farmacéuticos, por lo que se desarrollé este trabajo de investigacion
teniendo como objetivo evaluar ia toxicidad de tres farmacos AINEs (ibuprofeno,
naproxeno y diclofenaco) con diferentes concentraciones en dos tiempos de
exposicién (24 y 48 horas) sobre estados inmaduros de Rhinella spinulosa,
experimento que se realizd en el laboratorio de Biodiversidad y Sistema de
Informacién Geografica de la Facultad de Ciencias Biologicas, para lo cual se
construyeron 40 unidades de experimentales constituidas por envases de
plastico de 1 litro de capacidad, con la respectiva concentracién de cada farmaco
ademas de contar con unidades de control sin presencia de farmaco. En cada
unidad experimental se colocé 10 unidades de estadios inmaduros de Rhinella
spinulosa con un tamafo aproximado de 2 a 2,5 cm, en cada uno de los
envases, para luego determinar la mortalidad generada durante las 24 y 48
horas de exposicion. De los resultados se puede observar que los porcentajes de
mortalidad para cada farmaco fueron estadisticamente diferentes (p<0,05),
segun las concentracion de los farmacos en las unidades experimentales,
registrandose para el ibuprofeno mortalidades de 43,33 y 100% a 40,00 y 80
mg/L de concentracion durante 24 horas y 40,00; 76,67 y 100% a 10,00; 20,00 y
40,00 mg/L de concentracion a las 48 horas de exposicién, para el naproxeno se
obtuvo una mortalidad de 3,33 y 13,33% a 32,00 y 64,00 mg/L a las 24 horas y
23,33; 26,67, 50,00 y 73,33% a las 8,00; 16,00; 32,00 y 64,00 mg/L de
concentraciéon a las 48 horas de exposicion, finalmente para el diclofenaco se
registré mortalidades de 13,33 y 100,00% a 60,00 y 120,00 mg/L a las 24 horas y
23,33; 60,00, 90,00 y 100,00% a 15,00; 30,00; 60,00 y 120,00 mg/L a las 48
horas, mostrando asi para los tres farmacos estudiados, que a medida que se
incremente la concentracidon, aumenta el porcentaje de mortalidad. La
concentracion letal media para los farmacos ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco
fueron de 68,6 mg/L, 106,6 mg/L y 120 mg/L respectivamente a las 24 horas de
exposicién y de 13,47 mg/L, 104,6 mg/L y 29,8 mg/L respectivamente a las 48
horas, mostrando asi que la concentracion letal media disminuye a medida que
el tiempo de exposicion se incrementa.

Palabras clave: Toxicidad, AINEs, Rhinella spinulosa.
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I INTRODUCCION
El agua es un liquido vital para la existencia de todos los organismos vivos. Sin
embargo, este recurso se encuentra amenazado por el rapido crecimiento de la
poblacion, la contaminacion producida por contaminantes como metales
pesados, hidrocarburos y plaguicidas en ambientes acuaticos ha sido
ampliamente evaluadé,' pero pocos son los estudios sobre el efecto de los
productos farmacéuticos.’

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 patolégicos. Los productos de cuidado
personal y cosméticos como las fragancias, champls y cosméticos en conjunto
con los farmacos activos o emergentes debido a su uso intenso y extensivo
ingresan al ambiente cada afo, y estiman que su cantidad es similar al total de
plaguicidas utilizados durante el mismo periodo.? Estos productos farmacéuticos,
tales como analgésicos, antiinflamatorios, antibiéticos, anticonvulsivantes,
psiquiatricos, hormonas y otros, se han encontrado en cuerpos de agua
alrededor de todo el mundo, siendo introducidos al ambiente después del 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 los rios.

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 fertilizacién de tierras agricolas.’

Una de las formas mas comunes para detectar las alteraciones, es mediante
estudios ecotoxicolégicos que determina los efectos de las concentraciones

crecientes de los compuestos de los farmacos generando informacion de la



concentracion maxima permisible en los cuerpos de agua, sin que cause dafio
significativo a los organismos acuaticos.

Se empled los estadios inmaduros del Rhinella spinulosa como organismo de
prueba, para el estudio del efecto de los farmacos, se fundamenta en que estos
seres vivos son resistentes a las aguas contaminadas, ya que su habitat es por
lo general en aguas estancadas, ademas de la disponibilidad de individuos en
grandes cantidades en las estaciones de verano.

Por lo mismo, se utiliz tres farmacos, en cuatro concentraciones crecientes y en
dos tiempos de exposicion como agentes de toxicidad sobre los estadios
inmaduros del Rhinella spinulosa, bioensayos que se realizd en los ambientes de
Laboratorio de la Facultad de Ciencias Biolégicas, durante los meses de
noviembre a diciembre del 2014

Objetivos generales

Evaluar la toxicidad de tres farmacos AINEs (ibuprofeno, naproxeno y
diclofenaco) con diferentes concentraciones en dos tiempos de exposicion (24 y
48 horas) sobre estados inmaduros de Rhinella spinulosa.

Objetivos especificos

1. Determinar el porcentaje de mortalidad de los estados inmaduros de Rhinella
spinulosa, sometidas a tres farmacos AINEs (ibuprofeno, naproxeno y
diclofenaco) en dos tiempos de exposicion.

2. Calcular la concentracion letal media (CLs,) de tres farmacos AINEs
(ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco), en dos tiempos de exposicién sobre
los estados inmaduros de Rhinella spinulosa.

3. Comparar la mortalidad y la concentracion letal media (CLso) generado por
tres farmacos AINEs (ibuprofeno, nabroxeno y diclofenaco) en dos tiempos
de exposicion los estados inmaduros de Rhinella spinulosa.



Il. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes

De acuerdo a la informacion hallada respecto al problema planteado, se encontré
los siguientes trabajos que se detallan a continuacion:

Jiménez,* menciona en un trabajo de investigacién que los residuos de
productos farmacéuticos representan un riesgo ambiental debido a su
persistencia y distribucién en el agua, en el suelo, en el aire y en los alimentos.
Su amplio uso hospitalario, veterinario y doméstico aumenta sus descargas y la
de sus productos de transformacién en el ambiente, y su toxicidad se manifiesta
en los componentes vivos de los ecosistemas. El desarrollo de métodos de
tratamiento de muestra y de técnicas instrumentales de analisis ha permitido
monitorear a sus bajas concentraciones a lo largo de los componentes de los
ecosistemas acuaticos, del suelo y su biomagnificacion en las cadenas froficas.
Asimismo, se desarrollan ensayos in vifro e in vivo para determinar su
ecotoxicidad, clasificandolos como contaminantes emergentes, cuyas descargas
no son cuantificables, pero su impacto sobre los ecosistemas es cronico y de
graves repercusionés para la salud publica mundial. Esta revision compila
investigaciones de los ultimos diez afios acerca de la presencia de algunos
farmacos en los cuerpos de agua, al igual que llama la atencién del impacto de la

actividad farmaceéutica sobre el ambiente.

Borgmann et al.,® realizan una investigacion de una mezcla de siete agentes
farmacéuticos comunes (paracetamol, diclofenaco, gemfibrozilo, ibuprofeno,
naproxeno, acido salicilico, y triclosan) para determinar sus efectos sobre el
Hyalella azteca anfipodo de agua dulce mas de tres generaciones. La
concentracién objetivo de cada producto quimico (100 ng I') era representativo
de la gama superior observado para estas sustancias en las aguas frescas de
Canada, excepto en las inmediaciones de las descargas de efluentes. No se



observaron efectos estadisticamente- significativos en la supervivencia, el
apareamiento, el tamarfio del cuerpo o la reproduccion. La proporcién de sexos
cambié ligeramente a un 17% mas a los hombres. Los siete medicamentos
probados no parecen ser sustancias de gran preocupacién para la mayoria de
los canadienses Hyalella en aguas dulces, pero los impactos mas significativos

pueden ser observados en areas cercanas a las descargas de efluentes.

Heckmann et al.,® mencionlan de acuerdo a un frabajo de investigacion que el
farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE) ibuprofeno (IB) es un farmaco
ampliamente utilizado que se puede encontrar en varios ecosistemas de agua
dulce. Estudios de toxicidad aguda con Daphnia magna indican que en 48 horas
CEsD (inmovilizacion) es 10-100 mg IB I-1. Sin embargo, actualmente no existen
datos de toxicidad cronica del IB en las poblaciones de artropodos, y los
impactos de vida acuatica de tales farmacos analgésicos aun no estan definidas.
Se realizé6 una exposicion de 14 dias de Daphnia magna a IB como un
compuesto modelo (rango de concentracién: 0, 20, 40 y 80 mg IB I-1) medir los
efectos crénicos en los rasgos de historia de vida y el desempefio de la
poblacién. Tasa de crecimiento se redujo significativamente en todas las
concentraciones del 1B, aunque la supervivencia so6lo se afecté a 80 mg IB I-1.
Reproduccion, sin embargo, se vio afectada en concentraciones inferiores de 1B
(de 14 dias de ECgs de 13,4 mg IB I-1), y se inhibi6 completamente a la
concentracion de ensayo mas alta. Los resultados de este estudio indican que
las consecuencias a largo plazo de la poblacién de crustaceos de una exposicién
IB crénica a concentraciones ambientales realistas (ng L-1 a L-1 mg) lo mas
probable es de menor importancia. Se discuten los resultados en relacién con los
estudios gendmicos recientes, que sugieren que el mecanismo potencial de
toxicidad en Daphnia magna es similar al modo de accién en los mamiferos,
donde IB inhibe la biosintesis de eicosanoides.

El estudio de contaminantes emergentes, entre ellos los compuestos
farmacéuticos, se ha convertido en una de las mayores inquietudes en
investigaciones ambientales actuales. Por lo que Elorriaga et al.,” mencionan
que los farmacos son utilizados en grandes cantidades y variedad. Dando una
importante fraccion luego de su ingesta que se excreta por el individuo, a través
de orina y heces, ingresando de manera continua a aguas residuales. Los

tratamientos de depuracién resultan ineficientes para su completa eliminacién. El



perfil de composicién 'y niveles de concentracion encontrados varian
dependiendo del pais y consumo. Los efectos letales sugieren un bajo riesgo eco
toxicolégico, aunque al considerarse efectos subletales y cronicos esta situacion
es diferente. Los organismos acuaticos resultan expuestos a bajas
concentraciones de forma continua durante el ciclo de vida, observandose
efectos adversos asociados (ej.: sobre crecimiento y reproduccion, alteraciones
morfologicas, genotoxicidad, entre otros). Si bien aun no suponen un riesgo
inmediato para humanos, estan siendo incorporados a listados en estandares de
calidad de agua de bebida. El objetivo del presente trabajo es‘analizar resultados
obtenidos en monitoreos de descargas cloacales y aguas superficiales del pais,
compuestos prevalentes y concentraciones, identificar y categorizar cuerpos
receptores y su incidencia sobre la calidad de agua, contrastarlos con datos de
otras partes del mundo. Se colectaron muestras de vertidos cloacales (crudos o
con tratamiento primario) y en aguas superficiales (estuario del Rio de la Plata,
lagunas pampeanas, afluentes del Rio Parand). Las determinaciones se
realizaron por SPE-HPLC/DAD/MS. Los compuestos prevalentes fueron:
analgésicos y antiinflamatorios no esteroides, antibidticos, antiepilépticos, beta-
bloqueantes, estimulantes. Se observaron diferentes perfiles de compuestos
detectados en zonas urbanas, comparadas con las rurales. Se concluye que es
necesario incrementar el conocimiento sobre esta nueva generacion de
contaminantes, para proponer los mecanismos de tratamiento del agua, con el
fin de garantizar una calidad idénea y sin efectos para la salud humana y los

organismos acuaticos.

Gomez et al.,’> mencionan que los problemas ecolégicos producidos en el medio
ambiente acuatico son debidos, entre otros factores, a la contaminacién del agua
por diferentes xenobibticos tales como metales pesados y compuestos organicos
(hidrocarburos y plaguicidas). Actualmente los medicamentos se han convertido
en una fuente importante de contaminacién. Los contaminantes derivados de
principios activos farmacéuticos (PAF) muestran una gran persistencia en
ambientes acuaticos y su posible efecto toxicolégico en cuerpos de agua no esta
comprobado ya que estan presentes en concentraciones traza, pero la
exposicion crénica a niveles bajos de multiples sustancias bioactivas es una
causa que no se descarta ya que no hay estudios de la concentraciéon de
medicamentos ni sus efectos en el medio ambiente acuatico en el pais. Por lo



anterior, es importante, caracterizar la respuesta toxica, por la presencia de
estos contaminantes en agua y sedimentos.

En un trabajo de investigacién realizado por Valdes,' quien tuvo como objetivo
evaluar la toxicidad producida por el diclofenaco sobre Daphnia magna,
mediante ensayos de toxicidad aguda y subletal, valorando para este ultimo
biomarcadores de estrés oxidativo como el grado de lipoperoxidacion, la
actividad de enzimas antioxidantes (superdxido dismutasa, catalasa y glutation
peroxidasa) y contenido de proteinas carboniladas, asi como biomarcadores de
dafio al material genético. Los resultados obtenidos fueron: el ensayo agudo
mostré que la CLs, a 48 horas fue de 116.6 y 96.6 mg/L, para neonatos y adultos
de 14 dias respectivamente, siendo entonces estos ultimos mas sensibles a la
exposicion al farmaco. El ensayo sub letal, demostré6 que la exposicion de
Daphnia magna a este medicamento produce estrés oxidativo (incremento en el
grado de lipoperoxidacion y contenido de proteinas carboniladas, asi como
modificaciones en la actividad de las enzimas antioxidantes), asi como dafio al
DNA. En conclusidn, el diclofenaco produce dafio oxidativo y genético a Daphnia
magna y considerando que esteA tipo de organismo es fundamental para los
ecosistemas acuaticos, este medicamento deberia ser calificado como ecotdxico

y su incorporacién al ambiente legislada.

Garcia et al.,’ mencionan que el profesional veterinario debe conocer no sélo los
efectos terapéuticos derivados del empleo de ciertos agentes farmacolégicos,
sino también los posibles riesgos medio ambientales que su actividad puede
ocasionar. A través del presente trabajo se repasan las enormes posibilidades
terapéuticas de la ivermectina como antiparasitario en el ganado ovino, pero
también se hace hincapié en sus efectos ambientales, intentando concienciar al
veterinario acerca de su importante papel como profesional implicado en la
proteccion del medio ambiente.

Oviedo ef al.,"® mencionan que la evaluacién ecotoxicolégica de productos
farmacéuticos en el ambiente acuatico dulce acuicola es un area de
investigacion emergente a nivel global. Por lo que el objetivo del siguiente trabajo
fue evaluar el efecto ecotoxicoldgico agudo de siete productos farmacéuticos
ampliamente usados en el Perl: cuatro antimicrobianos (amoxicilina,

ciprofloxacino y trimetoprima + sulfametoxazol), dos analgésicos (ibuprofeno y



paracetamol), y un sedativo (dia‘zepan)—éobré la 'pulga del agua Daphnia magna
Strauss, 1820 (Crustacea: Daphniidae), y su relacion con las principales
caracteristicas fisicoquimicas y de relacién de componentes de la molécula, y a
partir de estos resultados evaluar su riesgo ambiental acuatico. Las pruebas de
toxicidad aguda se evaluardn con cinco concentraciones mas un control o
testigo, y con cuatro repeticiones. Se observo la siguiente secuencia de
ecotoxicidad decreciente en términos de CLs, (mg/L) a 96 h de exposiciéon sobre
D. magna: diazepan (17,1 mg/L) > paracetamol (62,3 mg/L) > Ibuprofeno (175
mg/L) > ciprofloxacino (230,6 mg/l) > ftrimetoprima (296 mg/L) >
sulfamametoxazol (1480 mg/L) > amoxicilina (6950 mg/L). No se encontrd
relacién entre el LogCLs, y la proporcion de producto excretado, el log Kow y la
solubilidad de los farmacos empleados. La ecotoxicidad potencial indicéd que el
diazepan ocasiono el mayor riesgo en el ambiente acuético. En cambio a través
del cociente de riesgo solo el paracetamol produjo riesgo en el ambiente

acuatico.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Farmacos: Sustancia que interactia con el organismo y modifica las
funciones biolégicas produciendo un efecto con actividad terapéutica
(prevencion, diagndstico o tratamiento de enfermedades)."’

2.2.2. Antiinflamatorios no esteroideos (AINEs}): Son un grupo de agentes de
estructura quimica diferente que tienen como efecto primario inhibir la
sintesis de prostaglandinas, a través de la inhibicion de la enzima
cicloxigenasa. Estas drogas comparten acciones farmacolégicas y
efectos indeseables semejantes.™

2.2.3. Toxicidad aguda: La toxicidad aguda tiene por objeto determinar los
efectos de una dosis Unica y muy elevada de una sustancia, usualmente,
el punto final es la muerte del animal y la toxicidad aguda se expresa por
la dosis letal 50."

2.2.4. Porcentaje de mortalidad: Frecuencia de individuos muertos o inméviles
en relacién con el total de individuos sometidos a la accién de un agente
quimico.™

2.2.5. Concentracion Letal Media (CLs): Refleja la dosis necesaria, obtenida
estadisticamente, en mg contaminante/kg de peso corporal para matar el
50% de una poblacién de animales (50% de muerte en 14 dias).™



2.2.6. Rhinella spinulosa: son especies de la familia Bufonidae son .de vida:
acudtica por lo que son afectados directamente si el medio acuatico
donde viven son contaminados.®

2.2.7. Estado inmaduro de Rhinella spinulosa: son larvas de los anfibios
anuros, se caracterizan por respirar mediante branquias externas y
residen permanentemente en el agua, estas larvas carecen de patas y
poseen una larga cola con la que nadan.™

2.3. Bases tedricas

2.3.1. Elagua

El agua es un liquido vital para la existencia de todos los organismos vivos, ya
que es indispensable en los procesos biolégicos y es habitat de muditiples
comunidades acuaticas. Su extraccion para uso doméstico, agricola minero,
industrial, para la generacién de energia, asi como el vertido de contaminantes,
puede llevar a un deterioro en su calidad y cantidad, impactando no solo al
ecosistema acuatico, sino también a la disponibilidad de agua segura para
consumo humano.®

2.3.2. Productos farmacéuticos en el agua

Los productos farmacéuticos no eran considerados contaminantes ambientales
dado que se desconocia su acumulacibn o la de sus productos de
transformacion en suelos, aguas, aire, tejidos vegetales y tejidos animales. Por lo
anterior, la concentracion de estos en matrices ambientales y en especial en los
cuerpos de agua es indeterminada, y solo a partir de los afnos noventa (90) se
empezaron a cuantificar en aguas, concentraciones entre partes por billén (ppb)
y partes por trilldbn (ppt). En publicaciones recientes, se reporta que en paises
como Espafia, Italia, Alemania, Canada, Brasil, Grecia y Francia hay descargas
al agua de aproximadamente 500 toneladas de analgésicos por afio, en donde el
acido salicilico y el diclofenaco han alcanzado concentraciones de 0,22ug/L y
3,02pg/L, respectivamente.*

Factores como la demanda, la frecuencia de administracién, la automedicacion,
el consumo ilicito de drogas y los procesos fisiolégicos determinan la carga y la
persistencia de principios activos en aguas; un caso particular se reporta en
Alemania donde cientos de toneladas de principios activos farmacéuticos de alta
demanda son incorporados al ambiente. De igual forma, los sistemas
hospitalarios incorporan antimicrobianos al agua, promoviendo la generacién de
microorganismos resistentes y alteraciones en la actividad enzimatica de la



- microbiota, lo cual interrumpe los procesos de biodegradacién propia de materia
organica en los cuerpos de agua. Sin embargo, poco se conoce de los efectos
crénicos de farmacos en el ambiente, aunque algunos ensayos ecotoxicologicos
alertan del gran problema.*

2.3.3. Contaminacién del agua por productos farmacéuticos

Los farmacos son componentes biolégicamenie activos, empleados para '
restablecer la salud tanto de los seres humanos como de los animales. Estas
sustancias pueden tener efectos parecidos, incluyendo los adversos, en
mamiferos y no mamiferos, ya que comparten muchos receptores y moléculas
blanco similares, que se han conservado a través de la evolucién. Sin embargo,
pueden producir respuestas inesperadas en organismos menores debido a
diferencias farmacocinéticas, farmaco dinamicas y fisioldgicas."”

Los farmacos pueden ser introducidos al ambiente después de uso en pacientes
y animales, ya que son excretada de forma inalterada o como metabolitos a
través de la orina o las heces en las descargas de agua domestica hacia rios y
lagos. Aunque una pequeia parte de estos productos puede ser removida por
plantas de tratamiento de agua, la gran mayoria no logra eliminarios en su
totalidad.'®

abricacion
Product \wfto
Uso humano uso veterinario
Excrecio incineracion/relleno
sanitario
Tratamiento de aguas P
residuales | 0 e desplazamiento
suelo
efluentes Aguas
subterraneas
Aguas superficiales y
sedimentos
Irrigacion por aguas
biodisponibilid%. residusles
Biota y Agua
cadena tréfica potable

Figura 1. Trayecto de los productos farmacéuticos hacia el ambiente.™



2.3.4. Comportamiento de los farmacos

Dentro de los procesos que pueden sufrir los productos farmacéuticos en el

ambiente acuatico estan:

o Dispersion y dilucién: la concentracion del componente puede disminuir y asi
la concentraciéon no sera suficiente para producir un efecto en los
organismos. Este proceso sucede solo en regiones que reciben volimenes
importantes de precipitaciones pluviales.®

e Volatilizaciéon: Sucede con las sustancias que tienen una constante de Henry
elevada.” (La Ley de Henry fue formulada en 1803 por William Henry y
enuncia que, a una temperatura constante, la cantidad de gas disuelto en un
liquido es directamente proporcional a la presién parcial que ejerce ese gas
sobre el liquido. Esta ley fue formulada para explicar la volatilidad de las
sustancias, es decir la facilidad con que una sustancia disuelta en agua se
transforma en gas y pasa a la atmésfera).

« Absorcion: Este proceso incluye tanto adsorcion como absorcion. La
captacion de los contaminantes por los sedimentos y por los sélidos
suspendidos es una forma importante de mitigaciéon, pero este material
puede volver a la columna de agua cuando exista turbulencia en el medio.™

» Fotdlisis. Es el proceso de disociacion de las moléculas por efecto de la luz,
y se divide en directa (cuando el‘toxico absorbe la luz y como resultado
directo se transforma) e indirecta (cuando otras especies excitadas
transfieren energia, electrones o atomos de hidrogeno provocando una
transformacion).'

e Biodegradacion y biotransformacion: Se lleva a cabo a través de enzimas
producidas por las bacterias presentes en el ambiente para su utilizacion
como fuente de energia."® '

2.3.5. Metabolismo de farmacos
La transformacion de los xenobidticos (farmacos y otros) en subproductos de
eliminacién a través de los sistemas enzimaticos, estos son expuestos a
reacciones de 6xido reduccion e hidrélisis, y posteriormente son conjugados para
aumentar la solubilidad y facilitar su excrecion. Estos subproductos de
eliminacién son de dificil identificacion analitica, debido a escasez de patrones
primarios o de técnicas de identificacion, lo que hace necesario disponer de
protocolos de tamizaje que permitan su identificacion y determinar su
ecofarmacotoxicidad.*
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¢ Usualmente inactiva el farmaco.

e Puede producir metabolitos activos (diazepam).

¢ Puede producir metabolitos téxicos (isoniazida).

e A menudo resulta en productos polares muy ionizados.

e  Algunos farmacos se eliminan sin metabolizar (digoxina).

2.3.6. Propiedades fisicoquimicas de los farmacos y su distribuciéon en el
ambiente
A diferencia de otros contaminantes en el agua, los farmacos son moléculas con
actividad biolégica sobre diferentes organismos, y sus propiedades
fisicoquimicas determinan su persistencia en el ambiente y facilitan su
bioacumulacién. La complejidad y Heterogeneidad molecular de estos permite
que sus propiedades dependan del ambiente. Parametros fisicoquimicos como el.
coeficiente de distribucién octanol/agua, constante de Henry y la constante de
disociacion permiten describir su equilibrio quimico y dinamico, y proporcionan
informacién sobre el procedimiento analitico ideal para su identificacion.*
La gran mayoria de farmacos son acidos y bases débiles, por lo que su
distribucién depende del pH del medio y la constante de acidez (Ka). Lo anterior
indica que la bilis de algunos peces, por su naturaleza lipofilica, constituye una
buena matriz para el analisis y biomagnificaciéon de farmacos en ecosistemas
acuaticos; asimismo, evidencia que las propiedades fisicoquimicas de los
farmacds condicionan su distribucién, su bioacumulacién y su biomagnificacién.*
2.3.7. Efectos de los productos farmacéuticos sobre la biota
Diversas investigaciones han demostrado que los farmacos y sus metabolitos en
el ambiente producen efectos toxicos sobre la biota. Indican que algunos
antibioticos inhiben el crecimiento de las bacterias encargadas de la degradacion
de la materia organica y por lo tanto interfieren con el proceso de nitrificacion
desnitrificacion.'® Por su parte Nentwing,?' reporté que la fluoxetina disminuye el
crecimiento del alga Pseudokirchneriella . subcapitata y la fecundidad de
Ceriodaphnia dubia, por lo que este farmaco afecta a los organismos que habitan
en los sedimentos asi como en la columna de agua. |
En peces se ha reportado que los medicamentos beta-bloqueadores tienen un
efecto inhibidor de la actividad espermatica en algunas especies. ™
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Otros estudios refieren la produccion de vitelogenina en peces machos debido-a-
componentes estrogenicos en el agua que habitan, de tal modo que afectan el

contenido de sus hormonas sexuales y su homeostasis.®

Un estudio de toxicicdad cronica realizado con ibuprofeno (antiinflamatorio no

esteroide) sobre Daphnia magna mostré la disminucion del crecimiento, asi como

la reduccion de la reproduccion de los organismos.® '

2.3.8. Efectos toxicos de los farmacos en el ambiente

Los efectos aun no son comprendidos en su totalidad, sin embargo, muchos de
estos modulan el sistema endocrino y el sistema inmune, indicando su
potencialidad sobre la homeostasis de los organismos acuaticos. Los modelos
ecotoxicologicos utilizan microorganismos, especies icticas, crustaceos, entre
otros, pero estos no logran describir el efecto de los farmacos sobre las
comunidades acudticas.*

2.3.9. Toxicidad

La toxicidad es la capacidad inherente de una sustancia quimica de producir
efectos adversos en los organismos vivos. Efectos de deterioro de tipo funcional,
lesiones patolégicas que afectan el funcionamiento del organismo y reducen su
capacidad de respuesta a factores de riesgo o estrés. De acuerdo con el tiempo
de exposicion para que se llegue a manifestar el efecto toxico o de la duracién
del mismo, éstos se dividen en dos grupos: agudos y crénicos. También se
considera téxica una sustancia, si tiene el potencial de causar la muerte, lesiones
graves, efectos perjudiciales para la salud del ser humano si se ingiere, inhala o
entra en contacto con la piel. Se ha optado por una definicion de toxicidad
totaimente cualitativa para evitar andlisis sofisticados de laboratorio para la
clasificacion de los residuos. Sin embargo, una definicion mas exacta requiere la
utilizacién de limites cuantitativos de contenido de sustancias toxicas el uso de
definiciones que establecen la LCs, (concentracion letal media que mata al 50%
de los organismos de laboratorio)."

El efecto téxico es el producido por uno o varios agentes téxicos sobre un
organismo, poblacién o comunidad que se manifiesta por cambios biolégicos. Su
grado se evalla por una escala de intensidad o severidad y su magnitud esta
relacionada con la dosis (cantidad de sustancia administrada, expresada
generalmente por unidad de peso corporal) o la concentracion (sustancia
aplicada en el medio) del agente téxico."
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2.3.10. Dosis letal media (DLs) y concentracién letal media (CLsp) v

El nivel de estimulo que causa una respuesta en el 50% de los individuos de una
poblacién bajo estudio, es un importante parametro de caracterizacion denotado
como DLsg 0 como concentracién letal media CLs,. El periodo de tiempo durante
el cual se expone el estimulo debe ser especificado, por ejemplo, 24 horas DL,
esto con el fin 6omparar y estimar la poten'cia relativa del estimulo. La
determinacién de la DLso, se utiliza para encontrar umbrales de toxicidad para
determinadas sustancias; en el desarrollo de pesticidas se utiliza para determinar
los limites de resistencia de insectos, por ejemplo, ante ciertos biocidas a
concentraciones altas se puede llegar a correlacionar la bioactividad con el valor
de la DLso y al mismo tiempo su grado de toxicidad.™

Concentracion letal media, es la concentracion, obtenida por estadistica, de una
sustancia de la que puede esperarse que produzca la muerte, durante la
exposicion o en un plazo definido después de ésta, del 50% de los animales
expuestos a dicha sustancia durante un periodo determinado. El valor de la CLs,
se expresa en peso de sustancia por unidad de volumen de aire normal
(miligramos por litro, mg/L). Mientras que Dosis Letal media es la dosis individual
de una sustancia que provoca la muerte del 50% de la poblaciéon animal debido a
la exposicion a la sustancia por cualquier ‘via distinta a la inhalacion.
Normalmente expresada como miligramos o gramos de material por kilogramo
de peso del animal.™

2.3.11. Antiinflamatorios

a. Antiinflamatorios no esteroideos (AINEs)

Se trata de un conjunto de farmacos analgésicos que los componentes de este
grupo comparten las tres acciones que lo definen (analgésica, antitérmica y
antiinflamatoria), su eficacia relativa para cada una de ellas puede ser diferente;
es decir, un farmaco concreto puede mostrar mayor actividad antiinflamatoria o
analgésica que otro, o viceversa. Asimismo, su toxicidad puede coincidir con la
del grupo o ser mas o menos especifica. De ahi que su utilizaciéon clinica
dependa tanto de su eficacia como de su toxicidad relativa.'’

b. Mecanismo general de accion

Los principales efectos terapéuticos, y muchas de las reacciones adversas de los
AINE pueden explicarse por su efecto inhibidor de la actividad de las ciclo

oxigenasas (COX), enzimas que convierten el acido araquidénico que se
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encuentra en las membranas celulares en endoperoxidos ciclicos inestables, los
cuales se transforman en prostaglandinas y tromt:uoxg:mos.‘1

c. Principales grupos de AINEs

Tabla 1. Principales acidos del grupo de AINEs

Acidos del grupo de AINEs

Salicilico Farmaco prototipo acido acetil salicilico
Endlicos pirazolonas: metamizol

pirazolonas: metamizol oxicams: piroxicam, meloxicam
Acético indolacetico: indometacina

pirrolacetico: ketorolaco

fenilacetico: diclofenaco

Propionico naproxeno
Antranilico acido mefenamico
Nicotinico clonixina

Fuente: Farmacologia Humana. Jesus Flérez Beledo et al.,'

Tabla 2. Principales no acidos del grupo de AINEs

No acidos del grupo de AINEs

Sulfoanilidas nimesulidas

Alcanonas nabumetona

Fuente: Farmacologia Humana. Jesus Flérez Beledo et al., '

Tabla 3. Principales inhibidores de la COX-2 del grupo de AINEs

Inhibidores de la COX-2 del grupo de AINEs

Sulfoamida 7 celecoxib
Metilsulfofenilo rofecoxib

Fuente: Farmacologia Humana. Jesus Flérez Beledo ef al.,”

2.3.12. Ibuprofeno

a. Caracteristicas generales

CH,

OH
CH,

0
HaC

Figura 2. Estructura quimica del ibuprofeno.?
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» Nombre quimico: acido (RS)-2-(4-isobutilfenil) propiénico

o Formula quimica: C,3H;30;

s Peso molecular: 206.29 g/mol

+ Biodisponibilidad: ~49 - 73%

e Unién proteica: 99%

e Metabolismo: hepético (CYP2C9)

e Vida media: 1.8-2 h

e Excrecion: Renal

b. Farmacocinética

Ibuprofeno se absorbe con rapidez después de la administracion oral. El 80% de
la dosis oral se absorbe en el hombre; pudiendo observarse concentraciones
plasmaticas maximas después de 1 a 2 horas. La vida media plasmatica es
alrededor de 2 horas la absorcién rectal es también eficaz aunque mas lenta.
Después de una dosis oral de 400 mg se alcanzan concentraciones maximas
totales (libre y conjugado) de 30 a 40 microgramos/ml (~ 150 microgramos/ml)
en el plasma en un plazo de 90 minutos.?

Estos valores disminuyen hasta aproximadamente 45 micras/M después de 4
horas y a valores casi imposibles de medir al cabo de 12 a 16 horas. Del 45 al
80% de la droga se eliminara en un plazo de 24 horas se ha calculado que sélo
se queda sin fijar 1% del medicamento, los valores maximos de la droga libre
son ~1.5 micras/M que se comparan favorablemente con 1C50 sinovial
reumatoide de 2.0 micras/M.?

Ibuprofeno se une en forma extensa en 99% a las proteinas plasmaticas pero
s6lo ocupa una fraccion de todos los lugares de unién con farmaco en las
concentraciones habituales, pasa con lentitud a los espacios sinoviales y puede
permanecer alli en concentraciones mayores cuando las concentraciones
plasmaticas declinan.??

La excreciéon de ibuprofeno es rapida y completa. Mas del 90% de una dosis
ingerida se excreta por la orina como metabolitos.?

Los metabolitos que se encuentran son 2 (2-carboxipropil) p-hexilpropidnico
(4cido 37%) o sus conjugados y no se encuentra presentes en la orina, sélo 1%
de la dosis se encuentra en orina sin cambios.?

Los metabolitos principales resultantes son un compuesto hidroxilado y uno

carboxilado.?

15



c. Farmacodinamica

Es un farmaco inhibidor de prostaglandinas que logra mediante este mecanismo
de accién controlar inflamacion, dolor y fiebre, su mecanismo de accion: como
todos los antiinflamatorios no esteroideos de la familia de los acidos aril-
propionicos, el ibuprofeno inhibe la accién de las enzimas COX-1 y COX-2. Los
efectos anti-inflamatorios del ibuprofeno son el resultado de la inhibicion
periférica de la sintesis de prostaglandinas subsiguiente a la inhibicién de la ciclo
oxigenasa. El ibuprofeno inhibe la migracion leucocitaria a las areas inflamadas,
impidiendo la liberacion por los leucocitos de citoquinas y otras moléculas que
acttian sobre los receptores nociceptivos.?

El ibuprofeno, como otros AINEs, no altera el umbral del dolor ni modifica los
niveles de prostaglandinas cerebrales, concluyéndose que sus efectos son
periféricos. La antipiresis es consecuencia de la vasodilatacion periférica debido
a una accién central sobre el centro regulador de la temperatura del
hipotalamo.?

FOSFOLIPIDOS DE MEMBRANA CELULAR

CORTICOIDES -}
M‘*‘ fosfolipasa

BENOXAPROFENG AINE
) ACIDO ARAQUIDONICO “

iipo OMWEMH

6-HPETE endopersxidos ciclicos
PgG2 PgH2

Y ¥ v ov oy

leucotrineos TxA2 PgF2 PgD2 PgE2 Pg12
{tromboxane) (prostacieling)

Figura 3. Esquema basico de inhibicién de la sintesis de prostaglandinas por los
AINEs.?

d. Reacciones secundarias y adversas

En 10 a 15% de los pacientes se ha suspendido la administracion de Ibuprofeno

debido a intolerancia a la sustancia. Del 5 al 15% presentan datos de intolerancia

gastrointestinal, lo mas comun son epigastralgias, nauseas, pirosis, sensacion de

plenitud en tracto gastrointestinal la pérdida oculta de sangre es infrecuente.?
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Ofras reacciones secundarias reportadas son trombocitopenia erupciones
cutaneas, cefalea, mareos y visién borrosa, en algunos casos se presento
ambliopia téxica, retencién de liquidos y edema.?

Se aconseja la suspension del farmaco en los pacientes que presentan
alteraciones oculares.

Otros efectos reportados con el uso de Ibuprofeno son diarrea, ‘constipacion; en
pacientes asmaticos se ha reportado obstrucciéon de vias respiratorias por la
retencion de liquidos, puede presentarse una insuficiencia cardiaca congestiva o

edema pulmonar en enfermos con funcién cardiaca limite.?*

2.3.13. Naproxeno

El naproxeno es un antiinflamatorio no esteroideo (AINEs) derivado del acido
propidnico utilizado en tratamiento de enfermedades reumaticas, tales como:
artritis reumatoidea, osteoartritis, espondilitis anquilosante, artritis juvenil ®
Tratamiento del dolor, tratamiento de artritis gotosa aguda o enfermedad aguda
de deposito de pirofosfato de calcio, tratamiento de la fiebre, tratamiento de la
dismenorrea, tratamiento y profilaxis del dolor de cabeza vascular.?®

a. Caracteristicas generales

CH,
A
H,C ~ OH
~o
Figura 4. Estructura quimica de naproxeno®

¢ Nombre quimico: Acido (S)-2-(6-metoxi-2-naftil) propanoicoamino.

e Formula quimica: Cys-H14-O;.

s Solubilidad en agua (g/L): Soluble (pH>6).

o Clasificacion farmacolégica: Antiinflamatorio no esteroideo (AINES).

¢ Clasificacion terapéutica: Antiinflamatorio, antirreumatico.

b. Farmacodinamia

Como AINE: inhibe la actividad de la ciclo oxigenasa, disminuyendo la formacion

de precursores de prostaglandinas y tromboxanos a partir del acido

araquidénico.
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Como antirreumatico y antigotoso: actia via mecanismos antiinflamatorios y

analgésicos.?*

Como antipirético: actia probablemente por accién en el centro termorregulador

hipotalamico para producir vasodilatacion periférica, que produce aumento del

flujo sanguineo a través de la piel, sudoracion y pérdida de calor. La accién

central probablemente involucra la reduccién de la actividad de prostaglandinas

en el hipotalamo.?*

Como antidismenorréico: actia inhibiendo la sintesis y la actividad de las

prostaglandinas intrauterinas, disminuyendo la contractilidad y la presién

uterinas, aumentando la perfusiéon uterina y aliviando la isquemia asi como el

dolor espasmédico.**

Como profilactico y supresor de la cefalea vascular. ademas de la actividad

analgésica, la inhibidora de prostaglandinas responsables de dilataciéon o

constriccion de los vasos sanguineos cerebrales puede contribuir en prevenir o

aliviar la cefalea con esta etiologia.?*

c. Farmacocinética

e Absorcion: Deépués de la administracién oral, se absorbe rapidamente en
el tracto gastrointestinal.*

e Distribucién: Tiene un volumen de distribucion de 0,16 L/Kg. Se une mas
de 99% a las proteinas plasmaticas a dosis terapéuticas normales.*

« Metabolismo: El naproxeno se metaboliza ampliamente en el higado 6-0-
desmetil-naproxeno.?

¢ Excrecion: Aproximadamente 95% del naproxeno se excreta en la orina,
principalmente como naproxeno, en menor cantidad, menos del 3% se
excreta por las heces. Su tiempo de vida media es aproximadamente de 13
horas.?*

d. Reacciones adversas

e Frecuentes: Dolor abdominal dolor y sensacion de quemazén epigastrica,
constipacion, nauseas veértigo, zumbidos somnolencia, cefalea leve a
moderada, rash cutaneo, edema, dificultad respiratoria.?®

e Poco frecuentes: Indigestion, diarrea, estomatitis, aftas, sed continua,
equimosis, diplopia, visién borrosa, disminuciéon auditiva incremento de
sudoracién.®

e Raras: Vomito, coIitis,' hemorragia, perforaciones o ulceraciones

gastrointestinales, confusién y depresién mental.?

18



2.3.14. Diclofenaco "

El diclofenaco es un antiinflamatorio no esteroideo (AINEs) derivado del acido
benzonoacético, que posee propiedades analgésicas, antipiréticas y
antiinflamatorias. Es utilizado ampliamente para el alivio del dolor en
inflamaciones agudas y cronicas, sindromes reumaticos, procesos
degenerativos, dolor inflamatorio agudo de tipo lumbar, postoperatorio, tendinitis,
bursitis, ciatica, gota, cirugia dental, dismenorrea y cefalea. En México su
ventano requiere receta médica y es uno de los mas utilizados por la poblacién. ™
a. Caracteristicas generales

Cl

NH
Cl -~ _OH

O

Figura N° 5. Estructura quimica del diclofenaco.?®

¢ Nombre quimico: Acido 2-2-(2,6-diclorofenil) amino fenil acético
e Formula quimica: C14-H11-CI2-N-02

Log kow: 1.56.

Log D: 1.22.

pK.: 3.90.%%)
s Solubilidad en agua (g/L): 21.3.
e Clasificacién farmacolégica: Antiinflamatorio no esteroideo (AINE).?%®®
e Clasificacién terapéutica: Antiinflamatorio, antirreumatico @
b. Farmacodinamia
El principal mecanismo de accién del diclofenaco es la inhibicion competitiva de
la enzima ciclooxigenasa (COX), responsable de la sintesis de prostaglandinas a
partir de ‘4cido araquidénico, Ademas bloquea la acciéon del glutamato,
neuromodulador periférica al dolor, activa la via inhibitoria descendente
serotoninérgica, es decir activa la liberacién de opiodes endégenos y de
serotonina, neurotransmisores involucrados en promover diversos grados de

analgesia, e inhibe a la elastasa de los granulos de los leucocitos polimorfo
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nucleares, proteinas que . participan en la degradacion del cartilago en los

procesos reumaticos cronicos.’

c. Farmacocinética

e Absorcion: Después de la administraciéon oral, el diclofenaco se absorbe

- rapida y completamente en el duodeno.™

e Distribucion: La concentracion plasmatica maxima se alcanza entre dos o

tres horas después de su administracién. La unién a proteinas es del 99%."

Biotransformacion: Se metaboliza en el higado por accién de la isoenzima

de la sub familia CYP2C del citocromo P450 a 4-hidroxidiclofenaco que es el

metabolito principal y otras formas hidroxiladas, sufriendo posteriormente
glucuronidacién y sulfatacién. También se ha identificado que el diclofenaco
sufre una biotransformacion (10 al 50%) por medio de las enzimas CYP2C8

y 9, a través de una glucoronidacién por la enzima uridin 5°-

difosfoglucoronosil transferasa (UGT2B754) y diversas vias de hidroxilacién.

Otro metabolito generado es el 5, hidroxidiclofenaco resultado de las

enzimas CYP2C8, CYP2C18, CYP2C19 Y CYP2C8, el diclofenaco

glucoronizado es metabolizado por CYP2C8.(12)

e Excrecion: Se excreta en la orina (65%) y por la bilis (35%). Mas del 90%
es excretado en 72 horas. El tiempo de vida media oscila alrededor de 2
horas. Se acumula en el liquido sinovial después de su ingestion, lo cual
explica la duracion del efecto terapéutico que es mucho mas largo que su
vida media plasmatica.'

d. Efectos adversos en humanos
En algunos pacientes se producen sangrado y ulceracion de la pared
gastrointestinal. Enire el 5y 15% de los usuarios se inducen ligeramente los
niveles de transaminasas hepaticas en plasma. Es posible encontrar también
efectos en el sistema nervioso central, erupciones, reacciones alérgicas,
retencién de liquido y edema en raras ocasiones se presénta deficiencia en la
funcién renal.’

e. Efecto toxico del diclofenaco en diversas especies

En el 2004, el diclofenaco se considerd el responsable de la muerte de tres

especies de buitres en la India y Pakistan. Estudios posteriores encontraron que

éste produjo falla renal debido a la acumulacién de &cido urico.” Por otro lado,

Gémez et al., ¥ demostraron que este farmaco puede inducir apoptosis de

hepatocitos humanos y de ratas, debido a la generacién de especies reactivas
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de oxigeno a causa de uno de sus metabolitos principales, el 5'OH-diclotenaco.
Efectos similares fueron descritos en el pez japonés Oryzias' latipes, mientras
que en Onchorynchus mykiss produjo aiteraciones en el rifién y su acumulacion
en 6rganos como higado y tejido muscular, por lo cual se concluyé que la
exposicion prolongada en el ambiente produce deficiencia en la condicién

1., encontraron un incremento en la

general del pez. Por su parte, Han ef a
expresion del gen para la produccion de vitalonogenina, por lo que el diclofenaco
también puede ser un potencial agente estrogénico.

2.3.15. Orden anura: familia Bufonidae

Los bufénidos (Bufonidae) son una familia del orden Anura, perteneciente a la
clase de los anfibios. Muchas de sus especies se conocen con el nombre comun
de sapos; no obstante, numerosas especies pertenecientes a otras familias
también son cominmente denominados sapos.™

Los bufénidos carecen de dientes y tienen glandulas parotoides en la parte
frasera de su cabeza. Estas glandulas contienen diferentes toxinas que tienen
diferentes efectos'®

Como todos los anuros, sufren una metamorfosis durante su desarrolio.
Comienzan su vida como renacuajos con su cuerpo similar a un pez, sin patas y
respirando a través de las branquias. Durante su metamorfosis, aparecen las
patas, desaparece la cola y la respiracién pasara a ser pulmonar. L

a. Caracteristicas morfolégicas

Cabeza ancha, redondeada. Hocico corto, abultado. Sin crestas cefalicas.
Timpano visible. Parotoides pequefias, redondeadas. Macho con antebrazo
desarrollado. Mano con tubérculos metacarpales desarrollados. Pie con
membrana interdigital variable segin la subespecie; tubérculos metatarsales
desarrollados; los subarticulares conicos. Piel dorsal glandular y verrucosa, con
espinas queratinosas. Vientre liso pero muy plegado en aigunas zonas. Machos
con callosidades nupciales amarronadas; sin saco vocal. Dorso amarronado u
oliva manchado irregularmente, especialmente en las hembras. Palmas y plantas
anaranjado o amarillento en algunas poblaciones y en juveniles. Machos: 68-78
mm. Hembras 74-83 mm. Renacuajos: Dorso y cola negro aterciopelado. Los
recién metamorfoseados son muy oscuros y con la superficie inferior de manos y
pies amarillos claro. Se encuentran desde septiembre hasta mayo o junio.

Formula dentaria: 1,1-1/3.%°
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b. Ciclo biolégico L )

Entre la eclosion y la formacién de un sapo adulto pasan unos 4 meses, aunque
eso depende de las condiciones. A las 6 semanas se insinuan las patas traseras
y 2 mas tarde ya estan formadas. A las 12 ya han aparecido las delanteras y la
cabeza es como la de un sapo.*

c. Habitat y comportamiento

Reproduccién; otofio e invierno temprano. Huevos en ristras en pequefios
arroyos andinos. En meses calurosos en cuevas de arroyos o debajo de piedras.
Resistentes a la desecacion. Los juveniles generalmente estdn en ambientes
aridos.*

d. Clasificacion taxonomica

Reino : Animalia

Filo : Chordata

Clase - Amphibia

Orden : Anura

Familia : : Bufonidae

Género : Rhinella

Especie ; : spinulosa

Nombre cientifico : Rhinella spinulosa Wiegmann, 1834
Nombre Vulgar : “sapo”

2.4. Marco legal

2.4.1. Legislacion y valoracion del riesgo ambiental de los farmacos

Los requirimentos legales en algunas regiones como Europa, Estados Unidos y
Canada, exigen una valoracion del riesgo ambiental para los nuevos farmacos
que van a ser introducidos al mercado, para lo cual se realian estudios
toxicologicos en tres o cuatro especies diferentes (algas, Daphnia sp y peces)
para valorar su comportamiento en el ambiente.*'

Para estos estudios es necesario calcular la concentracion de farmaco que va
ser introducida al ambiente, basada en cinco afios de produccién. Si la
concentracion del medicamento o la de alguno de sus metabolitos es menor a
1pg/L (1ppb), es considerado como aceptable y se le asigna una categoria de
exclusion para posteriores analisis. Por el contrario si es fnayor a 1pg/L se tiene
que realizar una bateria de pruebas toxicolégicas, las cuales incluyen efectos en
la respiracion microbiana y pruebas de toxicidad aguda en al menos una especie
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de alga, un invertebrado 'y un pez. Las puebas de toxicidad crénica son

necesarias si el farmaco tiene la capacidad de bioacumularse.*

La agencia Europea de medicina publicé una guia para la evaluacion del riesgo

ambiental de productos farmaceuticos de uso humano, en la cual se especifican

las consideraciones generales y los procedimientos para su realizacion.*

En el Pert se ha legislado la proteccion del recurso agua en normas

ambientales, en normas sectoriales de relevancia ambiental y en el cédigo penal

2.4.2. Legislacion de proteccion del agua en el Peru

a.

Ley General del Ambiente (Ley N° 28611)

En el Articulo 98° menciona que la conservacion de los ecosistemas se
orienta a conservar los ciclos y procesos ecoldgicos, a prevenir procesos de
su fragmentacion por actividades antropicas y a dictar medidas de
recuperacion y rehabilitacion, dando prioridad a ecosistemas especiales o
fragiles.®

El articulo 120° menciona que el Estado, a través de las entidades
sefnaladas en la Ley, esta a cargo de la proteccién de la calidad del recurso
hidrico del pais. Asimismo, el Estado promueve el tratamiento de las aguas
residuales con fines de su reutilizaciéon, considerando como premisa la
obtencion de la calidad necesaria para su rehuso, sin afectar la salud
humana, el ambiente o las actividades en las que se reutilizaran.®

En el Articulo 121° menciona que el Estado emite en base a la capacidad de
carga de los cuerpos receptores, una autorizacion previa para el vertimiento
de aguas residuales domeésticas, industriales o de cualquier otra actividad
desarrollada por personas naturales o juridicas, siempre que dicho
vertimiento no cause deterioro de la calidad de las aguas como cuerpo
receptor, ni se afecte su reutilizacion para otros fines, de acuerdo a lo
establecido en los ECA (Ente Costarricense de Acreditacion)
correspondientes y las normas legales vigentes.®

Caodigo Penal

En sus articulos 304° y 305° prohiben la contaminaciéon por vertimiento de
residuos solidos, liquidos, gaseosos o de cualquier otra naturaleza con
infraccion de las normas ambientales y por encima de los limites maximos
permisibles, que causen o puedan causar perjuicio o alteraciones en la flora,
fauna y recursos hidrobiolégicos.
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e El Articulo 307° prohihe el vertimiento de desechos industriales o
domeésticos en lugares no autorizados o sin cumplir con las normas
sanitarias y de proteccién al ambiente.**

c. Leyde Recursos Hidricos (Ley N° 29338)
Regula el uso y gestion integrada de los recursos hidricos, que comprende agua
superficial, subterranea, continental y los bienes asociados a ésta. Segun el
ordenamiento legal peruano el agua es un recurso natural renovable que
constituye patrimonio de la Nacién y es un bien de uso publico, cuya
administracion solo puede ser otorgada y ejercida en armonia con el bien comun,
la proteccion ambiental y el interés de la Nacién. En consecuencia no hay
propiedad privada sobre el agua, correspondiendo al Estado la asignacion de
derechos patrimoniales a particulares, condicionado a su disponibilidad. **

24



.  MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacion de la zona de estudio
El trabajo de investigaciéon se realizd en el Laboratorio de Sistema de
Informacion Geografica y Biodiversidad de la Facultad de Ciencias Biologicas, en
la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.
3.1.1. Ubicacion politica

Regién : Ayacucho

Provincia : Huamanga

Distrito : Ayacucho

Lugar : Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga

3.1.2. Ubicacién geografica ‘

La Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga se encuentra ubicado
en el en la Av. Independencia S/N. a diez minutos de la plaza Mayor de
Huamanga.

Coordenadas Geograficas

Latitud sur 1 13°08' 42"
Longitud oeste 1 74°13' 17"
Coordenadas UTM

Este : 0584386
Norte : 8546645
Altitud : 2791 m.s.n.m.

3.2. Poblacién y muestra
3.2.1. Poblacion
Tres farmacos (ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco) expendidos en la ciudad
Ayacucho.
3.2.2. Muestra
e 3 gr. de ibuprofeno
Composicién de cada tableta contiene: Ibuprofeno 400 mg
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Excipiente ¢.s.p.
Lote: 1051275
Laboratorio: Portugal genéricos
e 3 gr. de naproxeno
Composicién de cada tableta contiene: Naproxeno 550 mg
Excipiente c.s.p.
Lote: 1090294
Laboratorio: Portugal genéricos
e 3 gr. de diclofenaco
Composicién de cada tableta contiene: Diclofenaco 50 mg
Excipiente c.s.p.
Lote: 3139055
Laboratorio: La sante
3.2.3. Unidad experimental

10 unidades de estadios inmaduros de Rhinella spinulosa, en envases de 1 litro

de capacidad, conteniendo cada solucién.

3.2.4. Sistema de muestreo

El sistema de muestreo a través del que se selecciond la cantidad de farmaco a
emplear fue aleatorio, para el cual se tom6 3 gr. aproximadamente de cada
farmaco, las que fueron trituradas y molidas de las pastillas que se obtuvieron.
Por otro lado, con la finalidad de también darle aleatoriedad a la disposicién de
las unidades experimentales, se sorte6 la posicién en la fila y la columna en el

conjunto de los envases que tenian como contenido las diferentes
concentraciones mas los estados inmaduros de Rhinella spinulosa.

3.3. Metodologia y recoleccion de datos

El instrumento empleado para la recoleccién de datos fue la observacion, a
través del cual se pudo determinar el numero de individuos muertos (no
presentan movimiento al toque con una brocheta) a las 24 y 48 horas de
exposicion de las diferentes concentraciones de los tres farmacos.

3.3.1. Obtencidn de los estados inmaduros de Rhinella spinulosa.

Los estados inmaduros de Rhinella spinulosa fueron obtenidos del rio Huatatas
cerca de la ciudad de Ayacucho. Las cuales fueron trasportadas en baldes al
laboratorio de Biodiversidad y Sistema de Informacién Geografica de la Facuitad
de Ciencias Bioldgicas, las que fueron colocadas en bandejas con agua
declorada, 24 horas antes de la prueba de toxicidad, para evitar que las excretas
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y restos organicos interfiera en los resultados.del experimento. Dichos individuos

fueron seleccionados de un tamafio homogéneo de aproximadamente 2 a 2,5

cm.

3.3.2. Preparacion de las soluciones de farmacos comerciales (ibuprofeno,
naproxeno y diclofenaco)

Para la preparacion se utilizé tabletas de cada medicamento, las que fueron

trituradas hasta ser pulverizadas, para su facil solubilidad en el agua declorada.

Por otro lado se tuvo que probar diferentes concentraciones antes del

experimento, ya que no se contaban con concentraciones recomendadas por el

producto. Para ello se realizé pruebas piloto, a partir de los cuales se determiné

las concentraciones que se muestran en la Tabla 4.

Por otro lado se consideré que los tratamientos estuvieran constituidos por

recipientes conteniendo cuatro concentraciones crecientes de cada farmaco

comercial (ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco) mas un testigo.

Tabla 4. Disposicién de los envases con diferentes concentraciones de farmacos.

N° de individuos Concentracion  Concentracion Concentracion
Reciniante (estados del farmaco del farmaco del farmaco
P inmaduros de ibuprofeno naproxeno diclofenaco
Rhinella spinulosa) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Testigo 10 0 0 0
1 10 10,00 8,00 16,00
2 10 120,00 16,00 30,00
3 10 40,00 32,00 60,00
4 10 80,00 64,00 120,00

Se considerd cuatro grupos similares de unidades experimentales, siendo
constituido un grupo de recipientes conteniendo soluciones del farmaco
ibuprofeno, otro grupo de recipientes conteniendo soluciones con farmaco
naproxeno, otro grupo de recipientes conteniendo soluciones con farmaco
diclofenaco y finalmente un grupo de testigo las cuales no contenian ningun
farmaco.

Las soluciones de los farmacos fueron preparados en las concentraciones
sefialadas una hora antes de iniciar el bioensayo, todas en agua declorada.
3.3.3. Preparacion de las unidades experimentales

Se consider6 40 unidades experimentales constituida por envases de plasticos
de un litro de capacidad, en los cuales se colocaron 1 litro de agua con la
respectiva concentracion del farmaco y 10 estados inmaduros de Rhinella
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spinulosa (nimero recomendado para estudios de toxicidad en la que se
emplea como modelos a organismos como insectos, anfibios y peces).

Con la finalidad de minimizar el efecto de factores no considerados (luz, ruido,
etc) en el estudio, las unidades experimentales fueron ubicadas en un

ambiente aislado.

e I

Tabla 5. Distribucion de las unidades experimentales segun la concentracién
de los farmacos.

Concentracion
Farmaco del farmaco
(mgfL)

N° de recipientes Total de
(repeticiones) recipientes

10,00
20,00
40,00
80,00
8,00
16,00
32,00
64,00
16,00
30,00
60,00
120,00
Testigo 0,00

Ibuprofeno 12

Naproxeno 12

Diclofenaco 12

AW W WWWWWW W W W W

Cabe sefalar que, se considera la existencia de cuatro concentraciones por cada
tratamiento. _ _

Una vez estabulados los individuos de Rhinella spinulosa en los envases
conteniendo las concentraciones respectivas de los farmacos, se realizaron las
inspecciones cada 24 horas con la finalidad de determinar el numero de
individuos muertos en cada envase, para el cual con la ayuda de unas brochetas
se tocaron aquellos individuos inmdéviles, si en el caso de seguir inmovil, fueron
considerados como muertos y extraidos de las unidades experimentales, este
mismo procedimiento se realiz6 a las 24 y 48 horas.

3.4, Tipo de investigacion

El tipo de investigacion realizado fue bésica - experimental ya que la principal
contribucién es la de generar nuevos conocimientos sobre el efecto de los

farmacos sobre los organismos acuaticos, tomando como modelo a los estadios
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inmaduros de Rhinella spinulosa y experimental ya que se manipularon dos
variables, la primera fue referida a tres tipos de farmacos y la segunda, a la
manipularon de concentraciones crecientes.

3.5. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron utilizados para la construccién de una matriz de
datos en el software Excel, para luego ser exportados a infoStat y MINITAB 16, a
partir de los cuales se crearon tablas y figuras en los que se presentan
- estadisticos de tendencia central y de dispersion.

Con la finalidad de comparar las mortalidades registradas de los individuos en
los doce tratamientos (tres farmacos probados en cuatro concentraciones
crecientes) mas un testigo, se empled el analisis de Kruskal-Wallis, debido a que
los datos no mostraron distribucién normal.

Para la estimacion de la Concentracion Letal Media (CLs), se empled la
metodologia de Probit.** Para el cual se empleé el software MINITAB 16 para
realizar los analisis estadisticos sefalados.
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IV.  RESULTADOS
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Figura 6. Porcentaje de mortalidad acumulada de estados inmaduros de Rhinella
spinulosa a las 24 horas de exposiciéon en cuatro concentraciones crecientes de
las soluciones del farmaco ibuprofeno. Ayacucho, 2014. :
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Tabla 6. Valores de la Concentracion Letal Media (CLsy) y los intervalos de
confianza a las 24 y 48 horas de exposicién para los farmacos ibuprofeno,
‘naproxeno y diclofenaco. Ayacucho, 2014.

intervalo de Confianza

Tratamientos Tiempo de CLg (95%)
{detergentes) exposicion (h) {mg/L) - Superior
24 68,60 58,7566 83,6727
Ibuprofeno
48 13,47 10,7968 16,1952
24 106,6 75,0996 297,636
Naproxeno
48 104,6 67,1679 533,18
24 120,8 104,966 147,734
Diclofenaco
L]
48 29,8 24,1588 35,9928

CLso. Concentracion Letal Media
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V.  DISCUSION
En la Figura 6, se muestra el porcentaje de mortalidad acumulada de los estados
inmaduros de Rhinella spinulosa, registrados a las 24 horas de exposicién en
cuatro concentraciones crecientes del farmaco ibuprofeno. Se observa que la
mortalidad se incrementa a medida que las concentraciones del farmaco también
se incrementan, es asi que a una concentracién de 10,00 y 20,00 mg/L no se
registra ninguna mortalidad, mientras que para las concentraciones de 40,00 y
80,00 mg/L se registra mortalidades de 43,33% y 100,00% respectivamente; es
de notar que en el testigo no se registr6 mortalidad, lo que indica que la
mortalidad estd dado por la presencia del farmaco. Al aplicar la prueba
estadistica de Kruskal Wallis (se realizd esta prueba debido a que los datos no
mostraron distribucion normal) para comparar [a mortalidad acumulada
registrada en las diferentes concentraciones, se hallé significancia estadistica
(p<0,05) la misma que se puede observar en la Tabla del Anexo 1, esto nos
permite afirmar que los porcentajes de mortalidad registrados son diferentes en
las soluciones con diferente concentracion del farmaco ibuprofeno. Al realizar la
categorizacion en funciébn a la mortalidad registrada, se observa que las
concentraciones de 10,00 y 20,00 mg/L originaron menores mortalidades,
mientras que en las concentraciones de 40,00 y 80,00 mg/L generaron mayor
mortalidad, siendo a la vez estos similares entre si. Lo hallado se debe a la
presencia de los metabolitos en el farmaco, estos metabolitos son poco
degradables en el ambiente ocasionando una mayor capacidad de toxicidad en
un sistema de un animal.** * De acuerdo a un trabajo de investigacién de
Davila,” realizado en organismos acuaticos, sefala que el efecto de los
farmacos antiinflamatorios no esteroideos, dafian las enzimas que protegen a las
células, lo cual ocasiona que se oxiden las membranas celulares, lesionando
directa o indirectamente a los lipidos de la membrana celular, destruyendo la

integridad de la permeabilidad de la membrana.
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-En la Figura 7, se muestra el porcentaje de mortalidad acumulada de los estados
inmaduros de Rhinella spinulosa, registrados a las 48 horas de exposicién en
cuatro concentraciones crecientes del farmaco ibuprofeno. Tal como se habia
sefialado anteriormente se observa que la mortalidad se aumenta a medida que
la concentracion del farmaco aumenta, es asi en el caso de la concentracion de
10,00 y 20,00 mg/L se registraron mortalidades de 40,00 y' 76.67%
respectivamente mientras que para las concentraciones de 40,00 y 80,00 mg/L
se registra mortalidades del 100%. Al realizar la prueba de Kruskal-Wallis ’para
comprar las mortalidades acumuladas de las diferentes concentraciones del
Ibuprofeno, el que se muestra en el Anexo 2, se halld significancia estadlistica
(p<0,05). Lo que se interpreta que los porcentajes de mortalidad registrados son
diferentes en los medios probados con diferente concentracion. Al realizar la
categorizacion en funcion de los valores promedios de mortalidad registrada, las
concentraciones de 10,00 y 20,00 mg/L originaron menor mortalidad, mientras en
mayores concentraciones del farmaco como 40,00 y 80,00 mg/L originaron
mayor mortalidad, siendo a la vez similares entre si, en este caso el porcentaje
de mortalidad aumenta a menores concentraciones ya que el tiempo de
exposicién al que fue sometido es mayor que el anterior. También es importante
resaltar que debido a la acumulacion de los metabolitos en el individuo produce
mayor dafio, cuando mayor tiempo es expuesto. Por otro lado, la acumulacion de
estos metabolitos ocasionan alteraciones en el comportamiento de los estados
inmaduros de Rhinella spinulosa, disminuyendo su movilidad y finaimente
separando la epidermis de los musculos.*

En la Figura 8, se muestra el porcentaje de mortalidad acumulada de los estados
inmaduros de Rhinella spinulosa, registrados a las 24 horas de exposicion en
cuatro concentraciones crecientes del farmaco naproxeno. Se observa que la
mortalidad se aumenta a medida que las concentraciones también se
incrementan, asi a una concentracion de 8,00 y 16,00 mg/L no se registra

ninguna mortalidad, mientras que para las concentraciones de 32,00 y 64,00
mg/L se registra mortalidades de 3,33% y 13,00% respectivamente;
considerandose que en el testigo no se registré mortalidad alguna, lo que indica
que la mortalidad esta dado por la presencia del farmaco. Al aplicar la prueba
estadistica de Kruskal Wallis para comparar la mortalidad acumulada registrada
en las diferentes concentraciones, se hallé significancia estadistica (p<0,05) la

misma que se puede observar en la Tabla del Anexo 3, nos permite afirmar que
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los -porcentajes de mortalidad registrados difieren segtin la concentracién del
farmaco naproxeno en las unidades experimentales. Al realizar la categorizacién
en funcién de la mortalidad generada, las concentraciones de 8,00 y 16,00 mg/L
originaron menores mortalidades, mientras que las concentraciones de 32,00 y
64,00 mg/L generaron mayores mortalidades, pero a la vez similares entre ellas.
El resultado se debe a la presencia de ios metabolitos del farmaco ya que al
estar presente en el medio donde se hallan los estados inmaduros del Rhinella
spinulosa, existe una mayor posibilidad de que sean ingeridos por éstas. Por otro
lado Jiménez, menciona que los metabolitos de los farmacos no son
transformados en su totalidad por lo que son eliminados a las aguas residuales
y otros casos a los cuerpos de agua directamente, provocando alteraciones
ambientales o bioacumulacién en algunos de los niveles de la cadena tréfica.

En la Figura 9, se muestra el porcentaje de mortalidad acumulada de los estados
inmaduros de Rhinelfa spinulosa, registrados a las 48 horas de exposiciéon en
cuatro concentraciones crecientes del farmaco naproxeno. Tal como se habia
sefialado anteriormente se observa que la mortalidad se incrementa a medida
que la concentracién del farmaco aumenta, es asi en el caso de la concentracion
de 8,00 y 16,00 mg/L se registraron mortalidades de 23,33 y 26,67%, mientras
que para las concentraciones de 32,00 y 64,00 mg/L se registra mortalidades de
50,0% y 73,33% respectivamente. Al realizar la prueba de Kruskal Wallis (Anexo
4), se hall6 significancia estadistica (p<0,05), lo que nos permite afirma que los
porcentajes de mortalidad registrados son diferentes en los tratamientos con
diferente concentracién del farmaco napfoxeno. Al realizar la categorizacion de
las concentraciones en funcioén a la mortalidad originada, las concentraciones de
8,00 y 16,00 mg/L originaron menor mortalidad, mientras a mayores
concentraciones del farmaco como 32,00 y 64,00 mg/L originaron mayores
mortalidades, pero a la vez similares entre ellas. El resultado se debe a la
acumulacion de los metabolitos del farmaco, provocando alteraciones en el
comportamiento y la fisiologia de los estados inmaduros de Rhinella spinulosa,
disminuyendo la respiracion, inhibiendo los procesos asociados a la membrana
celular facilitando la produccién del estrés oxidativo.*

En la Figura 10, se muestra el porcentaje de mortalidad acumulada de los
estados inmaduros de Rhinella spinulosa, registrados a las 24 horas de
exposicién en cuatro concentraciones crecientes del diclofenaco. Se observa que

la mortalidad aumenta a medida que las concentraciones del farmaco también se
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_ incrementan, es asi que a .una concentracion de 15,00 y 30,00 mg/L no se
registra ninguna mortalidad, mientras que para las concentraciones de 60,00 y
120,00 mg/L se registra una mortalidad de 13,33% y 100,00% respectivamente;
considerandose que en el testigo no se registré mortalidad, lo que indica que la
mortalidad estd dado por la presencia del farmaco. Al aplicar la prueba
estadistica de Kruskal Wallis para comparar la mortalidad acumulada registrada
en las diferentes concentraciones, se hallé significancia estadistica (p<0,05), la
que se puede observar en la tabla del Anexo 5, esto nos permite afirmar que los
porcentajes de mortalidad registrados son diferentes en las unidades
experimentales, con diferente concentracion del farmaco diclofenaco. Al realizar
la categorizacién de las concentraciones en funcién a la mortalidad registrada,
las concentraciones de 15,00 y 30,00 mg/L no origind ninguna mortalidad,
mientras a concentraciones de 60,00 y 120,00 mg/L mostraron mayores
mortalidades, pero a la vez similares entre ellas. El resultado descrito se debe al
efecto toxico de los metabolitos del diclofenaco ya que no son transformados en
su totalidad al ser consumidos por el hombre y los animales, afectando
directamente a los organismos acuaticos al ser acumulado en el medio donde
habitan. Por otro lado Valdes,' concluye que los metabolitos posibilita la
produccién del estrés oxidativo (incremento del grado de lipoperoxidacion y
proteinas oxidadas, asi como alteracion de la actividad de las enzimas
antioxidantes, superdxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa), como
consecuencia dafio a diversas biomoleculas, ocasionando finalmente la muerte.

En la Figura 11, se muestra el porcentaje de mortalidad acumulada de los
estados inmaduros de Rhinella spinulosa, registrados a las 48 horas de
exposicion en cuatro concentraciones crecientes del farmaco diclofenaco. Tal
como se habia sefialado anteriormente se observa que la mortalidad se
incrementa a medida que la concentracién del farmaco aumenta, asi en las
concentracién de 15,00 y 30,00 mg/L se registraron mortalidades de 23,33 y
60,00%, mientras para las concentraciones de 60,00 y 120,00 mg/L se registra
mortalidades de 90,00% y 100,00% respectivamente. Al realizar la prueba de
Kruskal Wallis para comprar las mortalidades acumuladas de las diferentes
concentraciones del farmaco diclofenaco, se hallé significancia estadistica
(p<0,05), la misma que se puede observar en la tabla del Anexo 6. Esto nos
permite afirmar que los porcentajes de mortalidad registrados son diferentes en

las unidades experimentales, del mismo modo se puede observar la
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categorizacién de las cohcentraciones .en funcion a la mortalidad originada,
donde la concentracién de 15,00 y 30,00 mg/L originaron menor mortalidad y a
concentraciones de 60,00 y 120,00 mg/L mostraron mayores mortalidades, pero
a la vez similares entre ellas. Como ya se mencioné anteriormente los resultados
hallados se debe a la presencia de metabolitos del farmaco, en este caso se
observa que el porcentaje de mortalidad aumenta a menores concentraciones '
mientras mas transcurre el tiempo, esto se debe a la acumulacién de los
metabolitos en el individuo, por lo que produce mas dafio cuando a mayor tiempo
es expuesto, Por otro lado de acuerdo a la clasificacion de peligro ambiental y
valoracion de riesgo de ingredientes farmacéuticos en Suecia, el diclofenaco
esta clasificado como peligroso para el ambiente y se considera ademas
potencialmente bioacumulable.**®

En la Figura 12, se muestra la tendencia de mortalidad acumulada teérica de los
estados inmaduros de Rhinella spinulosa en funcién de las concentraciones del
farmaco ibuprofeno y el valor de la concentracion letal media (ClLsg) a las 24
horas de exposicién. Se observa que la mortalidad se incrementa a medida que
la concentracién del farmaco también se incrementa. También se observa que a
una concentracion de 68,6 mg/L del farmaco, tedricamente el 50% de los
estados inmaduros de Rhinella spinulosa sometidos a la acciéon de ibuprofeno,
mueren a las 24 horas de exposicion. Por otro lado, en el Anexo 7, se muestra
- los valores de las concentraciones letales medias, que causan mortalidades que
van desde el 1% al 99% calculados segun la técnica estadistica de Probit.** En
las tablas sefialadas también se puede apreciar que para poder generar una
mortalidad de 99% de los estados inmaduros de Rhinella spinulosa, seria
necesario someterla a soluciones con concentraciones de 145,061 mg/L durante
24 horas.

En la Figura 13, se muestra la tendencia de mortalidad acumulada teérica de los
estados inmaduros de Rhinella spinulosa en funcion de las concentraciones del
farmaco ibuprofeno y el valor de la concentracién letal media (CLso) a las 48
horas de exposicion. Al igual como en el caso anterior, se observa que son
minimas las mortalidades a menores concentraciones del farmaco, hasta llegar a
valores entre 5 y 10 mg/L donde se incrementa notablemente. También se
observa que a una concentracién de 13,47 mg/L del farmaco, tedricamente el
50% de los estados inmaduros de Rhinelfa spinulosa sometidos a la accién de

ibuprofeno, mueren a las 48 horas de exposicién. Como tambien, en el Anexo 8,
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se muestra los valores de las concentraciones letales medias, que causan
mortalidades que van desde el 1% al 99% calculados seglin la técnica

estadistica de Probit.**

En la Figura 14, se muestra la tendencia de mortalidad acumulada teérica de los
estados inmaduros de Rhinella spinulosa en funcién de las concentraciones del
farmaco Naproxeno y el valor de la concentracion letai media (CLso) a las 24
horas de exposicién. Se observa que la mortalidad aumenta a medida que la
concentracion de! farmaco también se incrementa. Se observa también que a
una concentracion de 106,6 mg/L del farmaco, teéricamente el 50% de los
estados inmaduros de Rhinella spinulosa sometidos a la accién de ibuprofeno,
mueren a las 24 horas de exposicion. Por otro 1ado, en el Anexo 9, se muestra
los valores de las concentraciones letales medias, que causan mortalidades que
van desde el 1% al 99% calculados segun la técnica estadistica de Probit.** En
las tablas sefialadas también se puede apreciar que para poder generar una
mortalidad de 99% de los estados inmaduros de Rhinella spinulosa, seria
necesario someterla a soluciones con concentraciones de 222,687 mg/L durante
24 horas.

En la Figura 15, se muestra la tendencia de mortalidad acumulada teérica de los
estados inmaduros de Rhinella spinulosa en funcién de las concentraciones del
farmaco Naproxeno y el valor de la concentracion letal media (CLsp) a las 48
horas de exposicion. Se observa que la mortalidad va incrementando
notablemente, de acuerdo al incremento de las concentraciones. También se
observa que a una concentracién de 104,6 rthL del farmaco, teéricamente el
50% de los estados inmaduros de Rhinella spinulosa sometidos a la accién de
Ibuprofeno, mueren a las 48 horas de exposicion. Por otro lado, en el Anexo 10,
se muestra los valores de las concentraciones letales medias, que causan
mortalidades que van desde el 1% al 99% calculados segun la técnica
estadistica de Probit.** En la tabla sefialada se puede apreciar que para poder
generar una mortalidad de 99% de los estados inmaduros de Rhinella sp'inulosa,
es necesario someterla a soluciones con concentraciones de 290,858 mg/L
durante 48 horas.

En la Figura 16, se muestra la tendencia de mortalidad acumulada tedrica de los
estados inmaduros de Rhinella spinulosa en funciéon de las concentraciones del
farmaco diclofenaco y el valor de la concentracion letal media (CLsy) a las 24

horas de exposicion. Se observa que la mortalidad se incrementa a medida que
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Ja..concentracién del farmaco aumenta. También se observa que .a una
concentracion de 120,8 mg/L del farmaco, teéricamente el 50% de los estados
inmaduros de Rhinella spinulosa sometidos a la accién de naproxeno, mueren a
las 24 horas de exposicién. Por otro lado, en el Anexo 11, se muestra los valores
de las concentraciones letales medias, que causan mortalidades que van desde
el 1% al 99% calculados segun la técnica estadlstlca de Probit.** En las tablas
sefialadas también se puede apreciar que para poder generar una mortalidad de
99% de los estados inmaduros de Rhinella spinulosa, seria necesario someterla
a soluciones con concentraciones de 220,846 mg/L durante 24 horas.
En la Figura 17, se muestra la tendencia de mortalidad acumulada teérica de los
estados inmaduros de Rhinella spinufosa en funcién de las concentraciones del
farmaco naproxeno y el valor de la concentracién letal media (Clsy) a las 48
horas de exposicion. Se observa que la mortalidad se aumenta a medida que la
concentraciéon del farmaco también se incrementa. También se observa que a
una concentracion de 29,8 mg/L del férfnaco, tedricamente el 50% de los
estados inmaduros de Rhinella spinulosa sometidos a la accion de naproxeno,
mueren a las 48 horas de exposicion. Por otro lado, en el Anexo 12, se rﬁuestra
los valores de las concentraciones letales medias, que causan mor‘talidades que
van desde el 1% al 99% calculados segun la técnica estadistica de Probit.*. En
la tabla mencionada también se puede apreciar que para poder generar una
mortalidad de 99% de los estados inmaduros de Rhinella spinulosa, es necesario
someterla a soluciones con concentraciones de 75,3401 mg/L durante 48 horas.
“En la Tabla 6, se muestra los valores de las concentraciones letales medias
(CLsp) con sus intervalos de confianza a las 24 y 48 horas de exposicion para los
farmacos ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco. De acuerdo a los valores
hallados se puede apreciar que a mayor horas de exposicion, la concentracién
letal media (CLsp) disminuye en los tres fArmacos, asi para ibuprofeno a las 24 y
48 horas, el CLs; es de 68,60 mg/L y 13,47 mg/L respectivamente; para
naproxeno se registré valores de 106,6 y de 104,6 mg/L para las 24 y 48 horas
de exposicién y finalmente para el diclofenaco se registr6 valores de 120,8 y 29,8
mg/L para las 24 y 48 horas de exposicion. Los resultados hallados son
congruentes con lo manifestados anteriormente, esto se justifica por el hecho de
que cuando menor sea el valor de la CLsp, mayor toxicidad origina; también es
de resaltar que, a medida que el tiempo de exposicion se incrementa, los valores
de la CLs, disminuyen (esta tendencia se observa en los tres farmacos), lo que
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se interpreta que, cuanto mas es el tiempo de #xposicién a una sustancia téxica,
mayor efecto téxico causara.
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VL. CONCLUSIONES

Los porcentajes de mortalidad registrados para cada farmaco fueron
estadisticamente diferentes (p<0,05), segun la concentracion de los
farmacos en las unidades experimentales, los porcentajes de mortalidad
registrados fue aumentando a medida que la concentracion y el tiempo de
exposicion se incrementa, tal es el caso para el farmaco ibuprofeno donde
se registrd mortalidades de 40,00%; 76,67% y 100,00%, para el naproxeno
se registr6 23,33%; 26,67%; 50,00% y 73,33% y finalmente para el
diclofenaco se registré 23,33%; 60,00%; 90,00% y 100,00% % a las 48
horas de exposicion.

La concentracion letal media hallada para el farmaco ibuprofeno fueron de
68,60 mg/L y 13,47 mg/L, para naproxeno de 106,6 mg/L y 104,6 mg/L, y
finalmente para diclofenaco de 120,8 mg/L y 29,8 mg/L a las 24 y 48 horas
de exposicion respectivamente.

La mortalidad generada fue menor a las 24 horas, mientras a las 48 horas
fue incrementandose en los tres farmacos estudiados, al hacer la
comparaciéon en las concentraciones se hallé que la concentracién letal
(CLsp) media tienden a disminuir a medida que el tiempo de exposicién al

toxico se incrementa.
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Vil. RECOMENDACIONES
Se recomienda realizar trabajos de investigacion en el cual se determine los
efectos crénicos o subletales en los organismos acuaticos, ya que por lo
general las concentraciones de los farmacos en un medio no alcanzan
grandes concentraciones, sin embargo son persistentes en el tiempo.
Evaluar los efectos agudos de los medicamentos para ser calificado como
toxico y ser incorporados a la normativa ambiental.
Realizar estudios abarcando otros componentes de la fauna acuatica
presente en los rios, incidiendo en comunidades y poblaciones que podrian

servir como indicadores de la calidad de agua.
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Anexo 1

Prueba de Kruskal-Wallis para comparar el porcentaje de mortalidad de los
estados inmaduros de Rhinella spinulosa sometidos a cuatro concentraciones
crecientes del farmaco ibuprofeno registrados a las 24 horas de exposicion.

Variable Concentracion (mg/L) N Medias D.E. H p
Mortalidad acumulada 24 h. 0,00 - 2 0 0 10,37 0,0118
Mortalidad acumulada 24 h. 10,00 3 0 0
Mortalidad acumulada 24 h. 20,00 3 0] 0
Mortalidad acumulada 24 h. 40,00 3 43,33 5,77
Mortalidad acumulada 24 h. 80,00 3 10000 O

Trat. Ranks

0,00 4,5 A

10,00 4,5 A

20,00 4,5 A

40,00 10,0 A B
80,00 13,0 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 2

Prueba de Kruskal-Wallis para comparar el porcentaje de mortalidad de los
estados inmaduros de Rhinella spinulosa sometidos a cuatro concentraciones
crecientes del farmaco ibuprofeno registrados a las 48 horas de exposicion.

Variable Concentracién (mg/L) N Medias D.E. H p
Mortalidad acumulada 48 h. 0,00 2 0 0 11,74 0,0124
Mortalidad acumulada 48 h. 10,00 3 40,00 10,00
Mortalidad acumulada 48 h. 20,00 3 76,67 5,77
Mortalidad acumulada 48 h. 40,00 3 10000 O
Mortalidad acumulada 48 h. 80,00 3 10000 O

Trat. Ranks

0,00 1,5 A

10,00 4,0 A

20,00 7,0 A B
40,00 11,5 B
80,00 11,5 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 3

Prueba de Kruskal-Wallis para comparar el porcentaje de mortalidad de los
estados inmaduros de Rhinella spinulosa sometidos a cuatro concentraciones
crecientes del farmaco naproxeno registrados a las 24 horas de exposicién.

Variable - Concentracién(mg/L) N  Medias D.E. H p
Mortalidad acumulada 24 h. 0,00 2 0 0 641 00372
Mortalidad acumulada 24 h. 8,00 3 0 0
Mortalidad acumulada 24 h. 16,00 3 0 0
Mortalidad acumulada 24 h. 32,00 3 3,33 5,77
Mortalidad acumulada 24 h. 64,00 3 13,33 5,77

Trat. Ranks

0,00 5,50 A

8,00 5,50 A

16,00 5,50 A

32,00 7,67 A B
64,00 12,67 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 4

Prueba de Kruskal-Wallis para comparar el porcentaje de mortalidad de los
estados inmaduros de Rhinella spinulosa sometidos a cuatro concentraciones
crecientes del farmaco naproxeno registrados a las 48 horas de exposicion.

Variable Concentracion (mg/L) N Medias D.E. H p
Mortalidad acumulada 48 h. 0,00 2 0 0 11,83 0,0167
Mortalidad acumulada 48 h. 8,00 3 23,33 5,77
Mortalidad acumulada 48 h. 16,00 3 2667 5,77
Mortalidad acumulada 48 h. 32,00 3 50,00 10,00
Mortalidad acumulada 48 h. 64,00 3 73,33 5,77

Trat. Ranks

0,00 1,5 A

8,00 5,0 A B
16,00 6,0 A B
32,00 10,0 B
64,00 13,0 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Ane

X0 5

Prueba de Kruskal-Wallis para comparar el porcentaje de mortalidad de los
estados inmaduros de Rhinella spinulosa sometidos a cuatro concentraciones
crecientes del farmaco diclofenaco registrados a las 24 horas de exposicion.

Variable Concentracion (mg/L) N  Medias D.E. H p
Mortalidad acumulada 24 h. 0,00 2 0 0 10,37 0,0118
Mortalidad acumulada 24 h. 15,00 3 0 0
Mortalidad acumulada 24 h. 30,00 3 0 0
Mortalidad acumulada 24 h. 60,00 3 13,33 5,77
Mortalidad acumulada 24 h. 120,00 3 10000 O

Trat. Ranks

0,00 4,5 A

15,00 4,5 A

30,00 4,5 A

60,00 10,0 A B
120,00 13,0 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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Anexo 6

Prueba de Kruskal-Wallis para comparar el porcentaje de mortalidad de los
estados inmaduros de Rhinella spinulosa sometidos a cuatro concentraciones
crecientes del farmaco diclofenaco registrados a las 48 horas de exposicién.

Variable Concentracién {mg/L) N Medias D.E. H P
Mortalidad acumulada 48 h. 0,00 - 2 0 0 12,09 0,0145
Mortalidad acumulada 48 h. 15,00 3 2333 577
Mortalidad acumulada 48 h. 30,00 3 60,00 10,00
Mortalidad acumulada 48 h. 60,00 3 90,00 10,00
Mortalidad acumulada 48 h. 120,00 3 100,00 O

Trat. Ranks

0,00 1,5 A

15,00 4,0 A B
30,00 7,0 A B
60,00 10,5 B
120,00 12,5 . B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
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- Anexo 7

Percentiles (concentracion letal media en mg/L) de farmaco ibuprofeno
sometidas a las 24 horas de exposicion, obtenidos mediante el analisis probit.

95,0% Fiducial Cl

Percentaje Percentil Error estandar
Inferior Superior
1 -7,85279 10,585 -37,9612 8,24065
2 1,10633 9,23812 -24,8655 15,3173
3 6,7906 8,41574 -16,6224 19,8729
4 11,0667 7,81934 -10,4674 23,3459
5 14,5449 7,35191 -5,49765 26,2077
6 17,5054 6,96915 -1,29932 28,6753
7 20,1012 6,64699 2,35335 30,8674
8 22,4255 6,37082 5,59764 32,8563
9 24,5393 6,13112 8,52355 34,6898
10 26,485 5,92132 11,1934 36,4011
20 40,9436 481363 30,0266 50,1227
30 51,3692 4,70567 42,0159 61,6077
40 60,2775 5,12594 51,0669 72,6147
50 68,6039 5,8576 58,7566 83,6727
60 76,9303 6,81037 65,9609 95,2162
70 85,8386 7,98501 73,338 107,897
80 96,2643 9,48488 81,7111 122,998
90 110,723 11,6948 93,058 144,206
91 112,669 11,9998 94,5696 147,076
92 114,782 12,3327 96,2086 150,196
93 117,107 12,7005 98,0072 153,631
94 119,702 13,1133 100,012 157,471
95 122,663 13,5863 102,294 161,855
96 126,141 14,1449 104,969 167,011
97 130,417 14,8353 108,251 173,357
98 136,102 15,7585 112,603 181,804
99 145,061 17,2239 119,441 195,138

69



Percentiles (concentracion

Anexo 8

letal media en mg/L) de farmaco

ibuprofeno

sometidas a las 48 horas de exposicion, obtenidos mediante el andlisis probit.

95,0% Fiducial CI

Percentaje  Percentil Error estandar - -
Inferior Superior
1 -4,41029 3,70126 -15,9313 0,952181
2 -2,31565 3,31786 -12,5813 2,52033
3 -0,986657 3,07835 -10,4634 3,52286
4 0,0130883 2,90063 -8,87523 4,28201
5 0,826304 2,75793 -7,58717 4,90334
6 1,51848 2,63801 -6,49399 5,43535
& 2,12538 2,53419 -5,53824 5,90457
8 2,66879 2,44243 -4,68495 6,32717
9 3,1630 2,36007 -3,9112 6,71379
10 3,61792 2,28527 -3,20109 7,07181
20 6,99834 1,77225 1,98438 9,82338
30 9,43586 1,47885 5,5542 11,9767
40 11,5186 1,31723 8,39637 14,0248
50 13,4654 1,27096 10,7968 16,1952
60 15,4121 1,33715 12,9178 18,6449
70 17,4948 1.5154 14,9262 21,5267
80 19,9324 1,82114 17,0517 25,1245
90 23,3128 2,34306 19,7841 30,3291
91 23,7677 2,41862 20,1405 31,0408
92 24,2619 250174 20,5256 31,8161
93 24,8053 2,59425 20,9466 32,671
94 25,4122 2,69881 21,4143 33,6283
95 26,1044 2,81948 21,9448 34,723
96 26,9176 2,96294 22,5645 36,0126
97 27,9174 3,14146 23,322 37,6024
98 29,2463 3,38184 24,3228 39,722
99 31,341 3,76628 25,8889 43,0741
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Anexo 9

Percentiles (concentracion letal media en mg/L) de farmaco naproxeno
sometidas a las 24 horas de exposicion, obtenidos mediante el anélisis probit.

95,0% Fiducial Ci

Percentaje Percentil Error estandar
Inferior Superior
1 -9,41664 19,9439 -146,53 14,8039
2 4,18221 15,4879 -96,6567 24,0431
3 12,8103 12,9095 -65,6525 30,5438
4 19,3008 11,1967 -42 9974 36,1021
5 24,5803 10,0256 -25,3377 41,3918
6 29,0741 9,24836 -11,2124 46,8001
7 33,0142 8,7788 0,132284 52,5826
8 36,5421 8,55517 9,17721 58,8729
9 39,7506 8,52662 16,3294 65,6676
10 42,704 8,6494 21,9846 72,8505
20 64,6503 12,9338 46,8996 143,333
30 80,4752 17,8317 58,3822 200,639
40 93,997 22,4164 67,2056 250,593
50 106,635 26,8596 75,0996 297,636
60 119,274 31,3891 82,8088 344 864
70 132,796 36,2942 90,9336 395,517
80 148,62 42,0842 100,341 454,898
90 170,567 50,1691 113,275 537,361
91 173,52 51,2606 115,009 548,466
92 176,729 52,4471 116,891 560,53
93 180,257 53,7525 118,958 573,798
94 184,197 55,2115 121,266 588,618
95 188,691 56,8766 123,895 605,523
96 193,97 58,8343 126,981 625,386
97 200,461 61,2429 130,771 649,809
98 209,088 64,4477 135,803 682,282
99 222,687 69,5043 143,724 - 733,473
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Anexo 10

Percentiles (concentracién letal media en mg/L) de farmaco naproxeno
sometidas a las 48 horas de exposicion, obtenidos mediante el analisis probit.

95,0% Fiducial CI

Percentaje  Percentil  Error estandar - -

Inferior Superior
1 -81,6852 49,5729 721,446 28,2132
2 -59,8581 40,3482 -575,554 -15,9129
- 46,0095 34,5661 -483,138 -7,96023
4 -35,5917 30,2755 413,746 -1,84975
5 27,1177 26,8418 -357,426 3,2464
6 -19,905 23,9766 -309,622 7,71712
7 -13,5808 21,5254 267,856 11,7854
8 -7,91826 19,3978 -230,632 15,6004
9 -2,76842 17,538 -196,985 19,2775
10 1,97202 15,9118 -166,272 22,9206
20 37,1974 10,6927 11,8808 100,065
30 62,5974 17,4485 40,6175 255,415
40 84,3007 25,6823 55,0567 398,271
50 104,586 33,942 67,1679 533,18
60 124,872 42,4224 78,7948 668,574
70 146,575 51,6167 90,9798 813,684
80 171,975 62,4634 105,063 983,688
90 207,201 77,5902 124,424 1219,62
91 211,941 79,6307 127,02 1251,38
92 217,091 81,8484 129,838 1285,89
93 222,753 84,2881 132,934 1323,83
94 229,078 87,014 136,39 1366,21
95 236,29 90,1244 140,328 1414,55
96 244,764 93,7805 144,951 1471,34
97 255,182 98,2776 150,631 1541,16
98 269,031 104,259 . 158,173 1633,99
99 ' 290,858 113,693 170,049 1780,31
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- Anexo 11°

Percentiles (concentracién letal media en mg/L) de farmaco diclofenaco
sometidas a las 24 horas de exposicion, obtenidos mediante el analisis probit.

95,0% Fiducial CI

Percentaje Percentil Error estandar -
Inferior Superior
1 20,7016 15,2823 -25,6897 43,407
2 32,4279 13,3144 -7,30036 52,5526
3 39,8679 12,1273 423792 58,4844
4 45,4647 11,2768 12,8269 63,0374
5 50,0173 10,6188 19,7402 66,8141
6 53,8922 10,0875 25,5617 70,0916
7 57,2898 9,64697 30,6096 73,0217
8 60,332 9,27558 35,0776 75,697
] 63,0986 8,95908 39,0926 78,1784
10 65,6454 8,68764 : 42,7428 80,5084
20 84,5698 7,45403 67,9973 99,6908
30 98,2156 7,63919 83,5581 116,172
40 109,876 8,49311 95,1463 131,963
50 120,774 9,72093 104,966 147,734
- 60 131,672 11,2262 114,16 164,13
70 143,332 13,0351 123,566 182,103
80 156,978 15,3167 134,226 203,484
90 175,902 18,6575 148,645 233,502
91 178,449 19,1177 150,564 237,564
92 181,215 19,6199 152,644 241,98
93 184,258 20,1745 154,926 246,841
94 187,655 20,7968 157,469 252,276
95 191,53 21,5098 160,363 258,482
96 196,083 22,3516 163,754 265,78
97 201,68 23,3918 167,913 274,764
98 209,12 24,7825 173,425 286,722
99 220,846 26,9896 182,082 305,599
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Anexo 12

Percentiles (concentracion letal media en mg/L) de farmaco diclofenaco
sometidas a las 48 horas de exposicion, obtenidos mediante el anélisis probit.

95,0% Fiducial Ci

Percentaje Percentil Error estandar - =
Inferior Superior
1 -15,6793 7,52341 -36,7207 -4,20396
2 -10,3465 6,73645 29,0722 -0,0085097
3 -6,96304 6,24689 24,239 2,67297
4 4,41778 5,88499 . -20,6161 4,70302
5 -2,34741 5,59546 -17,679 6,36417
6 -0,585199 5,35303 -15,1872 7,78623
7 0,959915 5,14394 -13,0095 9,04018
8. 2,34338 4,95982 -11,0659 10,1693
9 3,60159 4,7952 -9,30423 11,2021
10 4,75977 4,64633 -7,68804 12,1582
20 13,366 3,64964 4,09169 19,4928
30 19,5717 3,12066 12,1773 25,1899
40 24,8742 2,87384 18,6287 30,5154
50 29,8304 2,86233 24,1588 35,9928
60 34,7866 3,06584 29,1979 41,9613
70 40,0891 3,47837 34,1526 48,7834
80 46,2948 4,13623 39,5705 57,1483
90 54,901 5,23041 46,7006 69,1324
91 56,0592 5,38789 47,6391 70,7663
92 57,3174 5,56099 48,6544 72,5455
93 58,7009 5,75354 49,7662 74,5063
94 60,246 597107 51,003 76,7012
85 62,0082 6,22201 52,4078 79,2103
96 64,0786 6,52025 54,0512 82,1651
97 66,6239 6,89129 56,0628 85,8064
98 70,0073 7,39084 58,7242 90,6597
99 75,3401 8,18985 62,8955 98,3324
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Anexo 13

Bandejas con estados inmaduros de Rhinella spinulosa listas para el
experimento.
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Anexo 14

Realizando la medida del tamafio de los estadios inmaduros Rhinella spinulosa
utilizados para el experimento.

76



Ane'xo 15

Disposicion 'y preparacién de los recipientes con soluciones de los farmacos
ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco.
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Anexo 16

Separando los estados inmaduros del Rhinella spinulosa para cada envase con
la solucién respectiva del medicamento.
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Anexo 17

Matriz de consistencia.

TITULO: Toxicidad aguda de tres farmacos antinflamatorios no esteroideos (AINEs) sobre estados inmaduros de Rhinella spinulasa. Ayacucho 2014,
AUTOR: Rayme Chalco, Marisol

ASESOR: Tenorio Bautista, Saturnino Martin

PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS VARIABLES METODOLOGIA
) - Objetivo general Hipotesis general Variable independiente
¢Cual es la toxicidad  gyajyar fa toxicidad de tres farmacos Productos A mayor concentracién de los tres  a. Farmacos Tipo de Investigacion
generada por fres  aNEs  (ibuprofeno,  naproxens, y farmacéuticos en el farmacos AINEs  (ibuprofeno,  antiinflamatorios no Basica
farmacos AINEs (i giejofenaco), con diferentes  agua. naproxeno y diclofenaco), y mayor  egterqideos (AINEs)
buprofeno, concentraciones en dos tiempos de Metabolismo de el tiempo de exposicion, mayor es oo Nivel de investigacién
fiaproxeno Y exposicibn (24 y 48 horas) sobre los farmacos. la mortalidad aguda medido como ;e con Experimental
diclofenaco), en tres  octagos inmaduros de Rhinelia spinulosa. Propiedades tasa de mortalidad y menor la can::e s A 10.00:
diferentes En la ciudad de Ayacucho durante el afio fisicoquimicas de los concentracion letal media (Cls)) 54 00- 40 00 v 80.00 mg.fL' Disefio
concentraciones, en  5nq4, firmacos y su probada sobre los estados e ol ¥eu con  Experimental
dos tiempos de distribucion en el inmaduros de Rhinella spinulosa - lC NS Rl L s ton!
exposicion (24 y 48 g jativo especifico ambiente. en la ciudad de Ayacucho durante 305" o g y 12000 Muestreo
ir::;z?u?gg'e estad;: 1.Determinar el porcentaje de mortalidad Efectos toxicos de el afio 2014. mg;IL' ' L Aleatorio
: ; de los estados inmaduros de Rhinella los farmacos en el '
Rhinella  spinuiosa ; . ambiente Hipétesis especifico PAPTONONO °N  Técnicas:
en la ciudad de spinulosa, sometidas a tres farmacos A 4 ’ concentracion de 120.00; S
. Toxicidad. 1. El porcentaje de mortalidad se " Observacion
Ayacucho durante el AINEs  (ibuprofeno, naproxeno vy . ; ) ) 240,00; 480,00 y 960,00 A
; i Dosis letal media incrementa a medida que la Determinacitn
afio 20147 diclofenaco), en dos tiempos de (DLso) : mg/L.
exposicion roarirniitn: tyl concentracién de los farmacos
X concentracion  leta - . .
2.Calcular la concentracion letal media media (Clso) AINgik:::tr:z::’f)enot,a;i?;xe:: b gfr:‘nar::c;de Sxposcion instrumentos:
(Clsp) de tres farmacos AINEs gntiinﬂfamatorios iyncrementan ' inclaacler: Observacién
i iclof ibuprofeno ;
[nbupmfelno, napfoxeno y ‘chlo eNnaco), biciaiie 2. La concentracion letal media 2 1€MPOS (24 y 48 horas)
en dos tiempos de exposicion sobre los (Clso) de tres farmacos AINEs
i et s R : douise Variable dependiente
es":ados inmaduros de Orden anura: familia (ibuprofenag, naproxeno y le depe
spinulosa. Bufonidae diclofenaco), disminuye a a.Toxucndad_ scbre los
3.Comparar la mortalidad y Ia mayor tiempo de exposicion. estados inmaduros de
concentracién  letal media (Clso) 3.La mortalidad generada por Rhinella spinulosa.
generado por tres farmacos AINEs ?';5 ; farmacos AINEs  Indicadores: Mortalidad
(ibuprofeno, naproxeno y niclofenaco), gicl:gfrgnzrc‘:ﬁ’) esr;?f:_z:ﬁ:o y (%). Concentracion letal
en dos tiempos de exposicion los ! ’ media (mi/L).
estados inmaduros de  Rhinella
spinulosa.

79



Toxicidad de tres farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (AINES) sobre estados inmaduros de
Rhinella spinulosa. Ayacucho. 2014.

Marisol Rayme Chalco!, Saturnino Martin Tenorio Bautista
Escuela de formacién Profesional de Farmacia y Bioguimica': UNSCH
RESUMEN

Elagua cs un liquido vital para la cxistencia de todos los organismos vivos. Sin cmbargo cste recurse
se encuentra amenazado por el rapido crecimiento de la poblacién y la contaminacién La toxicidad
producida por metales pesados, hidrocarburos y plaguicidas en ambientes acuéticos han sido
ampliamente evaluada, pero pocos son los estudios sobre el efecto de los productos farmacéuticos,
es por ello que, este trabajo de investigacién tuvo como objetivo determinar la toxicidad de tres
farmacos AINEs (ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco) con diferentes concentraciones en dos
tiempos de exposicion (24 y 48 horas) sobre estados inmaduros de Rhinella spinulosa. El
experimento se realizd en el laboratorio de Biodiversidad y Sistema de Informacién Geogrifica de
la Facultad de Ciencias Biologicas, para lo cual se construyeron 40 unidades experimentales
constituidas por envases de plastico de 1 litro de capacidad, con la respectiva concentracion de cada
farmaco ademés de contar con unidades de control sin presencia de firmaco. En cada unidad
experimental se colocd 10 unidades de esladios inmaduros de Rhinella spinulosa De los resultados
se observar que los porcentajes de mortalidad para cada firmaco fueron estadisticamente diferentes
(p<0,05), mostrando asi para los tres firmacos estudiados, que a medida que se¢ incremente la
concentracién, aumenta el porcentaje de mortalidad. La concentracidn letal media para los farmacos
ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco fucron de 68,6 mg/L, 106,6 mg/L y 120 mg/L respectivamentc
a las 24 horas de exposicion y de 13,47 mg/L, 104,6 mg/L y 29,8 mg/L respectivamente a las 48
horas, mostrando asi que la concentracion letal media disminuye a medida que el tiempo de
exposicion se incrementa.

Palabras clave: Toxicidad, AINEs, Rhirella spinulosa.

SUMARY

Water is vital for the existence of all living organisms liquid. However it is threatened by rapid
population growth. The toxicily caused by heavy metals, hydrocarbons and pesticides in aquatic
environments have been extensively tested, but there are few studies on the effect of pharmaceutical
products, which is why this research aimed determine the toxicity of three drugs NSAIDs (ibuprofen,
naproxen and diclofenac) with different concentrations of two exposure times (24 and 48 hours) on
the immature Rhinella spinulosa. The experiment was conducted in the laboratory of Biodiversity
and Geographical Information System of the School of Biological Sciences, For which 40
experimental units consisting of plastic containers of | liter, with the respective concentration of
each drug in addition to control units without the presence of drug were constructed. In each
experimental unit 10 units of immature stages of Rhinella placed spinulosa. From the results
observed that the mortality percentages for each drug were statistically different (p<0,05),
demonstrating for the three drugs tested, that as the concentration increases, the percentage of
mortality incrcascs. The median lcthal concentration for ibuprofen, naproxcn and diclofcnac drugs
were 68,6 mg/L, 106,6 mg/L and 120 mg/L respectively at 24 hours exposure and 13,47 mg/L, 104,6
mg/L and 29,8 mg/L at 48 hours respectively, thus showing that the median lethal concentration
decreases as the exposure time increases.

Key words: Toxicity, NSAIDs, Rhinella spinulosa



INTRODUCCION

El agua es un liquido vital para la existencia de
todos los organismos vivos. Sin embargo, este
recurso se encuentra amenazado por el rdpido
crecimiento de la poblacién, la contaminacién
producida por contaminantes como metales
pesados, hidrocarburos y plaguicidas cn ambicntcs
acudticos ha sido ampliamente evaluada, pero
pocos son los estudios sobre el efecto de los
productos farmacéuticos.

Los productos farmacéuticos son sustancias que
intentan curar, mitigar o prevenir en su aplicaciéon
en el cuerpo humano o animal, de enfermedades,
sufrimiento, dafic corporal y problemas
patologicos. Los productos de cuidado personal y
cosméticos como las fragancias, champis 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. Estos
productos farmacéuticos, tales como analgésicos,
antiinflamatorios, antibidticos, anticonvulsivantes,
psiquidtricos, hormonas y ofros, se han encontrado
en cuerpos de agua alrededor de todo el mundo,
siendo introducidos al ambiente después del 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 los rios.

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.
Una de las formas mds comunes para detectar las
alteraciones, es mediante estudios

ecotoxicoldgicos que detennina los efectos de las
concentraciones crecientes de los compuestos de
los farmacos generando informacion de la
concentracién méxima permisible en los cuerpos
de agua, sin que cause dafio significativo a los
organismos acudticos.

Se empled los estadios inmaduros del Rhinella
spinulosa como organismo dc prucba, para cl
estudio del efecto de los firmacos, se fundamenta
en que estos seres vivos son resistentes a las aguas
contaminadas, ya que su hébitat es por lo general
en aguas estancadas, ademds de la disponibilidad
de individuos en grandes cantidades en Ias
estaciones de verano. Por lo mismo, se utilizo tres
farmacos, en cuatro concentraciones crecientes y
en dos tiempos de exposicién como agentes de
toxicidad sobre los estadios inmaduros del
Rhinella spinulosa, bioensayos que se realizé en
los ambientes de Laboratorio de la Facultad de

Ciencias Bioldgicas, teniendo los siguientes*

objetivos:

Objetivos generales

Evaluar la toxicidad de tres firmacos AINEs
(ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco) con
diferentes concentraciones en dos tiempos de
exposicion (24 y 48 horas) sobre estados
inmaduros de Rhinella spinulosa.

Objetivos especificos

I.  Determinar el porcentaje de mortalidad de los
estados inmaduros de Rhinella spinulosa,
sometidas a tres firmacos AINEs (ibuprofeno,
naproxeno y diclofenaco) en dos tiempos de
exposicion.

2. Calcular 1a concentracién letal media (CLso)
de tres farmacos AINEs (ibuprofeno,
naproxeno y diclofenaco), en dos tiempos de
exposicion sobre los estados inmaduros de
Rhinella spimilosa.

3. Comparar la mortalidad y la concentracion
letal media (CLso) generado por tres firmacos
AINEs (ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco)
en dos tiempos de exposicion los estados
inmaduros de Rhinella spirulosa.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién
Tres firmacos (ibuprofeno, naproxeno y
diclofenaco) expendidos en la ciudad Ayacucho.
Mouestra
e 3 gr. de ibuprofeno

Composicién de cada tableta: ibuprofeno 400

mg

Excipiente c.s.p.

Lote: 1051275

Laboratorio: Portugal genéricos
* 3 gr. de Naproxeno

Composicion de cada tableta: Naproxeno 550

mg

Excipiente c.s.p.

T.ote: 1090294

Laboratorio: Portugal genéricos
e 3 gr. de Diclofenaco

Composiciéon de cada tableta: Diclofenaco 50

mg

Excipiente c.5.p.

Lote: 3139055

Laboratorio; La sante
Unidad experimental
Diez unidades de estadios inmaduros de Rhinella
spinulosa, en envases de 1 litro de capacidad,
conteniendo cada solucién.
Sistema de muestreo
El sistema de muestreo a través del que se
selecciond la cantidad de firmaco a emplear fue
aleatorio, para el cual se tomd 3 g
aproximadamente de cada férmaco, las que fueron
trituradas y molidas.
Por otro lado, con la finalidad de también darle
aleatoriedad a la disposicién de las unidades
experimentales, se sorted la posicién en la filay la
columna en el conjunto de los envases que tenian
como contenido las diferentes concentraciones
més los estados inmaduros de Rhinella spinulosa.
Metodologia y recoleccidn de datos
El instrumento empleado para la recoleccién de
datos fue la observacion, a través del cual se pudo
determinar el nimero de individuos muertos (sin
movimiento al toque con una brocheta) a las 24 y
48 horas de exposicion de Ilas diferentes
concentraciones de los tres firmacos.



Obtencién de los estados inmaduros de Rhinella
spinulosa.

Los estados inmaduros de Rhinella spinulosa
fueron obtenidos del rio Huatatas cerca de Ia
ciudad de Ayacucho. Las cuales [fueron
trasportadas en baldes al laboratorio de
Biodiversidad y Sistema de TInformacion
Geogréfica de la Facultad de Ciencias Biolégicas,
las que fueron colocadas en bandejas con agua
declorada, 24 horas antes de la prueba de
toxicidad, para evitar que las excretas y restos
orginicos intcrficra cn los resultades dcl
experimento.  Dichos  individuos  fueron
seleccionados de un tamafio homogéneo de
aproximadamente 2 a 2,5 cm.

Preparacién de las soluciones de firmacos
comerciales  (ibuprofeno, naproxeno y
diclofenaco)

Para la preparacion se utiliz6 tabletas de cada
medicamento, las que fueron trituradas hasta ser
pulverizadas, para su fcil solubilidad en el agua
declorada. Por otro lado se tuvo que probar
diferentes concentraciones antes del experimento,
ya que no se contaban con concentraciones
recomendadas por el producto. Para ello se realizo
pruebas piloto, a partir de los cuales se determind
1as concentraciones. Por otro lado se consider6 que
los tratamientos estuvieran constituidos por
recipientes conteniendo cuatro concentraciones
crecientes de cada firmaco comercial (ibuprofeno,
naproxeno y diclofenaco) mds un testigo, para
obtener resultados que represente mejor los
hallazgos.

Se considerd cuatro grupos similares de unidades
experimentales, siendo constituido un grupo de
recipienies conteniendo soluciones del fArmaco
ibuprofeno, otro grupo de recipientes conteniendo
soluciones con firmaco naproxeno, otro grupo de
recipientes conteniendo soluciones con firmaco
diclofenaco y finalmente un grupo de testigo las
cuales no contenian ningtin firmaco.

Las soluciones de los firmacos fueron preparados
ca las concentracioncs scilaladas una hora antcs de
iniciar el bioensayo.

Preparacién de las unidades experimentales

Se consider6 40 unidades experimentales
constituida por envases de plésticos de 1 litrode
capacidad, en los cuales se colocaron 1 litro de
agua con la respectiva concentracion del
firmaco y 10 estados inmaduros de Rhinella
spinulosa (mimero recomendado para estudios
de toxicidad en la que se emplea como modelos

a organismos como insectos, anfibios y peces).
Con la finalidad de minimizar el efecto de
factores no considerados (fuz, ruido, etc) en el
estudio, las unidades experimentales fueron
ubicadas en un ambiente aislado.

Una vez colocado los individuos de Rhinella
spinulosa en los envases conteniendo las
concentraciones respectivas de los farmacos, se
realizaron las inspecciones cada 24 horas con la
finalidad dc detcrminar ¢l mimero de individuos
muertos en cada envase, para el cual con la ayuda
de unas brochetas sc tocaron aquellos individuos

inmdviles, en el caso de seguir inmovil, fueron
considerados como muertos y extraidos de las
unidades experimentales, este mismo
procedimiento se realizé a las 24 y 48 horas.

Tipo de investigacidn

El tipo de investigacién realizado fue bdsica —
experimental,

Anilisis estadistico

Se construyd una matriz de datos en el software
Excel, para luego ser exportados a InfoStat y
MINITAB 16, a partir de los cuales se crearon
tablas y figuras cn los quc sc presentan estadisticos
de tendencia central y de dispersion.

Con la finalidad de comparar las mortalidades
registradas de los individuos en los doce
tratamientos (tres firmacos probados en cuatro
conceniraciones crecientes) mas un testigo, se
empleo el andlisis de Kruskal-Wallis.

Para la estimacién de la Concentracién Letal
Media (CLso), se empled la metodologia de Probit
para el cual se emple6 el sofiware MINITAB 16.

RESULTADOS
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A, AB y B: Categorias asignadas por la prucba estadistica
Figura 1. Porcentaje de mortalidad acumulada de
estados inmaduros de Rhinella spinulosa a las 24
horas de exposicién en cuatro concentraciones
crecientes de las soluciones del firmaco
ibuprofeno. Ayacucho, 2014.
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Figura 2. Porcentaje de mortalidad acumulada de
estados inmaduros de Rhinella spinulosa a las 48
horas de exposicién en cuatro concentraciones
crecientes de las soluciones del firmaco
ibuprofeno. Ayacucho, 2014.
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A, AB y B: Categoriss asignadas por Ia pmieba estadistica
Figura 3. Porcentaje de mortalidad acumulada de
estados inmaduros de Rhinella spinulosa a las 24
horas de exposicién en cuatro concentraciones
crecientes de las soluciones del farmaco
naproxcno. Ayacucho, 2014,
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A, AB y B: Categorias asignadas por la prueba estadistica
Figura 4. Porcentaje de mortalidad acumulada de
estados inmaduros de Rhinella spinulosa a las 48
horas de exposicién en cuatro concentraciones
crecientes de las soluciones del firmaco
naproxeno. Ayacucho, 2014.
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A, AD y B: Categorias asignadus por la prueba estadistica
Figura 5. Porcentaje de mortalidad acumulada de
estados inmaduros de Rhinella spinulosa a las 24
horas de exposicién en cuatro concentraciones
crecientes de las soluciones del firmaco
diclofenaco. Ayacucho, 2014.
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A, AB y B: Categorias asignadas por 1a prueba estadistica
Figura 6. Porcentaje de mortalidad acumulada de
estados inmaduros de Rhinella spinulosa a las 48
horas de exposicién en cuatro concentraciones
cecientes de las soluciones del firmaco
diclofenaco. Ayacucho, 2014,

86
* i
-~
) i
3 1
T !
‘l |
. ® 1
_____________ Fitsbinnsnnde D
O i
. 1
3 1
3 :
§ |
9 L
¢ D @ @ 0 W W W i
Cnoatreddn da Bxprateo (mgfl)

Figura 7. Tendencia de mortalidad acumulada
tcbrica (probit) dc los cstados inmaduros dc
Rhinella  spinulosa en funcibn de las
concentraciones del fairmaco ibuprofeno y el valor
de la concentracién letal media (CLso) a las 24
horas de exposicidn. Ayacucho, 2014.
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Figura 8. Tendencia de mortalidad acumulada
tebrica (probit) de los estados inmaduros de
Rhinella  spinulosa cn  funcién de las
concentraciones del firmaco ibuprofeno y el valor
de la concentracién letal media (CLso) a las 48
horas de exposicion. Ayacucho, 2014.
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Figura 9. Tendencia de mortalidad acumulada
tedrica (probit) de los estados inmaduros de
Rhinella  spimdosa en funcibn de |las
concentraciones del firmaco naproxeno y et valor
de la concentracién letal media (CLso) a las 24
horas de exposicién. Ayacucho, 2014,
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Figura 10. Tendencia de mortalidad acumulada
tedrica (probit) de los estados inmaduros de
Rhinella  spinulosa en funcién de las
concentraciones del firmaco naproxeno y el valor
de Ja concentracién letal media (CLso) a las 48
horas de exposicién. Ayacucho, 2014.
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Figura 11. Tendencia de mortalidad acumulada
tedrica (probit) de los estados inmaduros de
Rhinella  spinulosa en funcibn de las
concentraciones del firmaco diclofenaco y el valor
de la concentracién letal media (CLso) a las 24

horas de exposicion. Ayacucho, 2014.
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Figura 12. l'endencia de mortalidad acumulada
tebrica (probit) de los estados inmaduros de
Rhinella  spinulosa en funciébn de las
concentraciones del firmaco diclofenaco y el valor
de la concentracién letal media (CLso) a las 48
horas de exposicion. Ayacucho, 2014.

Tabla 1. Valores de la Concentracion Letal Media
(CLso) y los intervalos de confianza a las 24 y 48
horas de exposicidn para los firmacos ibuprofeno,
naproxeno y diclofenaco. Ayacucho, 2014.
Intervalo de

Tratamientos Tiempo CL s Conflanza (95%)
(detergentes)  (horas) (mg/l) [ .

Sup.

Tbuprofeno 24 686 58,756 83,672
48 134 10,796 16,195
24 1066 75,099 297,636

Naproxeno
48 1046 67,167 533,180
Dicloft 24 120,8 104966 147,734
C0lenaea 48 298 24158 35992

CLsp: Concentracién Letal Media

DISCUSION

Ln la TFigura 1, sc mucstra ¢l porcentaje de
mortalidad acumulada de los estados inmaduros de
Rhinella spinulosa, registrados a las 24 horas de
exposicién en cuatro concentraciones crecientes
del firmaco ibuprofeno. Se observa que la
mortalidad se incrementa a medida que las
concentraciones del  farmaco también se
incrementan, es asi que a una concentracién de
10,00 y 20,00 mg/L no se registra ninguma
mortalidad, mientras que para las concentraciones
de 40,00 y 80,00 mg/L se registra mortalidades de
43,33% y 100,00% respectivamente; es de notar
que en el testigo no se registré6 mortalidad, lo que
indica que la mortalidad est4 dado por la presencia
del farmaco. Al aplicar la prueba estadistica de
Kruskal Wallis (se realiz6 esta prueba debido a que
los datos no mostraron distribucién normal) para
comparar la mortalidad acumulada registrada
las diferentes concentraciones, se halld
significancia estadistica (p<0,05), esto nos permite
afirmar que los porcentajes de mortalidad
registrados son diferentes en las soluciones con
diferente concentracién del firmaco ibuprofeno.



Al realizar la categorizacién en funcién a la
mortalidad registrada, se ohserva que las
concentraciones de 10,00 y 20,00 mg/L originaron
menores mortalidades, mientras que en las
concentraciones de 40,00 y 80,00 mg/L generaron
mayor mortalidad, siendo a la vez estos similares
entre si. Lo hallado se debe a la presencia de los
metabolitos en el firmaco, estos metabolitos son
poco degradables en el ambiente ocasionando una
mayor capacidad de toxicidad en un sistema de un
animal.'? De acuerdo a un trabajo de investigacion
de Davila,® realizado en organismos acuticos,
sefiala que el efecto de los firmacos
antiinflamatorios no estercideos, dafian las
enzimas que protegen a las células, lo cual
ocasiona que se oxiden las membranas celulares,
lesionando directa o indirectamente a los lipidos
de la membrana celular, destruyendo la integridad
de ia permeabilidad de la membrana.

En la Figura 2, se muestra el porcentaje de
mortalidad acumulada de los estados inmaduros de
Rhinella spinulosa, registrados a las 48 horas de
cxposicién cn cuatro concentracioncs crecicntcs
del firmaco ibuprofeno. Tal como se habia
sciialado antcriormente sc obscrva que la
mortalidad se aumenta a medida que la
concentracion del firmaco aumenta, es asi en el
caso de la concentracion de 10,00 y 20,00 mg/L se
registraron mortalidades de 40,00 y 76,67%
respectivamente  mientras que para las
concentraciones de 40,00 y 80,00 mg/L se registra
mortalidades del 100%. Al realizar la pruecba de
Kruskal-Wallis para comprar las mortalidades
acumuladas de las diferentes concentraciones del
Ibuprofeno, se hallé significancia estadistica
(p<0,05). Lo que se interpreta que los porcentajes
de mortatidad registrados son diferentes en los
medios probados con diferente concentracion. Al
realizar la categorizacién en funcion de los valores
promedios de mortalidad regisirada, Ias
concentraciones de 10,00 y 20,00 mg/L originaron
menor mortalidad, mientras en mayores
concentraciones del farmaco como 40,00 y 80,00
mg/L. originaron mayor mortalidad, siendo a la vez
similares entre si, en este caso el porcentaje de
mortalidad aumenta a menores concentraciones ya
que el tiempo de exposicion al que fue sometido es
mayor que el anterior. También es importanie
resaltar que debido a la acumulacién de los
mctabolitos cn cl individuo producc mayor dafio,
cuando mayor tiempo es expuesto. Por otro lado,
la acumulacién de estos metabolitos ocasionan
alteraciones en el comportamiento de los estados
inmaduros de Rhinella spinulosa, disminuyendo
su movilidad y finalmente separando la epidermis
de los miisculos?

En la Figura 3, se muestra el porcentaje de
mortalidad acumulada de los estados inmaduros de
Rhinella spinulosa, registrados a las 24 horas de
exposicién en cuatro concentraciones crecientes
del firmaco naproxeno. Se observa que la
mortalidad se aumenta a medida que Ilas
concentraciones también se incrementan, ast a una
concentracion de 8,00 y 16,00 mg/L no se registra
ninguna mortalidad, mientras que para las
concentraciones de 32,00 y 64,00 mg/L se registra
mortalidades de 3,33% y 13,00% respectivamente;
considerdndose que en el testigo no se registré
mortalidad alguna, lo que indica que 1a mortalidad
estd dado por la presencia del firmaco. Al aplicar
la prueba estadistica de Kruskal Wallis para
comparar la mortalidad acumulada registrada en
las  diferentes concentraciones, se hallé
significancia estadistica (p<0,05), nos permite
afirmar que los porcentajes de mortalidad
registrados difieren segin la concentracién del
firmaco naproxeno en las  unidades
experimentales. Al realizar la categorizacién en
fincién dec la mortalidad gencrada, las
concentraciones de 8,00 y 16,00 mg/L originaron
menorcs mortalidades, micntras quc  las
concentraciones de 32,00 y 64,00 mg/L generaron
mayores mortalidades, pero a la vez similares entre
ellas. El resultado se debe a la presencia de los
metabolitos del firmaco ya que al estar presente en
el medio donde se hallan los estados inmaduros det
Rhinefla spinulosa, existe una mayor posibilidad
de que sean ingeridos por éstas. Por otro lado
Jiménez,* menciona que los metabolitos de los
firmacos no son transformados en su totalidad por
lo que son eliminados a las aguas residuales y otros
casos a los cuerpos de agua directamente,
provocando  alteraciones  ambientales o
bicacumulacion en algunos de los niveles de Ia
cadena tréfica.

En la Figura 4, se muestra el porcentaje de
mortalidad acumulada de los estados inmaduros de
Rhinella spinulosa, registrados a las 48 horas de
exposicion en cuatro concentraciones crecientes
del firmaco naproxeno. ‘I'al como se habia

" sefialado anteriormente se observa que la

mortalidad se incrementa a medida que ia
concentracion del firmaco aumenta, es asi en el
caso de la concentracion de 8,00 y 16,00 mg/L se
registraron mortalidades de 23,33 y 26,67%,
micniras que para las concentracioncs de 32,00 y
64,00 mg/L se registra mortalidades de 50,0% y
73,33% respectivamente. Al realizar la prueba de
Kruskal Wallis, se hallo significancia estadistica
(p<0,05), lo que nos permite afirma que los
porcentajes de mortalidad registrados son
diferentes en los tratamientos con diferente



concentracion del firmaco naproxeno. Al realizar
la categorizacion de las concentraciones en
funcion a la mortalidad originada, las
concentraciones de 8,00 y 16,00 mg/L originaron
menor mortalidad, mientras a mayores
concentraciones del firmaco como 32,00 y 64,00
mg/L originaron mayores mortalidades, pero a la
vez similares entre ellas. El resultado se debe a la
acumulacién de los metabolitos del firmaco,
provocando alteraciones en el comportamientoy la
fisiologia de los estados inmaduros de Rhinella
spinulosa,  disminuyendo la  respiracion,
inhibiendo los procesos asociados a la membrana
celular facilitando 1la produccién del estrés
oxidativo.’

En la Figura 5, se muestra el porcentaje de
mortalidad acumuiada de los estados inmaduros de
Rhinella spinulosa, registrados a las 24 horas de
exposicidn en cuatro concentraciones crecientes
del diclofenaco. Se observa que la mortalidad
aumenta a medida que las concentraciones del
firmaco también se incrementan, es asi que a una
concentracion de 15,00 y 30,00 mg/L no sc registra
ninguna mortalidad, mientras que para las
concentraciones de 60,00 y 120,00 mg/L sc
registra una mortalidad de 13,33% y 100,00%
respectivamente; considerindose que en el testigo
no se registr6 mortalidad, lo que indica que la
mortalidad est4 dado por la presencia del firmaco.
Al aplicar la prueba estadistica de Kruskal Wallis
para comparar la mortalidad acumulada registrada
en las diferentes concentraciones, se halld
significancia estadistica (p<0,05), esto nos permite
afirmar que los porcentajes de mortalidad
registrados son diferentes en las unidades
experimentales, con diferente concentracién del
farmaco diclofenaco. Al realizar la categorizacién
de las concentraciones en funcién a la mortalidad
registrada, las concentraciones de 15,00 y 30,00
mg/L no originé ninguna mortalidad, mientras a
concentraciones de 60,00 y 120,00 mg/L
mostraron mayores mortalidades, pero a la vez
similares entre ellas. El resultado descrito se debe
al efecto toxico de los metabolitos del diclofenaco
ya que no son transformados en su totalidad al ser
consumidos por ¢l hombre y los animales,
afectando directamente a los organismos acuaticos
al ser acumulado en ¢l medio donde habitan. Por
otro lado Valdes,S concluye que los metabolitos
posibilita la produccion del csirés oxidativo
(incremento del grado de lipoperoxidacién y
proteinas oxidadas, asi como alteracién de la
actividad de las enzimas antioxidantes, superdxido
dismutasa, catalasa y glutatién peroxidasa), como
consecuencia dafio a diversas biomoleculas,
ocasionando finalmente la muerte.

En la Figura 6, se muestra el porcentaje de
mortalidad acumulada de los estados inmaduros de
Rhinella spinulosa, registrados a las 48 horas de
exposicién en cuatro concentraciones crecientes
del firmaco diclofenaco. Tal como se habia
sefialado anteriormente se observa que la
mortalidad se incrementa a medida que la
concentracion del firmaco aumenta, asi en las
concentracion de 1500 y 30,00 mg/L se
registraron mortalidades de 23,33 y 60,00%,
mientras para las concentraciones de 60,00 y
120,00 mg/L se registra mortalidades de 90,00% y
100,00% respectivamente. Al realizar 1a prueba de
Kruskal Wallis para comprar las mortalidades
acumuladas de las diferentes concentraciones del
farmaco diclofenaco, se halld significancia
estadistica (p<0,05). Esto nos permite afirmar que
los porcentajes de mortalidad registrados son
diferentes en las unidades experimentales, del
mismo modo se puede observar la categorizacion
de las concentraciones en funcién a la mortalidad
originada, donde la concentracion de 15,00 y 30,00
mg/L.  originaron mcnor mortalidad y a
concentraciones de 60,00 y 120,00 mg/L
mostraron mayorcs mortalidades, pero a la vez
similares entre ellas. Como ya se menciond
anteriormente los resultados hallados se debe a la
presencia de metabolitos del firmaco, en este caso
se observa que el porcentaje de mortalidad
aumenta a menores concentraciones mientras mas
transcurre ¢l tiempo, esto se debe a laacumulacion
de los metabolitos en el individuo, por lo que
produce més dafio cuando a mayor tiempo es
expuesto, Por otro lado de acuerdo a la
clasificacién de peligro ambiental y valoracién de
riesgo de ingredientes farmacéuticos en Suecia, el
diclofenaco estd clasificado como peligroso para el
ambiente y se considera ademds potencialmente
bioacumulable.”#

En la Figura 7, se muestra la tendencia de
mortalidad acumulada teérica de los estados
inmaduros de Rhinella spinulosa en funcion de las
concentraciones del firmaco ibuprofeno y el valor
de la concentracion letal media (CLso) a las 24
horas de exposicién. Se observa que la mortalidad
se incrementa a medida que la concentracién del
firmaco también se incrementa. También se
observa que a una concentracion de 68,6 mg/L dei
farmaco, tedricamente el 50% de los estados
inmaduros dc Rhinella spinulosa somelidos a la
accion de ibuprofeno, mueren a las 24 horas de
exposicién’

En la Figura 8, se muestra la tendencia de
mortalidad acumulada teérica de los estados
inmaduros de Rhinella spinulosa en funcion de las
concentraciones del firmaco ibuprofeno y el valor



de la concentracion letal media (CLso) a las 48
horas de exposicidn. Al igual como en el caso
anterior, se observa que son minimas las
mortalidades a menores concentraciones del
firmaco, hasta llegar a valores entre 5 y 10 mg/L
donde se incrementa notablemente. También se
observa que a una concentracién de 13,47 mg/L
del firmaco, tedricamente el 50% de los estados
inmaduros de Rhinella spinulosa sometidos a la
accién de ibuprofeno, mueren a las 48 horas de
exposicion.!

En la Figura 9, se muestra la tendencia de
mortalidad acumulada tedrica de los estados
inmaduros de Rhinella spinulosa en funcion de las
concentractones del firmaco Naproxeno y el valor
de la concentracién letal media (CLso) a las 24
horas de exposicion. Se observa que la mortalidad
aumenta a medida que la concentracion del
fArmaco (ambién se incrementa. Se observa
también que a una concentracion de 106,6 mg/L
del farmaco, teéricamente el 50% de los estados
inmaduros de Rhinella spinulosa sometidos a la
accion dc ibuprofcno, mucren a las 24 horas de
exposicion.!

En la Figura 10, sc mucstra la tcndencia de
mortalidad acumulada teérica de los estados
inmaduros de Rhinella spinulosa en funcién de las
concentraciones del firmaco Naproxeno y el valor
de la concentracion letal media (Clso) a las 48
horas de exposicion. Se observa que la mortalidad
va incrementando notablemente, de acuerdo al
incremento de las concentraciones. También se
observa que a una concentracién de 104,6 mg/L
del firmaco, teéricamente el 50% de los estados
inmaduros de Rhinella spinulosa sometidos a la
accién de Ibuprofeno, mueren a las 48 horas de
exposicién!

En la Figura 11, se muestra la tendencia de
mortalidad acumulada tedrica de los estados
inmaduros de Rhinella spinulosa en funcién de las
concentraciones del firmaco diclofenaco y el valor
de 1a concentracién letal media (CLso) a las 24
horas de exposicién. Se observa que la mortalidad
se incrementa a medida que la concentracion del
firmaco aumenta. También se observa que a una
concentracion de 120,8 mg/L del firmaco,
teoricamente el 50% de los estados inmaduros de
Rhinella spinulosa someiidos a la accién de
naproxeno, mueren a las 24 horas de exposicién.
En la Tigura 12, sc mucstra la tendencia de
mortalidad acumulada tedrica de los estados
inmaduros de Rhinella spinulosa en funcién de las
concentraciones del firmaco naproxeno y el valor
de la concentracion letal media (CLso) a las 48
horas de exposicion. Se observa que la mortalidad
se aumenta a medida que la concentracién del

firmaco también se incrementa. También se
observa que a una concentracion de 29,8 mg/L det
firmaco, teéricamente el 50% de los estados
inmaduros de Rhinella spinulosa sometidos a la
accion de naproxeno, mueren a las 48 horas de
exposicion.

En la Tabla 1, se muestra los valores de las
concentraciones letales medias (CLso) con sus
intervalos de confianza a las 24 y 48 horas de
exposicion para los farmacos ibuprofeno,
naproxeno y diclofenaco. De acuerdo a los valores
hallados se puede apreciar que a mayor horas de
exposicion, la concentracion letal media (CLso)
disminuye en los tres firmacos, asi para
ibuprofeno a las 24 y 48 horas, el CLso es de 68,60
mg/l. y 13,47 mg/L respectivamente; para
naproxeno se registro valores de 106,6 y de 104,6
mg/L para las 24 y 48 horas de exposicién y
finalinente para el diclofenaco se registré valores
de 120,8 y 29,8 mg/L. para las 24 y 48 horas de
exposicién. Los resultados hallados som
congruentes con lo manifestados anteriormente,
csto sc justifica por ¢! hecho de que cuando menor
sea el valor de la CLso, mayor toxicidad origina;
también cs dc resaltar que, a medida que cl ticmpo
de exposicin se incrementa, los valores de la CLso
disminuyen (esta tendencia se observa en los tres
firmacos), lo que se interpreta que, cuanto mas es
el tiempo de exposicion a una sustancia téxica,
mayor efecto téxico causard.
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