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Resumen
Los contaminantes emergentes corresponden, entre otros, a articulos de aseo personal, pesticidas
y fdrmacos. Estos agentes quimicos se encuentran presentes en los cuerpos de agua superficiales,
pero no estan regulados, debido a que su presencia se da en bajas concentraciones. Sin embargo,
son candidatos préximos a la regulacién ya que al no tener claro sus posibles efectos en los cuerpos

de agua superficiales representan un factor de riesgo medio ambiental.

El objetivo de este trabajo fue determinar la toxicidad del paracetamol y el ibuprofeno de manera
individual y en mezclas binarias, ademas de determinar el tipo de interacciéon entre estos dos
farmacos por medio de los métodos concentracion adicidn y proporcion sinergia. Y finalmente, se
propuso un criterio de calidad ambiental para estos compuestos presentes en cuerpos de aguas

superficiales.

Para esto se realizd una evaluacidn de la fitotoxicidad por medio de bioensayos con la macréfita
Lemna minuta, donde se evalué como respuesta la inhibicion del crecimiento expresado por el
numero y area de frondas en funcién del incremento de las concentraciones de los farmacos.

Los valores obtenidos de Clso de cada farmaco de manera individual fueron de 90,5y 76,5 mg/L para
el caso del paracetamol, y 8 y 5,9 mg/L para el ibuprofeno en relaciéon con el nimero de frondas y
area foliar respectivamente, determinando que el ibuprofeno es mas toxico que el paracetamol y
que el drea foliar es una respuesta mas sensible que el nimero de frondas. Las mezclas binarias
mostraron una interaccion de tipo sinérgica, las que resultaron ser mas téxicas que el paracetamol
de forma individual, indicando que la proporcidon sinérgica estaba ligada a este farmaco y que el

aporte antagdnico estaba ligado al ibuprofeno.

Se determind el criterio de calidad ambiental para paracetamol e ibuprofeno en cuerpos de agua
superficiales de 1000 y 100 ug/L respectivamente, el cual se basé en el 10% del LOEC de cada
producto farmacéutico para aplicar un factor de incertidumbre y evitar un potencial dafio hacia los
productores primarios. Al comparar estos valores con las concentraciones evidenciadas en la
literatura se puede decir que no existe riesgo ambiental asociado al paracetamol y al ibuprofeno en

cuerpos de agua superficiales.
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1. Introducciéon

Actualmente existe un alto interés por los contaminantes emergentes debido a que estos han sido
detectados en diversos cuerpos de agua superficiales, aguas subterraneas e incluso en agua potable,
entre los que se encuentran farmacos y productos de uso y cuidado personal, surfactantes, retardantes
de fuego, aditivos industriales, esteroides y hormonas. Estos contaminantes, en la mayoria de los casos,
corresponden a contaminantes no regulados debido a que se desconocen sus efectos y su presencia en
el medio se da en bajas concentraciones (Becerril, 2009). Para la mayoria de estos contaminantes
emergentes, la incidencia, la contribucién de riesgo y los datos toxicoldgicos no estan disponibles, por

esto resulta dificil predecir qué efectos puedan tener en el medio ambiente (Grujic et al., 2009).

1.1. Problemas de los contaminantes emergentes

¢ No se encuentran regulados en su vertido, ni se conocen las concentraciones que se podrian
considerar permisibles.

* No se tiene registro de sus efectos sobre el medio ambiente o incluso sobre la salud humana.

e Su produccién y consumo diario llevan a que se encuentren de forma habitual en los vertidos.

e Son dificilmente tratables por medios convencionales, superando los sistemas actualmente

disponibles.

1.1.1 Efectos graves

e Carcinogénesis, debido a que muchos de los productos han demostrado intervenir en el
incremento del desarrollo de diferentes tipos de cancer.

e Toxicidad aguda y/o crdnica, generando problemas neuroldgicos o de afeccién a érganos que
pueden llegar a afectar a la supervivencia de ciertas especies mas sensibles.

e Potencial de bioacumulacién en el medio, favorecido ademas por una buena movilidad y una
alta persistencia en el mismo.

e Disrupcidon endocrina, por medio de la capacidad que tienen algunos productos para
interaccionar con hormonas, generando diversos desequilibrios en el sistema endocrino de los
seres vivos, lo que puede provocar disfunciones reproductivas, malformaciones, problemas

tiroideos, entre otros.



1.2. PPCP como contaminantes

Tal vez mas que con cualquier otra clase de contaminantes, la ocurrencia de los productos
farmacéuticos y de cuidado personal (PPCP) en el medio ambiente posee una relacién directa e
inmediata entre las acciones, las actividades y los comportamientos de los ciudadanos y el medio en el
que se desarrollan (Daughton, 2001). Estos productos constituyen un diverso arsenal de sustancias
guimicas, incluyendo medicamentos de venta libre y de prescripcidon para uso humano y veterinario
(Wu et al., 2015), los cuales pueden entrar en el ambiente por desechos humanos o animales después
de la absorcién incompletay excrecién del cuerpo o por las emisiones de residuos médicos, industriales,
agricolas o domésticos (Li, 2014; Michael et al., 2013; Sharma et al., 2009; Taylor et Senac, 2014). Estos
proporcionan una potencial descarga al ambiente terminando en los cuerpos de agua superficiales
debido a la eliminacién incompleta por métodos convencionales de los sistemas de tratamiento de

aguas residuales (Ternes et al., 2004).

Una caracteristica de estos productos es que comunmente provienen de mezclas industriales que
contienen varios componentes bioactivos con diferentes estructuras quimicas y formas de interaccion,
donde por diversas formas de degradacién, como, por ejemplo, la fotodegradacién o la hidrdlisis,
pueden dar origen a compuestos mas tdxicos que los originales, produciendo dificultades para llevar a
cabo evaluaciones de riesgos medioambientales (Geiger et al., 2016). A pesar de que estos productos
tienen una vida media relativamente corta, pueden asumir la calidad de contaminantes persistentes
pues son continuamente introducidos en el ambiente por medio de efluentes de las plantas de

tratamiento de aguas residuales (Schnell et al., 2009; Hohem et Santos, 2011).

Algunos de los efectos de estos productos en el medio acudtico son las alteraciones metabdlicas,
morfoldgicas y sexuales en las especies, induccion de resistencia a antibidticos en microorganismos
patégenos e interrupcién de actividades de biodegradacién en plantas de tratamiento de aguas

residuales (Geiger et al., 2016).

En relacion con el modo de accion de la mayoria de estos productos (principalmente farmacéuticos),

estos son bien sabido en seres humanos y mamiferos, sin embargo, son desconocidos sobre los



organismos acuaticos. Los estudios actuales sobre los residuos de estos productos en los ecosistemas
acuadticos indican que es probable un potencial riesgo en términos de toxicidad crénica (Fent et al.,

2006).

La toxicidad en los ecosistemas naturales no suele deberse a la exposicidon de una sola sustancia; sino
al resultado de la exposiciéon de una mezcla de varios agentes téxicos, con potenciales efectos adversos
en los organismos acuaticos. Sin embargo, muy pocos estudios han examinado los efectos de las
mezclas, por lo que es necesario comprender el impacto y la toxicidad potencial de los contaminantes

en combinacidn (Cleuvers, 2004; Cleuvers, 2005; Silva et al., 2002).

1.3. Farmacos como contaminantes emergentes

En la actualidad, es comun el conocimiento entre la comunidad cientifica de que los productos
farmacéuticos estan presentes no soélo en los efluentes del tratamiento de aguas residuales
(Ferrari et al., 2003; Metcalfe et al.,2003) sino también en aguas superficiales (Jones et al,
2002; Sanderson et al., 2004; Roberts et Thomas, 2006), e incluso en agua potable (Benotti et al., 2009;

Boleda et al., 2011; Bull et al., 2011), en concentraciones que usualmente van desde los nanogramos

por litro hasta los microgramos por litro (Peréz et Barceld, 2007).

En los ultimos afos, numerosos estudios han indicado que diversos farmacos de uso prolongado, como
los antibidticos o los analgésicos, no sélo no se pueden descomponer por completo mediante el
tratamiento de aguas residuales, sino que también producen cierta toxicidad biolégica si entran en el
medio ambiente. Otros estudios han reportado en las corrientes de aguas superficiales asidticas
concentraciones de farmacos provenientes de efluentes de instituciones médicas y de plantas de
tratamiento de aguas residuales. Los contaminantes encontrados incluyeron antibidticos vy
antinflamatorios no esteroideos (AINEs), estrégenos, antihipertensivos, hipoglucémicos y otros

productos farmacéuticos comunes (Sung et al., 2014).

Treinta millones de personas en todo el mundo consumen diariamente farmacos antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs), por sus propiedades analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias, los que sirven

para diversos tipos de tratamientos para el dolor, tanto agudo como crénico (He et al., 2017). Algunos



estudios han determinado que estos farmacos son conocidos por inducir toxicidad en los organismos
acuaticos (Hardman et al., 2003). En un estudio realizado en Suiza se detectaron veintidds farmacos en
agua potable cruda, con concentraciones de paracetamol, ciprofloxacina y sulfametoxazol igual o
mayor que las concentraciones observables sin efecto, los que podrian presentar un riesgo de toxicidad
(Morasch et al., 2010). En otros estudios se detectaron productos farmacéuticos en aguas superficiales
de Estados Unidos y Europa, originados por efluentes de aguas residuales humanas y escorrentias

agricolas (Daughton et Ternes, 1999).

El mecanismo de accidn de los AINEs es través de la inhibicién de las enzimas de la ciclooxigenasa (COX):
COX-1 y COX-2, encargadas de la biosintesis de prostaglandinas y tromboxanos a partir del acido
araquiddnico, los que son mediadores celulares involucrados en diversos procesos homeostaticos en
todo el cuerpo, y, entre otras cosas, responsables de la aparicidén del dolor y las inflamaciones (Parolini
et al., 2009; Cleuvers, 2003). Algunos xenobidticos, incluidos los AINE, pueden ser biotransformados al
interactuar con un organismo no objetivo por el citocromo P450 en activos metabolitos que producen
radicales de oxigeno a través del ciclo redox, induciendo un estrés oxidativo en los organismos (Parolini
et Binelli, 2012). La importancia de los AINEs en el medio ambiente radica en sus propiedades
inherentes de persistencia, naturaleza bioacumulativa, baja volatilidad y baja tendencia para la
adsorciéon por la materia organica, lo que les permite permanecer en el ambiente acuatico por altos

periodos, favoreciendo su absorcién y bioconcentracion (Bendz et al., 2005; Carlsson et al., 2006).

Para la mayoria de los productos farmacéuticos, las concentraciones detectadas individuales de cada
uno en el medio ambiente son por lo menos un orden de magnitud inferior a los niveles observados
para ejercer un efecto (Geiger et al., 2016; Lang et K6hidai, 2012). Sin embargo, se ha demostrado que
las mezclas de algunos farmacos exhiben toxicidades mucho mas elevadas que las toxicidades previstas
para las sustancias individuales (Cleuvers, 2003; Eguchi et al., 2004), considerando que hay actualmente
mas de 4500 diferentes ingredientes activos en los productos farmacéuticos humanos (Sweetman,
2002), y que las composiciones de las mezclas varian dinamicamente, es que resulta muy complejo

interpretar cualquiera de sus potenciales efectos (Brain et al., 2004; Agerstrand et al., 2015).



1.3.1 Paracetamol

Un ejemplo de AINE es el paracetamol, Ilamado también acetaminofeno, siendo uno de los farmacos
analgésicos y antipiréticos mas populares y ampliamente utilizados para el tratamiento del dolor ligero
o moderado. El efecto adverso mads grave debido a la sobredosis crénica de paracetamol es la necrosis
hepatica pudiendo ser fatal. Este fdrmaco es también una excelente alternativa para el tratamiento de
la fiebre, especialmente en el caso de la contraindicacidon con otros AINEs, como la aspirina, pues no
posee efectos colaterales gastrointestinales, sintomas renales, ni trastornos hemorragicos (Skoglund,

2003).

Se cree que el paracetamol aumenta el umbral del dolor inhibiendo las ciclooxigenasas en el sistema
nervioso central por medio de sus efectos antipiréticos, los que bloquean el pirégeno enddgeno en el
centro hipotaldmico encargado de regular la temperatura, de esta manera el calor es disipado por
vasodilatacién, lo que aumenta el flujo sanguineo periférico y la sudoracién. Sin embargo, el
paracetamol no inhibe las ciclooxigenasas en los tejidos periféricos, razén por la cual carece de

actividad antiinflamatoria (Graham et Scott, 2013).

El estudio de Huber et al. (2009) mostré que el paracetamol en las plantas podria someterse a una via
metabdlica oxidativa, similar a la descrita para los mamiferos, y con la implicacién de una fase de
activacion, probablemente mediada por el citocromo P450 que da lugar a la formacién de especies
reactivas de oxigeno. An et al. (2009) observaron la inhibicidn del crecimiento de las plantulas de trigo
Triticum aestivum, acompaiada de cambios en los pigmentos fotosintéticos y fracciones de proteinas
solubles, asi como el dafio del sistema de defensa antioxidante, al igual que Kummerova et al. (2015)
en las plantas lentejas de agua expuestas a paracetamol. En peces la exposicién a este farmaco ha
llevado a la muerte, daifo hepatico y a un desarrollo embrionario anormal (David et Pancharatna, 2009;

Weigt et al., 2010).
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Figura 1: Estructura quimica del Paracetamol (Graham et Scott, 2013).

Concentraciones reportadas de paracetamol:
- 14-1600 ng/L en las corrientes de China (Lin et al., 2009).
- 12-777 ng/L en aguas superficiales (Pal et al., 2010).
- 1,9 yg/Len los efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales en Canada.

- 6,0 ug /L en efluentes de aguas residuales (Jones et al., 2001).

1.3.2 Ibuprofeno

Otro ejemplo de AINE es el ibuprofeno, que es utilizado frecuentemente para el alivio sintomatico del
dolor de cabeza (cefalea), dolor dental, dolor muscular (mialgia), molestias de la menstruacion
(dismenorrea), sindrome febril y dolor postquirurgico (Carabafio et al., 2005). También se usa para
tratar cuadros inflamatorios, como los que se presentan en artritis de tipo reumatoide y gotosa

(Hardman et al., 1996).

El mecanismo de accién de este farmaco es inhibir la via de la ciclooxigenasa (COX), que es una de las
tres vias principales involucradas en la biosintesis de eicosanoides. A nivel molecular el ibuprofeno
inhibe la actividad enzimatica de COX a través de la competencia con su sustrato, acido araquiddnico,
para los sitios cataliticos de COX (McGettigan et Henry, 2000). Entre los efectos secundarios mas

importantes estan los trastornos gastrointestinales y cardiovasculares (Manrique et Martinez, 2007).

Posee una movilidad relativamente alta en los ambientes acudticos, pero una baja persistencia en el

medio (Buser et al., 1999). El ibuprofeno tiene el potencial de impactar negativamente el fitoplancton



en compartimentos acudticos (Geiger et al.,, 2016). Islas-Flores et al. (2017) reportaron que este
farmaco afecta significativamente el crecimiento de varias especies bacterianas y flngicas. Se reporté
que la exposicion a este farmaco inhibe el crecimiento del molusco Planorbis carinatus, reduce la
capacidad reproductiva del crustdceo Daphnia magna y causa un comportamiento anormal en la
especie Gammarus pulex. Por otra parte, las concentraciones de ibuprofeno en el agua de mas de 100
mg/L han reportado ser fatales para los peces Oryzias latipes (Sanderson et al., 2003; Pounds et al.,

2008).

OH

Figura 2: Estructura quimica del Ibuprofeno (Bushra et Aslam, 2010).

Concentraciones reportadas de ibuprofeno:
- 313-3777 ng/Len las corrientes taiwanesas (Lin et al., 2008).
- 134 -7100 ng/L en efluentes de plantas de tratamiento (Pal et al., 2010).

- 14 -44 ng/L en aguas superficiales (Pal et al., 2010).
1.4. Tipos de interacciones quimicas entre sustancias quimicas

El término interaccion incluye todas las formas de accidn conjunta que se desvian por encima de los
conceptos aditivos. Por lo tanto, el efecto combinado de dos o mas sustancias puede ser mayor
(sinérgico, potenciado, supra-aditivo) o menor (antagonista, inhibidor, sub-aditivo, infra-aditivo) que el

previsto sobre la base de la adicién de la dosis o de la respuesta combinada (Bialk-Bielinska et al., 2017).

El efecto aditivo es producido cuando el efecto final de los componentes es igual a la suma de los

efectos individuales que aparecen cuando se administran separadamente. Se presenta un efecto



sinérgico cuando el efecto de dos agentes combinados es mucho mayor que el efecto producido por la
suma de los efectos individuales cuando se administran separadamente. El antagonismo ocurre cuando
el efecto combinado de la mezcla es menor que el efecto aditivo total de los componentes individuales

(ATSDR, 2004; USEPA, 2007; EFSA, 2008).

1.5. Modelos de interaccion

1.5.1 Concentracion Adicion

Este modelo propuesto por Anderson et Weber (1975) asume que los efectos pueden ser estimados
directamente a partir de la suma de las dosis o concentraciones de sustancias en una mezcla (Otitoloju,
2002). Esto implica que todos los compuestos contribuyen a la toxicidad total de la mezcla en
proporcién directa a su concentracién en la mezcla y su efecto individual (Cleuvers, 2003; Kortenkamp
et al., 2009). Este modelo se basa en los conceptos farmacolégicos del sitio de unidn del ligando, la
afinidad, la toxicidad individual y la ocupacién del receptor, donde la ocupacién del receptor es
proporcional a la concentracion del ligando y su afinidad por el receptor. Asi, la magnitud de la
respuesta bioldgica de la mezcla quimica puede ser pronosticada al sumar las dosis de los componentes

(JRC, 2014).

Marcos internacionales y cientificos han apoyado el uso de este método como un primer acercamiento
a la evaluacién del riesgo a las interacciones en mezclas binarias, independientemente del modo de
accién similar o diferente de los componentes (JRC, 2015; Backhaus, 2016; Evans et al., 2016), debido
a que ha demostrado validez para predecir los efectos combinados de los productos quimicos sobre los

productores primarios acuaticos (Altenburger et al., 2000; Backhaus et al., 2000; Faust et al., 2001).

El valor de Clso estimado se obtiene sumando los valores de Clso de los farmacos obtenidos
experimentalmente de forma individual segin su contribucidn en la mezcla de acuerdo con las
proporciones probadas, luego el valor de Clsp estimado se divide por el valor Clsy obtenido

experimentalmente de la mezcla binaria.

CA = CISO estimada

CISO experimental de la mezcla

Donde:



CA =1 indica que el efecto es aditivo
CA > 1 que hay sinergia

CA < 1 que hay antagonismo

1.5.2 Proporcion Sinergia

Es importante evaluar si ambos componentes de una mezcla binaria contribuyen significativamente a
la toxicidad general o si el efecto de la mezcla total estd dominado por un solo componente, para esto
se estima la contribucién de cada sustancia activa a la toxicidad total de la mezcla mediante el método

de proporcion sinergia (Hewlett et Plackett, 1969).

La proporcién de cada componente en la mezcla se calcula mediante la divisién del Clso de cada

sustancia de manera individual por el valor de Clso obtenido experimentalmente de la mezcla evaluada.

_ Cls0 gel elemento quimico actuando individualmente

PS =

CISO de la mezcla

Donde:
PS = 1 indica aditividad
PS > 1 indica sinergia

PS < 1 antagonismo

1.6. Macrdfitas y la contaminacion acuatica

Los organismos autdtrofos, como por ejemplo el fitoplancton y las macrdfitas, representan una
proporcidn significativa de la biomasa total en los ambientes acudticos, y proporcionan una importante

fuente de carbono para el ecosistema (Brain et al., 2004).

Las macréfitas, como las lentejas de agua, pueden funcionar como un regulador de temperatura en los
ambientes acuaticos, lo que proporciona una funcidn vital dentro de su ecosistema ya que sirve para
inhibir la formacion de cianobacterias. Estas plantas se caracterizan por flotar libremente sobre la
superficie del agua y se componen de estructuras similares a las hojas llamadas frondas. Prosperan en
ambientes de agua dulce estancadas o de corriente lenta. Se reproducen por via vegetativa a partir de

yemas que nacen desde cavidades laterales ubicadas en la region basal de la fronda, las cuales



permanecen unidas a la fronda progenitora hasta alcanzar el tamafio suficiente, formandose asi grupos
clonales de la planta. Presentan un crecimiento mas rapido en comparacidon con otras plantas
fanerégamas y poseen un rol fundamental en los ecosistemas acuaticos como productoras de oxigeno,
en los ciclos biogeoquimicos, en el control de la calidad del agua, en el reciclaje de nutrientes gracias a
su gran capacidad de absorcién, en ser un soporte fisico para una variedad de organismos y en proveer

de hdbitats para la vida acudtica, principalmente para peces (Lewis, 1995).

Una especie de macrodfita que habita en Chile es la lenteja de agua Lemna minuta conocida también
como Lemna minuscula. Esta especie corresponde a la mas pequefa dentro del género Lemna,
midiendo no mas de 2,5 mm de largo. Esta macréfita posee una amplia distribucién geografica a lo
largo del continente americano, presente en ambientes dulceacuicolas en zonas templadas, tropicales
y subtropicales, confundiéndose facilmente con Lemna valdiviana (Landolt, 1998). Esta planta es
distribuida facilmente por las aves, por lo que existe la posibilidad de su introduccién ocasional en los
cuerpos de agua de diferentes territorios. Estas plantas se caracterizan por permanecer en colonias de
dos a cinco frondas de un solo nervio con textura de superficie translicida uniforme presentando una

forma eliptica-orbicular (Mazzeo, 1993).

Considerando las plantas acuaticas como uno de los principales productores primarios en el ecosistema
acuatico, la penetracién de la toxicidad de los productos farmacéuticos sobre estas especies puede ser
tomada como un punto importante para abordar el problema de la contaminacidon por ciertas
sustancias quimicas, ya que cualquier impacto negativo sobre estos organismos puede traer graves
consecuencias, provocando una alteracidon en la diversidad y funcionalidad de los ecosistemas

acuaticos (Xin et al., 2017).

Ciertos estudios sugieren que la exposicion a las concentraciones ambientalmente relevantes de los
diversos farmacos como el paracetamol e ibuprofeno afecta los procesos bioquimicos de las plantas
lenteja de agua, provocando la pérdida de la integridad de la membrana plasmatica y cambios en los

sistemas antioxidantes (Kummerova et al., 2015).

1.6.1 Mecanismos de defensa en macrofitas

Estas plantas acuaticas poseen diversos sistemas de defensa frente a toxinas, como por ejemplo el

sistema de estrés antioxidativo donde participan antioxidantes solubles y ciertas enzimas que sirven
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para reducir los efectos adversos que podrian afectar al organismo (Mizoi et al., 2012; Lira-Saldivar et
al., 2016). El estrés oxidativo se provoca cuando la produccién de especies reactivas del oxigeno excede
la capacidad de las defensas antioxidantes de las células para eliminar estas especies tdxicas (Limén-
Pacheco et Gonsebatt, 2009). Las plantas continuamente producen estas especies reactivas en
diferentes organelos celulares como: mitocondrias, cloroplastos, peroxisomas, reticulo endoplasmico

y en la membrana plasmatica (Karuppanapandian et al., 2011).

Las consecuencias principales del estrés oxidativo son el dafio a los componentes celulares y su
bioacumulacién, lo que lleva a la pérdida de la funcionalidad celular y la muerte eventual del organismo
(Foyer et Noctor, 2011). Este sistema se ha reportado como un mecanismo de defensa frente a las
sustancias toxicas en organismos acuaticos expuestos a la contaminacidn (Alaerts et al., 1996; Arora et

al., 2002; Barrera, 2015).

1.7. Evaluacion de la calidad ambiental en cuerpos de agua

La preocupacién por la contaminacidn acudtica surge como consecuencia de los vertidos de efluentes
industriales y urbanos, y contaminantes de origen agricola que tienen como receptores los cauces
naturales. Este hecho ha propiciado un auge en el desarrollo de metodologias para valorar los niveles
de exposicién a compuestos quimicos, llegando incluso a establecerse limites permitidos de sus

concentraciones tanto en agua como en sedimentos (Valenzuela, 2013).

Por otra parte, la cantidad y diversidad de sustancias que pueden llegar a los sistemas acuaticos son
muy numerosas, ademas de la complejidad que alcanzan los medios acudticos por su propia dindmica,
por las sustancias que contienen y sus interacciones; hacen mdas complejas las evaluaciones del estado

y calidad de los cuerpos de agua superficiales (Bro-Rasmussen et al., 1994).

En Chile existen normas de emisién y de calidad presentes en el cuerpo legal, tales como:
e D.S.N°90/00. Establece Norma de emision para la regulacion de contaminantes asociados a las
descargas de residuos liquidos a aguas marinas y continentales superficiales.

e D.S.N°46/02. Establece Norma de emisidn de residuos liquidos a aguas subterraneas.
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e Norma chilena oficial 1333 modificada en 1987. Requisitos de calidad del agua para diferentes
usos.

e D.S.N°143/09. Establece Normas de calidad primaria para las aguas continentales superficiales
aptas para actividades de recreacidn con contacto directo.

e D.S. N°609/98. Establece Norma de emisidn para la regulacién de contaminantes asociados a
las descargas de residuos industriales liquidos a sistemas de alcantarillado.

e D.S.N°9/15 Establece Normas secundarias de calidad ambiental para la proteccion de las aguas
continentales superficiales de la cuenca del rio Biobio.

e D.S. N°53/13 Establece Normas secundarias de calidad ambiental para la proteccién de las
aguas continentales superficiales de la cuenca del rio Maipo.

e D.S. N°19/13 Establece Normas secundarias de calidad ambiental para la proteccién de las
aguas continentales superficiales del lago Villarrica.

e D.S. N°122/09 Establece Normas secundarias de calidad ambiental para la proteccién de las
aguas del lago Llanquihue.

e D.S. N°75/09 Establece Normas secundarias de calidad ambiental para la proteccidén de las

aguas continentales superficiales de la cuenca del rio Serrano.

Todos estos instrumentos legales y normativas destinadas a la proteccidon de los ecosistemas acudticos
consideran las concentraciones de los contaminantes de forma individual que sean ecolégicamente
seguras, sin considerar las interacciones que puedan presentar diversos productos quimicos en mezclas

complejas en los cuerpos de agua superficiales.

Este afo el Centro Comun de Investigacion de la Comisidon Europea (JRC, Joint Research Centre) ha
estado trabajando con cinco consorcios de investigacidon para producir un documento que identifique
las necesidades de investigacion y politicas para hacer frente a la evaluacién y gestién de los riesgos
potenciales por las mezclas quimicas para la salud humana y el medio ambiente. Para esto se realizo el
evento “Avances en la Evaluacion de Mezclas Quimicas y sus Riesgos para la Salud Humana y el Medio
ambiente" (Advancing the Assessment of Chemical Mixtures and their Risks for Human Health and the
Environment) generado en mayo de 2018, lo que reunié a la comunidad de investigacidon con los

servicios de la comisidn y las agencias de la Unidn Europea para evaluar el avance actual de la ciencia,
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coordinar las estrategias de investigacién con las necesidades politicas, y asi priorizar la colaboracion

en el ambito de la ciencia y politica (JRC, 2018).

1.8. Métodos bioldgicos para la evaluacion de la calidad de aguas

Estos métodos permiten determinar la toxicidad de agentes fisicos y quimicos sobre un organismo de
prueba bajo condiciones experimentales especificas y controladas. Sus efectos estardn condicionados
por las caracteristicas del efluente o toxico empleado, asi como de la concentracién y tiempo de
exposicién, teniendo como resultado en una exposicion aguda la muerte del individuo y en una
exposicidon crénica efectos subletales como, por ejemplo, alteraciones bioquimicas, cambios a nivel
morfoldgico y fisioldgico, efectos en el crecimiento, cambios en su tasa de reproduccién, entre otros

(Valenzuela, 2013).

1.8.1 Bioensayos de toxicidad

El bioensayo corresponde una herramienta que permite la medicion experimental de cualquier
perturbacién de un sistema biolégico causado por un agente quimico o fisico, y que tiene como objetivo
la cuantificacidn de la relacidon concentracidn-efecto y/o dosis-efecto de una sustancia contaminante
que provoque un efecto adverso sobre el sistema bioldgico determinado bajo condiciones controladas
de terreno o laboratorio. Proporciona una herramienta simple, rapida, rentable, sensible y
representativa de los potenciales riesgos toxicos sobre un organismo, con una aplicacién practica que
sirve para supervisar la calidad de los cuerpos de aguas superficiales. Los efectos observados en los
organismos de prueba presentan valores de toxicidad que pueden ser expresados como la
concentracién del téxico en el agua. Los resultados obtenidos sirven para determinar el umbral que
puede soportar el sistema evaluado ante algun tipo de contaminacién, los cuales servirdn como guia
para la toma de decisiones de las entidades reguladoras, ademds de informar y alertar sobre los riesgos
y la degradacion del medio ambiente, para de esta manera garantizar una correcta evaluacion hacia la

salud ambiental y humana (Valenzuela, 2013).

Dentro de la normativa chilena se han incorporado los siguientes bioensayos:

e Estimacién de la toxicidad en aguas residuales de origen industrial (riles) mediante el bioensayo

de inhibicion en el crecimiento de la bacteria Bacillus subtilis (Nch 2313/26. 0f1999).
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e Determinacion de la calidad del agua mediante el cdlculo de la inhibicién en la movilidad en el
microcrustaceo de agua dulce Daphnia magna y Daphnia pulex. (Nch 2083/1999).
e Determinacion de la calidad del agua mediante la inhibicidon de crecimiento en la microalga

Selenastrum capricornutum (Raphidocelis subcapitata) (Nch 2706/2002).

Utilizacion de plantas acuaticas en bioensayos de toxicidad

Actualmente organismos oficiales de proteccién ambiental, tanto europeos como americanos, sugieren
el uso de plantas vasculares acudticas pertenecientes al género Lemna en la aplicacién de protocolos
estandarizados de ensayos para la evaluacidon de efectos fitotoxicos de compuestos puros y de
muestras ambientales complejas, con la finalidad de proporcionar criterios representativos e
integrativos de las condiciones de exposicidn en los medios acudticos, ademds de su uso en la
certificacion y registro de nuevas sustancias (OECD, 2006; USEPA, 2012). Esto debido a la amplia
variedad de ambientes acudticos en el que este tipo de plantas puede desarrollarse, su facil manejo,
sus rapidas tasas de crecimiento, su alto grado de homogeneidad de tal manera que la mayoria de los
clones son morfoldgicamente similares y su gran sensibilidad a sustancias tensoactivas y compuestos

hidrofdbicos (Drost et al., 2007).

Considerando que las plantas acuaticas han demostrado ser capaces de absorber y metabolizar
cantidades considerables de productos farmacéuticos (Li et al., 2012; Matamoros et al., 2012); las
pruebas de inhibicion del crecimiento en las macrdfitas del género Lemna servirian como fuente de
informacidn sobre la fitotoxicidad para otro tipo de productores primarios, siendo una de las especies
mas sensibles en este tipo de pruebas (Lewis, 1995; Cleuvers, 2003; Nunes et al., 2014; Kummerova et

al., 2015).

Dentro de los farmacos mds utilizados en Chile se encuentran el paracetamol y el ibuprofeno
(Henriquez et Sancha, 2012), por lo que se presume pudiesen encontrarse presentes en los cuerpos de
agua superficiales del pais, lo que podria potenciar un riesgo toxico a los productores primarios del
ecosistema acuatico. Se desconocen los efectos que pueda haber sobre la especie de flora acuatica de

agua dulce Lemna minuta en relacidn con las diferentes concentraciones de los farmacos paracetamol
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e ibuprofeno de manera individual como también en mezcla. Por esto, es por lo que es necesario
establecer datos toxicoldgicos que reflejen sus posibles riesgos sobre el medio ambiente, y asi
promover una correcta gestion sobre los diferentes tipos de contaminantes emergentes en funcién de

los productores primarios de los ecosistemas acuaticos de agua dulce en el pais.

Para este estudio se realizaron bioensayos de toxicidad crénica con la lenteja de agua Lemna minuta,
con una exposicién a una serie de concentraciones de los fdrmacos paracetamol e ibuprofeno de forma
individual y en diferentes proporciones en mezclas binarias, para determinar la concentracion
inhibitoria del 50 % de la poblacién (Clso) y la concentracidn mas baja a la cual se observa efecto (LOEC),
por medio de la evaluacion de los puntos finales del nUmero y area de frondas en funcién de Ia
inhibicion del crecimiento en condiciones controladas de laboratorio, con el fin de determinar la

toxicidad de estas sustancias quimicas y sus formas de interaccion en las mezclas propuestas.
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2. Formulacién del problema

En general la informacién ecotoxicolégica sobre los contaminantes emergentes es escasa en nuestro
pais, por lo que no se puede estimar el riesgo ambiental que implican estos agentes quimicos en los
ecosistemas acuaticos. Dentro de los organismos que pueden ser afectados estan los productores
primarios los cuales son clave en las cadenas tréficas en estos ecosistemas, tomando en cuenta que
cualquier efecto sobre ellos afectard los niveles tréficos superiores (Sagan et Balcioglu, 2006; Yamagishi

etal. 2017).

Los fdrmacos como el paracetamol y el ibuprofeno estan entre los mds utilizados en Chile. Los sistemas
de tratamiento de aguas residuales no contemplan este tipo de compuestos quimicos en su remocidn,
en consecuencia, son descargados a los ecosistemas acuaticos. Por lo tanto, uno de los aspectos que
se deberian mejorar en el proceso de evaluacién del estado y calidad de los cuerpos de agua
superficiales es la necesidad de la evaluacion de la toxicidad de mezclas de ingredientes farmacéuticos
activos (Agerstrand et al., 2015; Backhaus, 2016; Tobillo et al., 2007). Los efectos toxicos de estos
productos farmacéuticos son poco conocidos en los productores primarios como las macrdéfitas, las que
son la base de las tramas trdficas dulceacuicolas. Esto resulta en un potencial riesgo hacia los diferentes
sistemas bidticos presentes que estan continuamente recibiendo cargas de estos contaminantes. Por
otra parte, estos farmacos se encuentran en mezclas en el medio, por lo que podrian existir diversas
interacciones entre ellos, modificando su toxicidad individual a potenciales efectos toxicos mayores

que los estimados.

De esta forma este estudio busca establecer los efectos toxicoldgicos de estos farmacos sobre los
productores primarios en ecosistemas acuaticos de agua dulce, lo que permitird disponer de
informacidn relevante para la determinacidn del riesgo ambiental que podrian presentar, ademas de
establecer criterios de calidad ambiental base en la determinacién de estandares y normas ambientales

secundarias para la proteccién del correcto funcionamiento de los ecosistemas acuaticos.
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3. Hipdtesis

Las mezclas binarias de paracetamol e ibuprofeno modifican la toxicidad individual de estos

compuestos sobre la especie Lemna minuta.

4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Evaluar la toxicidad de paracetamol e ibuprofeno sobre la macréfita Lemna minuta, como base

para la propuesta de un criterio de calidad en aguas superficiales.

4.2. Objetivos especificos

Determinar la toxicidad individual y en mezclas binarias de paracetamol e ibuprofeno sobre la
macrofita Lemna minuta.

Determinar el tipo de interaccidn entre los agentes quimicos en mezclas binarias.

Proponer un criterio de calidad ambiental para el paracetamol y el ibuprofeno en ecosistemas

acudticos de agua dulce.
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5. Materiales y métodos

5.1. Metodologia utilizada

Se utilizé la metodologia sobre efectos ecoldgicos “OCSPP 850.4400: Prueba de toxicidad de plantas
acuaticas utilizando Lemna spp.” (USEPA, 2012) y “Directrices para la prueba de productos quimicos,

Lemna sp. Prueba de inhibicién del crecimiento” (OECD, 2006).

5.2. Condiciones de cultivo in vitro

Los individuos de Lemna minuta se recolectaron en la Laguna Sausalito, en la ciudad de Vifia del Mar,
Region de Valparaiso. Las plantas en el laboratorio se mantuvieron en envases con el mismo medio de
origen durante una semana para luego cambiarlas al medio de cultivo preparado en condiciones
controladas de laboratorio (Fig. 3), tales como una iluminacién fluorescente blanca continua para
proporcionar una intensidad de luz del rango de 6500-10000 lux, una temperatura de 24 £ 2°Cy un pH
de 7,5 10,1 en el medio de cultivo, el cual se ajustd con soluciones de acido clorhidrico (HCI) o hidréxido

de sodio (NaOH) a concentraciones <1M cuando no estuvo dentro del rango establecido.

Figura 3: Cultivo de Lemna minuta en condiciones controladas.

18



El medio de cultivo corresponde a una preparacidn salina, el cual provee de nutrientes necesarios para

el crecimiento éptimo de las colonias de L. minuta. El medio de cultivo se prepard a partir de cinco

soluciones salinas mezcladas y diluidas en 1 L de agua destilada, proporcionando esta mezcla para la

mantencién de las colonias como para la exposicién al toxico (Tabla 1).

El medio nutritivo se cambid tres veces por semana para evitar efectos alelopdticos que puedan

provocar la aparicién de microalgas, eutrofizacién y/o ataque bacteriano. Los envases fueron cubiertos

para reducir la pérdida de agua. Con esto se busca lograr que los individuos alcancen un crecimiento

sostenido en el tiempo libre de factores estresores y contaminantes para ser utilizados en los

bioensayos luego de una semana.

Tabla 1: Soluciones nutritivas para el cultivo de Lemna minuta segin medio de Steinberg, modificado por

Altenburger (ISO 20079, 2005).

Macronutrientes
KNO3
Ca(NO3)2-4H20
KH2PO4
K2HPO4
MgS04-7H20
Micronutrientes
H3BO3
ZnS0O4-7H20
NaMo0O4-2H20
MnCI2-:4H20
FeCL3-6H20
EDTA Disodium-dihydratado
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mg/L
350
295
90
12,6
100
ug/L
120
180
44
180
760
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5.3. Preparacion de soluciones problema

Para la preparacién de las soluciones problemas se realizaron las soluciones madres de 1 L de cada
farmaco con el maximo de dilucién, siendo para el paracetamol de 100 mg/L y 75 mg/L para el
ibuprofeno. Debido a la baja solubilidad en agua de los farmacos, estos fueron previamente disueltos
en acetona para luego preparar las soluciones. El disolvente no excedié el 1,5% de la solucion madre
segln la metodologia sobre efectos ecoldgicos “OCSPP 850.4400: Prueba de toxicidad de plantas

acudticas utilizando Lemna spp.” (USEPA, 2012).

5.4. Prueba de determinacion de rangos

Para establecer las concentraciones de las soluciones de prueba donde es probable que se produzcan
los efectos previstos, los organismos de prueba fueron expuestos a una serie de concentraciones
ampliamente espaciadas de la sustancia de ensayo (0,1; 1,0; 10 y 100 mg/L para el paracetamoly 0,1;
1,0; 10; y 75 mg/L para el ibuprofeno). Se consideré un nimero de tres réplicas para los controles y

para las pruebas de tratamiento.

La cantidad de volumen de cada solucién problema a utilizar, y asi determinar la cantidad de volumen

de dilucidn para cada prueba, se calculé mediante la siguiente férmula:

Vi * Ci = Vf * Cf
Donde:
Vi = Volumen inicial de la solucién problema.
Ci = Concentracioén inicial la solucién problema.
Vi = Volumen final.

Cs = Concentracion final del farmaco.

Se realizaron las diluciones nominales para cada grupo de tratamiento por medio de la dilucién de las
soluciones problema disolviéndolas con una fraccidon del medio de cultivo y agua destilada, y para los
controles se utilizé agua destilada y el mismo volumen del medio de cultivo que en los tratamientos. El

volumen final de preparacion por cada recipiente de exposicidn fue de 100 mL. En cada tratamiento se
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usaron cuatro plantas de tres frondas cada una (Fig. 4), posterior a un bafio con agua destilada para
remover impurezas. Para determinar las condiciones éptimas del crecimiento de las colonias, se
seleccionaron las plantas mas verdes y sanas entre siete y doce dias de edad en el medio de cultivo, sin
evidentes rasgos de divisién vegetativa para evitar una mala estimacidn del crecimiento, teniendo
cuidado de asegurarse de que las frondas contabilizadas fueran claramente visibles. Las plantas fueron
distribuidas aleatoriamente entre los recipientes de ensayo de tal manera que los resultados de la
prueba no mostraran sesgos significativos de las distribuciones, de esta forma los recipientes fueron

dispuestos al azar y se reposicionaron diariamente.

Figura 4: Colonias de Lemna minuta para bioensayos.

5.5. Disefio experimental

5.5.1 Bioensayos individuales

Estos consistieron en determinar la curva de concentracidn-respuesta para la inhibicidn del crecimiento
en porcentaje, y asi el valor de la concentracion media de inhibicion (Clsg) con un intervalo de confianza

del 95%.
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Por medio de la prueba de deteccién de rangos se determind que el mayor porcentaje de inhibicion se
encontrd en el rango de 10 - 100 mg/L para el paracetamol y de 1 - 10 mg/L para el ibuprofeno, por lo

que se trabajo dentro de estos limites de concentracion.
Se utilizé una serie de cinco concentraciones de prueba para cada farmaco, dispuestas en una serie
geomeétrica con los rangos establecidos con mayor porcentaje de inhibicién, para determinar las

toxicidades individuales de cada farmaco (Tabla 2).

Tabla 2: Concentraciones [mg/L] de los farmacos utilizados en los bioensayos individuales.

Farmacos Serie de Concentraciones
Paracetamol 10 25 50 75 100 Control
Ibuprofeno 1 2,5 5 7,5 10 Control

5.5.2 Bioensayos de mezclas binarias

Para estos bioensayos se realizaron las mezclas binarias en proporciones de 4:1, 1:4 y 1:1 con relacion
al paracetamol con el ibuprofeno, y se utilizaron las concentraciones para cada mezcla referidas en la

tabla 3.

Tabla 3: Concentraciones [mg/L] para las mezclas binarias.

Proporcidn
Serie de Concentraciones
Paracetamol:lbuprofeno

4:1 1 10 25 50 75 Control
1:1 1 10 25 50 75 Control
1:4 10 14 18 22 25 Control

Se determinaron las curvas de concentracidon-respuesta para cada mezcla, y asi el valor de la

concentracién media de inhibicién (Clsg) con un intervalo de confianza del 95%.
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Luego de calcular las toxicidades de las mezclas binarias se realizé la estimacién de las interacciones
entre sus componentes por medio del método de concentracion adicion (Anderson et Weber, 1975) y

proporcién sinergia (Hewlett et Plackett, 1969).
5.6. Mediciones y determinaciones analiticas

Durante las pruebas se realizaron registros de los cambios en el desarrollo de las plantas en cada
recipiente de ensayo, respecto al tamafio, nimero y apariencia de las frondas, indicacién de necrosis,
clorosis, ruptura de colonias, pérdida de flotabilidad, longitud y apariencia de la raiz. Teniendo en
cuenta también ciertas caracteristicas significativas, como, por ejemplo, la presencia de material no

disuelto y crecimiento de microalgas en los recipientes de prueba.

5.6.1 Numero de frondas

Se contabilizé el nimero de frondas al inicio y al final de la exposicion para luego calcular la tasa de

crecimiento para cada control y concentracion.

5.6.2 Area de las frondas

El drea de las frondas se determind para cada prueba y control en el comienzo y al final de la exposicidn
con el programa “Imagel-” por medio de las fotografias tomadas, y asi estimar el aumento o

disminucién del area en cada planta.

5.7. Evaluacion de los puntos finales

5.7.1 Tasa media de crecimiento especifico

Esta variable de respuesta se calculd en base de los logaritmos de los puntos finales (niUmero y area de
la fronda) al inicio y final de la exposicidn, con el tiempo (expresado por dia) en los controles y cada

grupo de tratamiento mediante la siguiente formula:

Hi—j = t

Donde:

-pi-j: Tasa media de crecimiento especifico del tiempo i al j
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-Ni: Variable de medida en la prueba o control en el momento i
-Nj: Variable de medida en la prueba o control en el momento j
-t: Periodo de tiempo deiaj

-i: Primer dia del ensayo.

-j: Ultimo dia del ensayo.

5.7.2 Porcentaje de inhibicidn de la tasa de crecimiento

Se calculd el porcentaje de inhibicidn para cada concentracidn de prueba con respecto al control de

acuerdo con la siguiente formula:

C—puT
Ir%=(””—cu)*100

Donde:
-Ir%: Inhibicién porcentual de la tasa media de crecimiento especifico
-uC: Valor medio para p en el control

-UT: Valor medio para p en el grupo de tratamiento

5.8. Analisis estadistico
Se realizé un andlisis de regresidon lineal simple para obtener una relacién cuantitativa de la
concentracién-respuesta mediante los resultados experimentales. Los valores de Clsoen cada uno de
los bioensayos se calculd mediante una interpolacion lineal.
Se determinaron también los intervalos de confianza para cada grupo de tratamiento respecto a la
respuesta observada. Por otro lado, se determind la correlacidn entre los dos puntos finales medidos

en los bioensayos para establecer su grado de relevancia.

Para la estimacién del LOEC se compararon los medios de tratamiento con el control, utilizando técnicas

de analisis de varianza (ANOVA) provisto con el método Tukey mediante el software Minitab 18.
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5.9. Propuesta de un criterio de calidad ambiental para paracetamol e ibuprofeno en cuerpos de

agua superficiales

Para poder determinar un criterio de calidad para paracetamol e ibuprofeno en los cuerpos de agua
superficiales se tomd como referencia la concentracidn mas baja a la cual se encontraron diferencias
significativas (LOEC) entre las tasas de crecimiento de los grupos de tratamiento con el control. Se
propuso tomar como referencia el 10% de este valor, aplicando asi el factor de incertidumbre
correspondiente cuando se usa LOEC en vez de NOEC (concentracidn a la cual no se observa efecto)
para crear un margen entre la concentracidon permitida y la concentracién minima en la cual ocurren
cambios significativos en la tasa de crecimiento de los individuos, y asi poder evitar las situaciones de

riesgo ambiental (Bruce et Versteeg, 1992).
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6. Resultados
En la tabla 4 se muestran los valores de Clso para los fdrmacos evaluados de manera individual y en
mezclas binarias. Se observé que el ibuprofeno es diez veces mas tdxico que el paracetamol y que la

mezcla que presenta mayor toxicidad fue la que tenia mayor concentracidn de ibuprofeno.

Tabla 4: Valores de Clsg [mg/L] con sus intervalos de confianza al 95% para los farmacos evaluados y sus mezclas

respecto al nimero y area de frondas.

Farmacos evaluados y sus

mezclas

Clso del nimero de frondas

Clsodel area de frondas

Paracetamol (P)

90,5 (86,4-94,7)

76,5 (72,5-80,6)

Ibuprofeno (1)

8 (7,6-8,4)

5,9 (5-6,8)

1:1 34,2 (29,7-38,7) 26,7 (20,3-33,1)
1:4 (P:) 23,2 (17,4-29) 20,3 (14,5-26,1)
4:1 (P:1) 58,9 (54,9-62,9) 55,7 (51-60,3)

El comportamiento de las colonias de Lemna minuta demostré una relacion directa entre la inhibicion
del crecimiento en funcién con las concentraciones expuestas de los farmacos, de manera individual
(Fig. 5y 6) y en mezclas binarias (Fig. 13 y 14), de modo que al aumentar la concentracidon aumentaba

también la inhibicidn del crecimiento.
Las figuras 5 y 6 muestran las regresiones entre las concentraciones de paracetamol e ibuprofeno y las

variables de respuesta evaluadas, donde se observd que el drea de las frondas fue la respuesta mas

sensible a las concentraciones de los farmacos.
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Figura 5: Relacion entre el porcentaje de inhibicidn entre el numero de frondas (azul), area de frondas (rojo) y
las concentraciones de paracetamol (P). Regresion simple (p<0,05).
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Figura 6: Relacion entre el porcentaje de inhibicién entre el nUmero de frondas (azul), area de frondas (rojo) y
las concentraciones de ibuprofeno (I). Regresidn simple (p<0,05).
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En las figuras 7 y 8 se muestran las diferencias con respecto a la inhibicidn del crecimiento que tuvieron
las colonias de L. minuta expuestas a los diferentes fdrmacos, donde en ambos casos se observé que el
comportamiento frente al ibuprofeno fue altamente mas tdxico que con paracetamol.

Se logré observar también que la pendiente de la recta para el caso del ibuprofeno fue mayor que la

del paracetamol, indicando una mayor toxicidad.
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Figura 7: Relacion entre el porcentaje de inhibicion del nimero de frondas (NF) frente a concentraciones de
paracetamol (azul) e ibuprofeno (rojo). Regresion simple (p<0,05).
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Figura 8: Relacién entre el porcentaje de inhibicién del area de frondas (AF) frente a concentraciones de

paracetamol (azul) e ibuprofeno (rojo). Regresion simple (p<0,05).

En las siguientes figuras (9, 10, 11 y 12) se muestra el efecto del aumento de las concentraciones de los

farmacos sobre las tasas de crecimiento por el nimero y area de frondas, en relacion con los grupos de

tratamiento y los controles.
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Los resultados obtenidos con respecto al modelo concentracién adicion se muestran en las tablas 5y
6, donde se observa que el tipo de interaccion en las mezclas es sinérgico, a diferencia de la mezcla con

mayor proporcion de ibuprofeno (1:4), la cual se mostré con un efecto aditivo.

Tabla 5: Valores de Clso [mg/L] estimada y experimental para CA respecto al nimero de frondas.

Mezclas de farmacos
Clspestimada Clso experimental CA
P:l
1:1 49,3 34,2 1,4
4:1 74 58,9 1,3
1:4 24,5 23,2 1,1

P: paracetamol, I: ibuprofeno. CA = 1 efecto aditivo, CA > 1 efecto sinérgico, CA < 1 efecto antagdnico.

Tabla 6: Valores de Clso [mg/L] estimada y experimental para CA respecto al drea de frondas.

Mezclas de farmacos
Clspestimada Clso experimental CA
P:l
1:1 41,2 26,7 1,5
4:1 62,4 55,7 1,1
1:4 20,1 20,3 1

P: paracetamol, I: ibuprofeno. CA = 1 efecto aditivo, CA > 1 efecto sinérgico, CA < 1 efecto antagdnico.
Con respecto al modelo de proporcidn sinergia los valores obtenidos estan representados en las tablas
7 y 8, donde se ve que para todas las mezclas la proporcidn de sinergia esta ligada al paracetamol y la

antagonica al ibuprofeno.

Tabla 7: Valores de Clso [mg/L] para las mezclas de farmacos y los valores de PS para cada farmaco respecto al

numero de frondas.

Mezcla de farmacos P:l Clso PS1 PS2
1:1 34,2 2,6 0,2
4:1 58,9 1,5 0,1
1:4 23,2 3,9 0,3

P: paracetamol, I: ibuprofeno. PS1 para paracetamol, PS2 para ibuprofeno.




Tabla 8: Valores de Clso [mg/L] para las mezclas de farmacos y los valores de PS para cada farmaco respecto al

area de frondas.

Mezcla de farmacos P:I Clso PS1 PS2
1:1 26,7 2,9 0,2
4:1 55,7 1,4 0,1
1:4 20,3 3,8 0,3

P: paracetamol, I: ibuprofeno. PS1 para paracetamol, PS2 para ibuprofeno.

En las figuras 13 y 14 se observan los comportamientos por la inhibicidon del crecimiento frente al
aumento de las concentraciones de las mezclas binarias. Para los dos tipos de respuestas evaluados se
puede ver que la mezcla con la proporcion 1:4 fue la mds téxica; con una menor proporcién de

paracetamol y mayor de ibuprofeno.

100
¥ =7,5374 +1,2412x
R2=0,99
80
X
|9
Z 60
<
% y =9,6994 + 1,7356x
5 R2=0,96
T 40 ¥ =7,7015 +0,7181x
c R2=0,97
20
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Concentracion [mg/L]

Figura 13: Relacidn entre el porcentaje de inhibicidon del nimero de frondas (NF) frente a concentraciones de
mezclas binarias. Proporcion 1:1 (rojo), 4:1 (azul) y 1:4 (verde). Regresion simple (p<0,05).
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Figura 14: Relacidn entre el porcentaje de inhibicién del area de frondas (AF) frente a concentraciones de
mezclas binarias. Proporcion 1:1 (rojo), 4:1 (azul) y 1:4 (verde). Regresion simple (p<0,05).

La minima concentracidon a la cual se observaron cambios significativos (LOEC) en las tasas de
crecimiento con L. minuta fue de 10 mg/L para el caso del paracetamol y 1 mg/L para el ibuprofeno
(Figuras 9, 10, 11 y 12). Estas concentraciones fueron determinadas mediante un analisis de ANOVA
(p<0,05) con el método Tukey de comparacidn de las medias en el software Minitab 18. De esta manera
se establecid un criterio de calidad ambiental basado en estos valores, el cual consistié en sugerir la
presencia del diez por ciento del LOEC, es decir 1000 y 100 pg/L para el paracetamol y el ibuprofeno
respectivamente, para de esta manera mantener un rango entre la concentracién que se puede
descargar a los cuerpos de agua superficiales y la concentracién a la cual se inhibe una parte

significativa de la tasa de crecimiento.
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7. Discusion

Las toxicidades individuales encontradas en Lemna minuta fueron de un Clso con valores de 90,5y 76,5
mg/L para el caso del paracetamol, y 8 y 5,9 mg/L para el ibuprofeno en relacién con el nimero de
frondas y drea foliar respectivamente. Lo que indica que el ibuprofeno es mas téxico que el paracetamol
para la especie Lemna minuta. Esto también se reflejoé en el valor de las pendientes de las rectas del
comportamiento de los organismos frente al incremento de las concentraciones, los que fueron
mayores para el caso del ibuprofeno. Esto puede deberse por las diferencias en sus composiciones,
donde en el caso del paracetamol proviene del p-aminofenol y el ibuprofeno de arilpropionato. Se
determind que el area foliar resultd ser la variable respuesta mas sensible, manteniendo una alta
correlacién con el nimero de frondas. Esto concuerda con Valenzuela (2013), que establece que existen
pardmetros mas sensibles en la estimacién ecotoxicoldgica de la contaminacién con lentejas de agua

gue el usado regularmente como numero de frondas, tales como clorofila o area foliar.

Los valores de toxicidad reportados en el presente estudio son inferiores con respecto a otra especie
del mismo género, de acuerdo con Nunes et al. (2014), donde en un estudio sobre los efectos del
paracetamol en macrodfitas encontraron notorias diferencias entre dos especies del género Lemna. El
paracetamol causé una disminucién significativa del nimero de frondas con un CEso (concentracion
efectiva media) de 446,6 (360,1 — 580,2) mg/L para el caso de Lemna minor, y para Lemna gibba no se
reportd toxicidad en las condiciones de exposicion propuestas. Estas diferencias pueden deberse a la
alta variabilidad de respuestas antioxidantes en plantas acuaticas, mostrando diferencias notables
entre especies aun siendo del mismo género (Regoli et al., 2003; Osman et van Noort, 2007; Binelli et
al., 2009), lo que implica que existen mecanismos mas preparados que otros para resistir a los diversos

tipos de estresores en el ambiente.

En otro estudio con Lemna minor, después de diez dias se observd una significativa reduccién del
contenido de pigmentos fotosintéticos al incrementar la concentracién de paracetamol en un rango de
0,1 — 100 pg/L (Hajkova et Kummerova, 2014). Las diferencias que existen entre estos datos y los
resultados del presente estudio indican que variables como el tiempo de exposicidén y los tipos de
respuestas evaluadas son determinantes para establecer la toxicidad de algun téxico. Las diferencias

en la toxicidad de los puntos finales podrian indicar qué condicién o aspecto del organismo sera el

35



primero en verse afectado o por lo menos el mas sensible. Es probable que algunos téxicos reflejen un
mayor efecto en un tipo de respuesta especifico en macrdfitas, como, por ejemplo, que dafien los
pigmentos fotosintéticos antes de que afecten el crecimiento celular, mientras que otros pueden
afectar directa o indirectamente el crecimiento celular antes de los pigmentos (Cedergreen et al.,

2007).

Los resultados del presente estudio con respecto al ibuprofeno fueron similares a los de otras especies,
Pomati et al. (2004) reportaron un Clsode 4 mg/L en la especie Lemna minor, La Farré et al. (2001) un
CEso de 12 mg/L para la bacteria Vibrio fischeri, la cual habita en diferentes ecosistemas acuaticos, y
Halling-Sgrensen et al. (1998) un CEso de 7,1 mg/L para la microalga Skeletonema costatum. Esto
sugiere que existen diversos tipos de organismos acuaticos que son sensibles al ibuprofeno en el rango
de miligramos por litro, lo que no demuestra un riesgo ambiental respecto a las concentraciones

reportadas en los diferentes cuerpos de agua (Lin et al., 2008).

Estudios previos realizados sobre especies de crustdceos han demostrado que la toxicidad del
paracetamol fue mayor que la de ibuprofeno (Han et al., 2006), mientras que en otro estudio con
microalgas se determiné que el ibuprofeno fue mas tdxico que el paracetamol (Moraga, 2018), como
también en otros estudios con peces (Santos et al., 2010). Estos resultados muestran las diferencias
que existen en la sensibilidad entre las diferentes especies del ecosistema acuatico, lo que indica que
se requiere de una investigacién adicional que revele el potencial impacto crénico de estas dos
sustancias en los organismos acuaticos (Fent et al., 2006; Kimmerer, 2004), considerando su
bioacumulacién y liberacién continua al medio ambiente (Carlsson et al., 2006). Teniendo en cuenta
que ademas del ingrediente activo, un producto farmacéutico contiene excipientes que también deben

ser evaluados (Carlsson et al., 2006).

Las toxicidades observadas en este estudio para las mezclas binarias de paracetamol e ibuprofeno
fueron de Clspde 34,2 y 26,7 mg/L para la proporcion de 1:1, 58,9 y 55,7 mg/L para la mezcla con mayor
proporcién de paracetamol, y 23,2 y 20,3 mg/L para la mezcla con mayor proporcién de ibuprofeno, en
relacidn con el nimero de frondas y area foliar respectivamente. Esto indica que la toxicidad aumenta
directamente en relacidon con el aumento de la proporcién de ibuprofeno presente en la mezcla,

manteniendo una relacién directa con respecto a lo evidenciado en los bioensayos individuales;
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afirmando que el ibuprofeno es mads téxico que el paracetamol. También se logré evidenciar que la
toxicidad de las mezclas fue mayor con relacién al paracetamol de manera individual, esto dice que la

toxicidad de una sola sustancia podria aumentar fuertemente en combinacidn con otras,

y particularmente con sustancias de accién similares (Cleuvers, 2003). Bialk-Bielinska et al. (2017)
determinaron que, aunque la concentracién de cada uno de los productos quimicos de forma individual
en el ambiente no causaria dafo, al estar presente en mezclas estos pueden causar un efecto toxico.
En un estudio se observé que una sola sustancia redujo significativamente el riesgo de la mezcla. Sin
embargo, no fue suficiente para garantizar la proteccién contra el efecto total de la mezcla. Por ende,
el porcentaje de riesgo de una sustancia quimica individual no debe considerarse como una medida

adecuada para una evaluacion, sino como una medida de la contribucién del compuesto al riesgo global

y a los escenarios de exposicion combinada (JRC, 2015).

Segln Moraga (2018) las toxicidades de las mezclas binarias entre paracetamol e ibuprofeno en la
microalga Pseudokirchneriella subcapitata reportaron toxicidades de Cl,o de 50 mg/L en una mezcla
con mayor proporcion de paracetamol, 52,9 mg/L para una mezcla con iguales proporciones y 36,7
mg/L en la mezcla con una mayor proporcion de ibuprofeno. Estos datos presentan similitudes en las
toxicidades de las mezclas con una mayor proporcion de ibuprofeno en relaciéon con el presente
estudio, correspondiendo a las mezclas con mayor toxicidad para ambos organismos de prueba. Esto
puede ser por los mecanismos de defensa similares entre productores primarios de agua dulce. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que las condiciones de exposicién para cada organismo fueron

diferentes, como los tiempos de exposicién a los toxicos.

Sung et al. (2014) determinaron en un estudio realizado con el crustdceo Neocaridina denticulata un
CLso (concentracion letal media), para una mezcla 1:1 de paracetamol e ibuprofeno, de 6,23 mg/L, en
el caso de las mezclas con mayores concentraciones de paracetamol se reportd una toxicidad mayor
(4,78 mg/L) y para las mezclas con mayores concentraciones de ibuprofeno se reportd una toxicidad
mas baja (6,78 mg/L). Sung et al. (2014) determinaron que para N. denticulata la exposicion a una
mezcla que contenga una mayor concentracidn de paracetamol que de ibuprofeno se asocia con una
mayor toxicidad. Las diferencias entre estos datos con el presente estudio se basan en diferencias
interespecificas respecto al organismo de prueba y sobre el tipo de respuesta medida, ya que Sung et

al. (2014) no evaluaron la inhibicion del crecimiento en el organismo, si no la muerte de este.
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Cedergreen et Streibig (2005) han demostrado que el efecto toxico de una mezcla puede depender de
gué rasgo se mide, lo que sugiere que las evaluaciones de los riesgos tdxicos estdan condicionadas al
tipo de respuesta evaluado. Los datos anteriores junto con los resultados del presente estudio revelan
que existe una amplia gama de toxicidad de estos farmacos para diferentes tipos de organismos
acudticos. Considerando que en el ambiente los farmacos y otros productos quimicos existen
comunmente como mezclas complejas mds que como sustancias puras, las formas en que las
interacciones entre estas sustancias afectan a los organismos son, en gran medida en, desconocidas

(Geiger et al., 2016).

De acuerdo con el método concentracién adicion se determind una interaccién de tipo sinérgica para
las mezclas evaluadas en el presente estudio, a excepciéon de la mezcla con mayor proporcidon de
ibuprofeno en relacién con el area foliar, la cual tuvo un efecto aditivo. Esto indica que una mezcla en
igual proporcidn de paracetamol e ibuprofeno posee un efecto sinérgico, por otro lado, donde exista
una mayor concentracion de paracetamol el efecto se vuelve altamente mas sinérgico, inversamente

si existe una mayor concentracion de ibuprofeno el efecto se torna hacia un sentido mas antagénico.

Segun el método proporcidon sinergia se determiné que la proporcién de paracetamol en la mezcla
posee un comportamiento de tipo sinérgico mientras que la proporcion de ibuprofeno es de tipo
antagonico. Esto posee una relacién directa con el método concentracidn adicidn, ya que indica que el
efecto sinérgico en las mezclas esta ligado directamente al paracetamol y en relacidn con el ibuprofeno

al de tipo antagdnico.

En un estudio Cleuvers (2003) determiné que la toxicidad de la mezcla de ibuprofeno con diclofenaco
en una prueba con Daphnia magna superd los efectos previstos por el método concentracion adicidn,
lo que resultd como un efecto sinérgico global, y en otro estudio con el pez de agua dulce Cyprinus
carpio también se observaron efectos sinérgicos en mezclas con estos dos componentes (Islas-Flores
et al., 2017). Esto concuerda con los resultados del presente estudio, lo que indica que no se pueden
excluir sinergias entre sustancias, independiente de un modo de accidn similar o diferente,
considerando que estos dos productos farmacéuticos son miembros de la familia de los

antiinflamatorios no esteroideos (Cleuvers, 2003).
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Geiger et al. (2016) determinaron a partir de un estudio con la microalga Chlorella vulgaris que los
efectos en altas concentraciones de las mezclas téxicas con ibuprofeno fueron mas altos que los efectos
individuales de cada componente, causando un efecto sinérgico global, a diferencia de lo observado en
bajas concentraciones, donde predominaron las interacciones de tipo antagoénicas. De esta manera se
establece que es importante notar que la sinergia y el antagonismo pueden variar con los diferentes
niveles de concentraciones sobre el organismo, donde segin Cedergreen (2014), determina que las
interacciones sinérgicas entre los productos quimicos ocurren a menudo en las altas concentraciones.
Por lo tanto, hay que considerar que cuando se realiza una estimacién de las interacciones reales
llevadas a cabo en una mezcla pueden ocurrir desviaciones de las concentraciones las cuales son
complejas de detectar, ocasionando posibles errores en los valores obtenidos (Bialk-Bielinska et al.,
2017). Pomati et al. (2008) establecieron que determinar un patrén comun de interaccidn dependiente

de la concentracidn es complejo y dificil de modelar para las mezclas con productos farmacéuticos.

Aunque el método de concentracidn adicidn ha demostrado servir con gran alcance en la prediccidény
la evaluacién de toxicidades de las mezclas de diversos compuestos quimicos, en relacién con los claros
casos de sinergias, estos suelen ser muy especificos para ciertas mezclas, tomando en consideracion
variables como tipo de compuestos, sus concentraciones y proporciones en la mezcla, organismos
particulares y los puntos finales a evaluar. Por lo tanto, no pueden incorporarse en un esquema general
de evaluacidn de riesgos, sino que deben tratarse caso por caso. De esta manera, cualquier estrategia
regulatoria debiese incluir un cierto elemento de flexibilidad que permita las disposiciones adecuadas
para tales casos excepcionales. Con esto surge la necesidad de definir las condiciones potenciales a
interacciones sinérgicas en mezclas, y de determinar la probabilidad de que se produzcan sinergias de

alto efecto (Bialk-Bielinska et al., 2017).

Actualmente, existe un alto potencial para infravalorar los riesgos de la exposicion combinada a mezclas
quimicas (JRC, 2016). Esto puede darse con factores tales como evaluaciones que no toman en cuenta
la co-exposicién a otros compuestos no considerados que podrian contribuir al efecto final (Dewalque
et al., 2014), no considerar la bioacumulacidn potencial en el organismo de prueba (Kortenkamp et
Faust, 2010; Marx et al., 2015) y descuidar los metabolitos de cada compuesto, los que pueden llegar
a ser mas toxicos que el compuesto primario, lo que podria contribuir al riesgo general (Malaj et al.,

2014).
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Para establecer con detalle una correcta estimacion de los efectos de las mezclas es necesario evaluar
para cada compuesto en particular su influencia en la mezcla, y para esto se necesitan de criterios que
definan su relevancia en la toxicidad final combinada, como por ejemplo la afinidad entre las sustancias
guimicas presentes y la similitud en la manifestacién de toxicidad de cada una (Bialk-Bielinska et al.,

2017).

En relacién con la propuesta de un criterio de calidad para estos dos farmacos en cuerpos de agua
superficiales, se sugiere 1000 y 100 pg/L para paracetamol e ibuprofeno respectivamente. Este valor
representa el diez por ciento del LOEC, es decir, la concentracién mas baja a la que se observé un efecto
en las colonias de Lemna minuta. Geiger et al. (2016) obtuvieron un LOEC de 70 mg/L para el ibuprofeno
por medio de un estudio con la microalga Chlorella vulgaris, valor que mantiene un rango de diferencia
con el LOEC de 1 mg/L reportado en este estudio. Esto indica que la lenteja de agua es mas sensible a
los efectos provocados por este farmaco, como también sefialé Cleuvers (2003) en su estudio sobre los

efectos de un grupo de farmacos en una especie del género Lemna.

Comparando los valores de criterio ambiental con las concentraciones evidenciadas en algunos cuerpos
de aguas superficiales, donde se detectaron concentraciones maximas de 3,77 y 1,6 pg/L para
ibuprofeno y paracetamol respectivamente (Lin et al., 2008; Lin et al., 2009), y en efluentes de plantas
de tratamiento 1,9y 7,1 ug/L de paracetamol e ibuprofeno (Pal et al., 2010); estos valores son inferiores
respecto a los propuestos, lo que sefiala un riesgo ambiental bajo. En Chile no hay datos publicados

hasta la fecha.
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8. Conclusiones

e Se determind la toxicidad de los farmacos evaluados, con valores de Clsode 90,5 y 76,5 mg/L
para el caso del paracetamol, y 8 y 5,9 mg/L para el ibuprofeno en relacién con el nimero de
frondas y area foliar respectivamente. Siendo el ibuprofeno mas tdéxico que el paracetamol
sobre Lemna minuta. Evidenciando que el drea foliar es mas sensible a las concentraciones de

paracetamol e ibuprofeno que el nimero de frondas.

e Se determind una interaccion de tipo sinérgica entre estos productos farmacéuticos al estar
presentes en mezclas binarias, donde las toxicidades observadas en las mezclas fueron

superiores a la reportada por el paracetamol de manera individual.

e El criterio de calidad ambiental para la presencia de paracetamol e ibuprofeno en cuerpos de
agua superficiales es de 1000 y 100 pg/L respectivamente, lo que implica que sobre estas

concentraciones se pueden producir efectos téxicos en productores primarios.

e El presente estudio generd datos de toxicidad mediante pruebas de inhibicién del crecimiento

de la macréfita de agua dulce Lemna minuta, los cuales servirian de base en las evaluaciones

de riesgos de aguas superficiales como en normas secundarias de calidad ambiental.
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