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RESUMEN

En la actualidad existe un gran interés por conocer las consecuencias de los
distintos productos farmacéuticos, ya que suponen un importante riesgo ambiental por

su elevado consumo, su persistencia y su distribucién en el agua.

Existen diversos estudios que han documentado productos farmacéuticos en las
aguas naturales, entre los cuales destacan dos analgésicos: el paracetamol y el
ibuprofeno. Por tanto... ¢Existen efectos demostrados en organismos acuéticos que
afirmen la toxicidad del paracetamol y del ibuprofeno para el medio acuético y los seres
vivos? Para dar respuesta a esta cuestion, en el presente trabajo fin de master se ha
realizado una revision bibliografica sistematica y se han llevado a cabo dos ensayos
agudos de toxicidad exponiendo a neonatos del organismo Daphnia magna a dosis

crecientes de paracetamol durante 24 horas.

La metodologia utilizada y los criterios de blsqueda seleccionados para la
busqueda bibliografica han permitido recopilar 21 articulos cientificos, de los cuales se
ha recuperado y analizado su informacion mediante sintesis narrativa, concluyendo que
existen efectos adversos derivados de la exposicién a paracetamol e ibuprofeno, tanto
a niveles ambientalmente realistas como a concentraciones altas, de organismos

modelo, como D. magna.

Con relacion a los ensayos de toxicidad aguda, éstos se realizaron en el
laboratorio del Departamento de Biologia Animal, Biologia Vegetal y Ecologia de la
Universidad de Jaén siguiendo la directriz namero 202 de la OCDE, y finalmente se
concluyd que los datos obtenidos no fueron estadisticamente significativos, por tanto,
se propone como linea de investigacion realizar estudios con mayor ndmero de
muestras, mayor duracién y un rango mas amplio de concentraciones, de tal forma que

puedan estudiarse distintos efectos subletales y pueda observarse la mortalidad.

Palabras clave: paracetamol, ibuprofeno, efectos, toxicologia, D. magna.




ABSTRACT

At present, there is great interest in knowing the environmental consequences of
different pharmaceutical products, which suppose a significant environmental risk due to

their great consumption, persistence and distribution in water.

There are several studies that have documented pharmaceutical products in
natural waters, among which two analgesics we find: paracetamol and ibuprofen.
Therefore, a question arises: Are there proven effects in aquatic organisms that confirm
the toxicity of paracetamol and ibuprofen in the aquatic environment and the organisms?
In order to answer this question, in the present master's degree work a systematic
bibliographic review has been carried out and two acute toxicity tests were conducted

exposing Daphnia magna neonates to increasing doses of paracetamol for 24 hours.

The methodology used and the search criteria selected for the bibliographic
search have allowed the collection of 21 scientific articles, of which their information has
been recovered and analyzed through narrative synthesis, concluding that there are
adverse effects derived from exposure to paracetamol and ibuprofen, both from
environmentally realistic levels and at high concentrations, in model organisms, such as

D. magna.

Regarding the acute toxicity tests, these were carried out in the Department of
Animal Biology, Plant Biology and Ecology laboratory at the University of Jaén following
guideline number 202 of the OECD. The results obtained were not statistically significant,
therefore, it is proposed as a future research line to carry out studies with a greater
number of samples, longer duration and with a wider range of concentrations, so that

different sublethal effects can be studied and the effects (mortality) can also be observed.

Key words: paracetamol, ibuprofen, effects, toxicology, D. magna.



1. Introduccioén

1.1. Compuestos farmacéuticos en ecosistemas acuéticos
La contaminacion de los distintos compartimentos ambientales es uno de los
problemas mas importantes que afectan a nuestro planeta actualmente. Desde hace mucho
tiempo, las sustancias contaminantes se dispersan y transportan a través de los recursos
naturales, modificando asi, sus caracteristicas originales y, en muchas ocasiones, afectando

a la calidad de vida de los seres vivos que los habitan (Barcel6 y Lopez, 2008).

Actualmente existe un interés creciente por conocer las consecuencias que tendrian
los compuestos organicos de origen antropico en el medio ambiente. Concretamente, al medio
acuatico llegan gran cantidad de productos quimicos elaborados por el ser humano, de tal
forma que, el agua es considerada una fuente de contaminacién de estos compuestos para
los seres vivas (Becerril, 2012). Si bien es cierto que el agua es un bien que pertenece a toda
la sociedad, muchas veces no se tiene en cuenta y a los rios acaban llegando toneladas y
toneladas de compuestos quimicos que acaban destruyendo los ecosistemas acuaticos.
Dentro de estos compuestos encontramos los productos farmacéuticos, los cuales no se
consideraron inicialmente como contaminantes ambientales debido al desconocimiento sobre
su acumulacion y transformacion en el medio ambiente y en tejidos animales y vegetales. Es
por ello que la concentracion de estos productos en el medio ambiente, y concretamente en
ecosistemas acuaticos, era indeterminada, y no fue hasta los afios 90 cuando se comenzaron

a cuantificar en las aguas (Cartagena, 2011).

Los ecosistemas acuaticos se han visto afectados en gran medida por los residuos
provenientes de diversos compuestos farmacéuticos, que no sélo afectan a los procesos
bioldgicos que se utilizan en el tratamiento de aguas residuales, sino que también sobrepasan
los limites de la potabilizacion (Tejada et al, 2014). Estos residuos suponen un importante
riesgo ambiental por su persistencia y distribucidon en el agua, ademas, por el amplio uso
hospitalario, veterinario, industrial y doméstico produce un aumento de sus descargas
(Cartagena, 2011) (Figura 1).

Los productos farmacéuticos que llegan al medio acuéatico acabaran siendo
transportados y distribuidos dependiendo de varios factores, como pueden ser sus
propiedades fisico-quimicas, el volumen de descarga y las propias caracteristicas del sistema
acuatico receptor. Asi, existen numerosos estudios que han documentado la presencia en el
medio ambiente de un gran nimero de compuestos farmacéuticos pertenecientes a distintos

tipos farmacéuticos (Pefiate et al, 2009) (Figura 2).
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Figura 1. Origen y destino de los productos farmacéuticos (Adaptado de Correia'y Marcano, 2015).
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Figura 2. Farmacos méas comunmente encontrados en el medio ambiente (Adaptado de Moreno-Ortiz et al, 2013).



Aunque en distintos estudios se ha documentado la presencia de gran variedad de
compuestos farmacéuticos en ecosistemas acuaticos, el presente trabajo de fin de méster va
a centrarse en los analgésicos, concretamente, en el ibuprofeno y el paracetamol, debido a

gue son dos medicamentos muy ampliamente utilizados en todo el mundo.

1.2. Analgésicos
1.2.1. Definicion
La palabra “analgésico” proviene etimolégicamente el prefijo a-/an- (carencia) y algos
(dolor) (Esteva, 2008), por tanto, los analgésicos o antialgicos son medicamentos que poseen

la capacidad de suprimir o aliviar la sensacion de dolor (Divins, 2015).

Como se ha explicado en puntos anteriores, en el presente trabajo se abordara el
estudio ecotoxicolégico de dos analgésicos, el paracetamol y el ibuprofeno, los cuales seran

clasificados y descritos en los apartados sucesivos.

1.2.2. Paracetamol

e Propiedades fisico-quimicas

El paracetamol, acetaminofén o acetaminofeno (CsHyNO) (Figura 3) es uno de los
medicamentos mas utilizados en todo el mundo, clasificado como antipirético, analgésico no

opioide y antiinflamatorio no esteroideo (AINE) (Chiam et al, 2015).

HylC

Figura 3. Estructura quimica del Paracetamol (REACH)

El paracetamol es una sustancia sélida, de color blanco, inodora y cuyo peso molecular
es de 151,7 uma. En cuanto a su punto de fusién, este tiene un valor de 169°C y, con relacién
a su punto de inflamacion, hay que destacar que el acetaminofén no es inflamable. Se trata,
ademas, de un compuesto soluble, cuya solubilidad es de 1,4g/100 mL de agua (a 20°C)
aunque también se disuelve en etanol, metanol y dimetilformamida. Tiene una constante de
disociacién (pKa) de 9,5, lo cual indica que es un acido débil debido a su grupo hidroxilo
aromatico. En cuanto a su sintesis, ésta tiene lugar mediante la reaccion entre p-aminofenol
y anhidrido acético que produce la acetilacién del p-aminofenol y obteniendo paracetamol y

acido acético. En la siguiente tabla (Tabla 1) se resumen sus propiedades fisicas y quimicas:



Forma Solido
Color Blanco
Olor Inodora
Peso molecular 151,7 uma
Punto de fusion 169°C

Punto de inflamacién

No es una sustancia inflamable

Solubilidad

A 20°C es de 1,49/100 mL de agua, pero también es soluble en

etanol, metanol y dimetilformamida

Constante de

disociacion, pKa

9,5

Sintesis

X
NHQ/\ HsC™ “NH
0
Hie—< H
0 —» + HaC
OH

OH

Tabla 1. Caracteristicas fisico-quimicas del paracetamol. PubChem

e Origeny usos

El paracetamol fue sintetizado por Morse en el afio 1878 y utilizado clinicamente como

analgésico en 1886 por Von Mering. Mas tarde, los estudios realizados por Brodie y Axelrod

permitieron el redescubrimiento de este farmaco y fue comercializado en Estados Unidos

como reemplazo de la fenacetina, la cual provocaba efectos adversos. Asi, el acetaminofén

es un medicamento con una historia de mas de 129 afios de uso practicamente en todo el

mundo. En 1970 lleg6 a ser el analgésico mas popular, de tal forma que la comunidad médica

lo recetaba y era autoadministrado por los ciudadanos (Hernandez-Cortez, 2016).

Este farmaco, considerado uno de los mas utilizados, sirve para tratar la fiebre y el dolor,

concretamente cuando éstos tienen una intensidad de baja a moderada, aunque, si se

combina con otros principios activos, puede utilizarse para tratar sintomas mas severos

(Prescott, 2000). De forma general, el paracetamol puede aliviar el dolor de afecciones

articulares, cefaleas, dolores odontolégicos, neuralgias, etc.




¢ Mecanismo de accion

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el acetaminofén es el primer escalén
en el tratamiento del dolor e incluso complementa la analgesia en los demés escalones (Ortiz-
Pereda et al, 2007). Como se ha explicado anteriormente, el acetaminofén es un medicamento
gue alivia el dolor y reduce la fiebre. Para producir estos efectos en el organismo, el
paracetamol inhibe las prostanglandinas a nivel del sistema nervioso central, es decir, produce
antipiresis por la inhibicién en la regulacion del calor del hipotalamo, de tal forma que se
provoca una vasodilatacion periférica y un aumento en la disipacion del calor corporal
(Bertolini et al, 2006).

1.2.3. lbuprofeno

e Propiedades fisico-quimicas

El ibuprofeno o acido 2- [4-(2-metilpropil) fenil] propanoico (Ci3H1s02) (Figura 4) es un
medicamento clasificado como antiinflamatorio no esteroideo y analgésico no opiaceo
(Barbagallo y Sacerdote, 2019) que posee fuertes propiedades analgésicas (Forniés et al,
2007).

HyC

CHy
Figura 4. Estructura quimica del Ibuprofeno (REACH)

El ibuprofeno es una sustancia solida, de color blanco, de olor caracteristico y cuyo
peso molecular es de 206,29 uma. En cuanto a su punto de fusion, este tiene un valor de 75-
78°C vy, con relacion a su punto de inflamacién, hay que destacar que, al igual que el
paracetamol, el ibuprofeno no es inflamable. Se trata, ademas, de un compuesto
curiosamente insoluble en agua, teniendo, por tanto, un valor de solubilidad inferior a 1 mg/mL
de agua. Su constante de disociacion (pKa) tiene un valor de 4,91. En cuanto a su sintesis,
ésta tiene lugar mediante dos posibles reacciones; la primera es su sintesis original la cual se
inicia con la acilacion del isobutilbenceno mediante Friedel-Crafts, después la reaccién con
cloroacetato de etilo dio lugar a a,3-epoxiéster, que es descarboxilado e hidrolizado hacia el
aldehido. Finalmente, la reaccion con hidroxilamina da lugar a la oxima, que se convierte en
nitrilo y se hidroliza. La segunda reaccién, una sintesis mejorada por Bausch Health

Companies (BHC), consiste en que, tras una acilacion similar a la anterior, se realiza la


https://es.wikipedia.org/wiki/Epoxi
https://es.wikipedia.org/wiki/Epoxi

hidrogenacién con niquel Raney dando lugar a alcohol, que por carbonilacion y catalizacién

del paladio produce el compuesto. En la siguiente tabla (Tabla 2) se resumen sus propiedades

fisicas y quimicas:

Forma Sélido

Color Blanco

Olor Caracteristico
Peso molecular 206,29 uma
Punto de fusion 75-78°C
Punto de ebullicién 157 °C

Punto de inflamacién

El producto no es inflamable

Solubilidad

Insoluble en agua (< 1mg/mL de agua) y soluble en

solventes organicos como el etanol o el hexano

Constante de

disociacion, pKa

4,91

Sintesis

(CH,C0),0
e —

o]
AICI,

H'/H,0 |
S

CICH,COOC,H, OJ
—
NaOC,H, o]
0
OH
NH,OH N

(CH,C0),0
S —— 0
HF

H,, Raney Ni

€O, [Pd] 0
_—
OH

Tabla 2. Caracteristicas fisico-quimicas del ibuprofeno. PubChem.




e Origeny usos
El origen del ibuprofeno ocurrié hace medio siglo aproximadamente, en un laboratorio de

Nottinghan (Inglaterra). Fue descubierto en el afio 1961 por el Dr. Stewart Adams y
colaboradores de la farmacéutica Boots Group cuando hallaron propiedades antiinflamatorias
del ibuprofeno. Afios mas tarde, en 1966, empezaron los primeros ensayos clinicos para que
el producto pudiera ser lanzado. Asi, comenz6 a comercializarse en Reino Unido en 1969
como tratamiento para la artritis reumatoidea, y en el resto del mundo se comercializé a partir
de 1974. Como anécdota curiosa, hay que mencionar que el propio Dr. Stewart Adams prob6

por primera vez el ibuprofeno durante una resaca (Barrios et al, 2019).

El ibuprofeno es uno de los medicamentos que la OMS ha catalogado como esenciales.
Se utiliza para el tratamiento de estados dolorosos acompafados de inflamacién, como
pueden ser de distintas afecciones como la artritis reumatoide, la tendinitis, el alivio de

cefaleas, dolor dental, esguinces, alteraciones musculoesqueléticas, etc (Cuesta, 2014).

e Mecanismo de accién

Tal y como se ha mencionado anteriormente, el ibuprofeno es un medicamento
antiinflamatorio considerado por la OMS como esencial que posee propiedades analgésicas,
antiinflamatorias y antipiréticas. Este farmaco reduce el dolor y, de forma general, mejora la
calidad de vida gracias a su eficacia, la cual es debida a la inhibicibn de las enzimas
ciclooxigenasa 1y 2, ya que se genera una competencia entre el propio medicamento y los

derivados del acido araquidonico (Cuesta, 2014).
1.3. Cinética medioambiental

Para determinar los efectos de los medicamentos en el medio ambiente es necesario
realizar estudios de transporte y distribucion de las sustancias, asi como de ecotoxicidad
aguda, a medio y largo plazo, utilizando distintas especies representativas de los diferentes
niveles tréficos tanto de ecosistemas acuaticos como terrestres (Zaira y Ruiz, 2016). Asi, el
paracetamol y el ibuprofeno, clasificados como analgésicos no opiaceos, presentan una
movilidad elevada en suelos pobres en materia organica, mientras que en suelos con un
elevado contenido de arcilla se favorece la degradacién de estos compuestos (Pal et al, 2010;
Ruiz y Font, 2011; Carter et al,2014; Zaira y Ruiz, 2016). Con relacién a su toxicidad, se ha
demostrado que existe en distintos niveles tréficos y que ésta es mayor en ecosistemas
acuaticos que en terrestres, ademas, son persistentes a la fotdlisis, hidrélisis y biodegradacion
(Zaira y Ruiz, 2016).



1.4. Daphnia magna como organismo modelo en ecotoxicologia

Daphnia magna Straus (Cladocera Crustacea) (Figura 5) es un crustaceo de pequefas
dimensiones, transparente, de forma ovalada y con un exoesqueleto que vive en agua dulce
(Burga et al, 2009). Ademas, posee seis apéndices toracicos mantenidos en el interior del
exoesqueleto y mediante los cuales D. magna se alimenta por filtracion ya que estos
apéndices generan corrientes de agua que llevan alimento y oxigeno a la boca y térax del
organismo (Elenbaas, 2013). Se ha observado que existe dimorfismo sexual ya que las
hembras pueden alcanzar hasta 6 mm de longitud y los machos tan solo 2 mm.

Figura 5. Daphnia magna spp.

En cuanto a su crecimiento, este tiene lugar mediante un proceso llamado ecdisis que
consiste en la muda periédica del exoesqueleto; y en cuanto a su reproduccion, D. magna
tiene dos fases que se alternan: fase asexual y fase sexual (Figura 6) (Navis et al, 2018). De
forma general y en condiciones favorables, se reproduce de forma asexual mediante
partenogénesis (Castiglioni, et al 2010) mientras que si las condiciones son adversas se
reproducirdn de forma sexual. Cuando se reproducen por partenogénesis, 10s organismos
alcanzan a los 6-8 dias y suelen tener de 6 a 10 6vulos partenogénicos (Heckmann, 2007) los
cuales se incuban en una bolsa que se encuentra debajo del caparazén y los embriones se
desarrollan directamente. Sin embargo, cuando se reproducen sexualmente es porque en
condiciones desfavorables se han producido machos cuyos espermatozoides van a fecundar
los ovocitos de las hembras para formar un efipio 0 quiste de resistencia. Estos huevos son
capaces de sobrevivir durante décadas y eclosionaran para convertirse en juveniles cuando
las condiciones ambientales sean adecuadas (Campos et al, 2018) ya que el retraso de la
eclosion es una estrategia de supervivencia para afrontar condiciones desfavorables, siendo,

por tanto, crucial para la supervivencia de las poblaciones de D. magna (Navis et al, 2018).

Figura 6. Reproduccion asexual (a) y reproduccion sexual (b) de D. magna (Zhang et al, 2016)



Los invertebrados acuaticos son muy buenos bioindicadores y se utilizan para evaluar
la calidad de los ecosistemas acuéticos. Asi, D. manga es uno de los crustaceos plancténicos
mas utilizados en los bioensayos de ecotoxicologia ya que tiene un ciclo de vida corto, su
cultivo es de facil manejo (Castiglioni et al, 2010), tiene una alta sensibilidad al estrés
ambiental producido por sustancias quimicas o alteraciones en los parametros del medio en
el gue habita, produce un alto nimero de crias, existe una uniformidad genética y supone una
alternativa a los bioensayos con mamiferos (lannacone et al, 2012). Ademas, el hecho de que
sea un organismo transparente facilita la visualizacién de sus estructuras anatémicas internas

y de las posibles alteraciones en ellas.

1.5. Metodologia estandarizada para la realizacibn de anélisis
ecotoxicolégicos

Para realizar la evaluacion toxicolégica de sustancias quimicas es necesario seguir
distintos protocolos estandarizados y, tanto la Organizacion para la Cooperacion y el
Desarrollo Econémicos (OCDE), como a nivel europeo, el Reglamento 440/2008 de la
Comisién, por el que se establecen metodologias de ensayo segun el Reglamento (CE) N°
1907/2006 del Parlamento Europeo y del Consejo relativo al Registro, Evaluacion,
Autorizacion y Restriccion de sustancias y preparados quimicos (REACH), indican
instrucciones de ensayo en las que se utiliza a D. magna como organismo modelo. En la
OCDE encontramos las directrices N° 202 “Daphnia sp, Prueba de inmovilizacion aguda” y N°
211 “Prueba de reproduccién en D. magna” y en el Reglamento 440/2008 encontramos el
apartado C.2. Ensayo de Inmovilizacion aguda de D. magna y C.20. Ensayo de Reproduccién
en D. magnha. Ademas, con relacion a los ensayos de inmovilizacion de D. magna, la
Organizacion Internacional de Normalizacién (ISO) establece una serie de normas para la
realizacion de estudios de evaluacién de riesgo de sustancias quimicas, como UNE-EN ISO
6341:1996: Calidad de agua. Determinacion de la inhibiciébn de la movilidad de D. magna

Straus (Clacodera Crustacea).

2. Justificacién del trabajo.

En el entorno globalizado y frenético en el que vivimos hoy en dia, y, por tanto, en el
que se mueve la ciencia, el concepto de “bibliografia” ha evolucionado desde una idea
primitiva de agrupacién y selecciéon de un conjunto de textos sobre un tema hacia un término
mucho mas complejo (Galvez, 2002). La obtencion de bibliografia relevante es fundamental
para la investigaciébn de un tema, asi, realizar una revision bibliografica es una etapa
fundamental en todo proyecto de investigacion y debe garantizar que la informacion que se

obtiene es la mas significativa (Gémez-Luna et al, 2014).



Ademas, suponen una forma de investigacion que recopila y proporciona un resumen
sobre un tema concreto, estando orientadas a responder a una pregunta concreta (Aguilera,
2014).

2.1. Hipoétesis.

Desde que los productos farmacéuticos se comenzaron a cuantificar en las aguas
superficiales en los afios 90, se empez6 a tener conciencia sobre su impacto en los
ecosistemas acuaticos y en las comunidades biolégicas. No obstante, a dia de hoy se detectan
concentraciones de distintos medicamentos. Entre ellos, dos de los mas utilizados por la
sociedad: el paracetamol y el ibuprofeno, han sido objeto de estudios toxicolégicos. Estos
compuestos generan distintos efectos adversos en organismos acuaticos y es por ello que es
necesario tener un mayor conocimiento sobre los efectos toxicos y el riesgo ambiental, para
asi disefiar actuaciones futuras efectivas. Asi, la revision de la bibliografia cientifica publicada
sobre la ecotoxicidad del paracetamol y del ibuprofeno, y la experiencia de laboratorio
realizada para la observacion de la mortalidad del organismo D. magna por exposicion a
paracetamol proporcionara al presente trabajo evidencias cientificas para respaldar las

afirmaciones comentadas anteriormente.
3. Objetivos
3.1. Objetivos generales.

- Realizar una revision bibliografica sistemética sobre los efectos de distintos productos
farmacéuticos, concretamente paracetamol e ibuprofeno, en el organismo modelo D.
magna.

- Identificar la resistencia al paracetamol de la poblacion de D. magna establecida en el
laboratorio del Departamento de Biologia Animal, Biologia Vegetal y Ecologia de la
Universidad de Jaén.

3.2.  Objetivos especificos.

- Identificar y analizar los efectos del paracetamol y el ibuprofeno sobre los organismos
bioindicadores mas utilizados.

- Extraer conclusiones sobre dichos efectos y establecer una comparativa entre ambos
farmacos.

- Describir, explicar y analizar la experiencia de laboratorio realizada con paracetamol y
D. magna.

- Enbase a la informacién obtenida y las lagunas de conocimiento detectadas, proponer

lineas de investigacion futuras.



4. Materiales y métodos

Para la realizacion del presente trabajo fin de master se ha realizado una revision
bibliografica sisteméatica sobre articulos cientificos centrados en ensayos ecotoxicologicos de
organismos modelo, especialmente D. magna, expuestos a ibuprofeno y paracetamol, y se ha
llevado a cabo el mantenimiento de una poblacién de D. magna y su exposicion a distintas

concentraciones de paracetamol.

A continuacion, se describen ambos procedimientos, es decir, la forma en la que se ha

efectuado la revision bibliografica y como se ha llevado a cabo la experimentacion.

4.1. Procedimiento de revision sistematica
4.1.1. Metodologia
El procedimiento de revision sistematica que se ha realizado para el presente trabajo fin
de master se basa en las instrucciones que Rafael del Pino y José Ramon Martinez Riera
muestran en su manual titulado “Manual para la elaboracion y defensa del trabajo de fin de
grado en ciencias de la salud” (Pino y Martinez, 2016). A continuaciéon, se muestran y

describen los pasos seguidos para la realizacién de la revision:

1) Formulacion de la pregunta de busqueda

Una duda o una cuestion puede expresarse de muchas formas, pero para realizar una
revision es muy importante transformarla en una pregunta que defina la necesidad de
informacién (Galvez, 2002). Por tanto, el primer paso es formular una pregunta de busqueda
concreta para determinar el tipo de informacion que se pretende conseguir. Dicha pregunta
debe de hacer referencia al tema previamente planteado (Pino y Martinez, 2016) y debe de
ser lo suficientemente clara para responder a las necesidades del investigador o
investigadora, de forma que se permita la retroalimentacién de la investigacion (Gémez-Luna
et al, 2014).

Una vez identificado el tema de investigacion o laguna que se pretende contestar y
formulada la pregunta, se deducird el titulo, los objetivos y las palabras clave precisos para

realizar la busqueda y obtener la informacion deseada (Refoyo y Pelaez, 2020).

Asi, en este estudio se pretende indagar sobre la toxicidad producida por el paracetamol,
el ibuprofeno y la codeina en distintos organismos acuaticos con cualidad bioindicadora, de
tal forma, que la pregunta a la que se pretende responder con la presente revision bibliografica

es la siguiente:

Dado que los compuestos farmacéuticos mas detectados en las aguas naturales son
paracetamol, ibuprofeno y codeina... j Existen efectos demostrados en organismos acuaticos

gue afirmen su toxicidad para el medio acuético y los seres vivos que lo habitan?



2) Eleccion de buscadores bibliograficos

El segundo paso es seleccionar el buscador o buscadores bibliograficos que se utilizaran
para consultar la informacién necesaria para la investigacién sobre el tema elegido, el cual

debe de proporcionar diferentes ideas fundamentadas y de actualidad (Pino y Martinez, 2016).

Para la presente revision bibliografica sistematica se utilizé el buscador “Scopus” (Figura
7) que es una base de datos bibliogréaficos online donde encontramos un gran volumen de
articulos cientificos de todo el mundo. Asi, numerosos autores lo recomiendan, entre ellos
Burnham, (2006), quien destaca una serie de ventajas derivadas del uso de dicha base de

datos, entre las cuales se encuentran:

e Se trata de un buscador bibliogréafico facil de utilizar.

e Consta de un sistema de busqueda muy intuitivo.

e Su caracter multidisciplinario permite que el/la investigador/a busque facilmente
fuera de su disciplina.

e Los titulos de acceso abierto se incluyen en el indice.

e Cuenta con vinculos a documentos citados.

e Ofrece informacion precisa al cliente sobre estadisticas de su uso.

e Funciona igual de bien con Internet Explorer, Google Chrome, Firefox y Netscape.

o
g
ﬁéﬁg‘ Scopus Search Sources Lists ® 4
Document search Comparesourees >
@® Documents (O Authors (O Affiliations ~ Advanced Search tips ()

Search Article title, Abstract, Keywords

Eg, “Cogaitive archectures” AND robots

3 Limit

Reset form

rg Help improve Scopus

Figura 7. Simbologia e interfaz del buscador cientifico “Scopus”
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3) Definicion de criterios de busqueda

El tercer paso es seleccionar criterios de busqueda adecuados para asegurar que la
informacion elegida es de utilidad para el estudio. Estos criterios se clasifican en inclusion y
exclusion de informacion, y se aplican en el titulo, el resumen y el texto de los articulos

cientificos, en ese orden (Pino y Martinez, 2016).

En éste caso, se aceptan todos los articulos cientificos que traten sobre la realizaciéon de
ensayos de toxicidad con compuestos farmacéuticos, siempre que incluyan paracetamol,

ibuprofeno y codeina, en distintos organismos acuaticos.

Para ello es fundamental reducir el nimero de palabras relevantes de la duda obtenidas
en el paso uno dedicado a la elaboracion de la pregunta de investigacion (Gélvez, 2002), asi,
de dicha cuestion se obtienen las siguientes palabras, mostradas en la tabla (Tabla 3), y que

seran de gran utilidad para delimitar la cadena de busqueda.

Palabras relevantes de la duda

Compuestos farmacéuticos  Codeina

Aguas naturales Efectos
Paracetamol Organismos acuaticos
Ibuprofeno Toxicidad

Tabla 3. Palabras obtenidas de la cuestion

4) Confeccion de la cadena de busqueda

El cuarto paso consiste en la confeccion de la cadena de busqueda ideal para conseguir

la mayor cantidad de informacion relevante para el tema de estudio.

La cadena de busqueda estd formada por una serie de términos de busqueda y

operadores l4gicos.

Los términos de busquedas son vocablos similares a las palabras clave de los articulos
cientificos y son de gran utilidad ya que ajustan el proceso de bisqueda al tema seleccionado,
mientras que los operadores légicos (“and”, “or”, “not” ...) son expresiones que relacionan los
términos de busqueda entre si. Pueden afiadirse, ademas, distintos simbolos, como pueden
ser los asteriscos para abarcar palabras con la misma raiz, comillas para buscar frases
literales y paréntesis para establecer 6rdenes de prioridad en las busquedas (Pino y Martinez,

2016).

Previamente seleccionamos las palabras relevantes o términos de blsqueda para la

pregunta que queremos contestar para elaborar de forma eficaz la cadena de busqueda.



Por consiguiente, tras analizar las palabras obtenidas se elabora una lista mas precisa y
funcional (Tabla 4) que nos ayudara a elaborar dicha cadena (Géalvez, 2002).

Seleccién de términos significativos

Medicamentos Paracetamol
Efectos Ibuprofeno
Daphnia Codeina

Tabla 4. Términos centrales de la revision
Dado que para la presente blsqueda es necesario que los articulos contengan las
palabras medicamentos, efectos y Daphnia, entre dichas palabras se afadira el operador
I6gico “AND”, y como es deseable que lo mismos traten, al menos, uno de los compuestos
farmacéuticos (paracetamol, ibuprofeno o codeina), entre éstos se afiadira el operador légico
“OR”.

En este caso, la estructura seleccionada para la elaboracion de la cadena de busqueda

gueda de la siguiente forma:
[“Drugs” AND “Daphnia” AND “effects” AND “acetaminophen” OR “ibuprofen” OR “codeine”]

5) Creacion de filtros

El quinto paso es la creaciéon de filtros adicionales para, de una forma mas precisa y
exacta, delimitar y acotar la informacion obtenida. Estos filtros pueden estar relacionados con
la seleccién del idioma, la fecha de publicacion de los articulos o incluso su disponibilidad
(Pino y Martinez, 2016).

Asi, los limites adicionales que se aplicaron estuvieron relacionados, efectivamente, con
la seleccion del idioma, con la teméatica de las revistas cientificas, con la tipologia de las

publicaciones, con la fecha de publicacion de los articulos, etc.

6) Lectura critica

La lectura critica es la inclinacion de una persona a tratar de llegar al sentido méas profundo
de un texto, a los fundamentos y razonamientos, para considerar explicaciones alternativas
(de Moreno y de Forero, 2007). Asi, una vez obtenidos los articulos es fundamental realizar

una lectura critica de estos, ya que, dicha lectura es el corazén de la propia revision.

Esta lectura, si es rigurosa, permite conocer el valor afiadido de las investigaciones de los
articulos vy, por tanto, permite comprender y extraer mejor la informacién precisa para la
revision. Es por ello que debera realizarse una lectura adecuada y detallada de los articulos
para valorar la magnitud de los resultados y extraer de forma correcta la informacién (Aguilera,
2017).



7) Seleccién de articulos y extraccion de datos

La seleccion de los articulos se realizar4 segun los criterios de inclusion mencionados

anteriormente y establecidos en la basqueda, y segun la lectura realizada de éstos.

Cuando se inicia un proceso de busqueda de bibliografia no se sabe exactamente qué
material sera el mas pertinente, pero, a medida que se avanza, la perspectiva mejora y se

empiezan a definir los articulos realmente interesantes (Gémez-Luna et al, 2014).

Una vez seleccionados los articulos importantes para la investigacion es fundamental
organizar la informacién extraida. Asi, una forma de hacerlo es mediante el uso de tablas de
datos, con el fin de tener una estructura organizativa de éstos y realizar una presentacion

concisa de los mismos (Gémez-Luna et al, 2014).

Por consiguiente, los datos obtenidos en la revisién bibliogréfica realizada para este

trabajo fin de master se ha reflejado en una tabla mostrada en el apartado de resultados.

4.1.2. Tratamiento grafico de los datos
Se han realizado distintos gréaficos utilizando el programa Excel para representar de
forma visual los afios de publicacién de los articulos, la revista cientifica de la cual proceden,
los paises participantes en las investigaciones, los analisis de paracetamol, ibuprofeno y

codeina, y los distintos organismos modelo empleados.

4.2. Experimentos de exposicidn en laboratorio
4.2.1. Lugar de realizacion del estudio y organismos vivos utilizados
Para la realizacion de la parte experimental del trabajo fin de master se utilizaron
organismos vivos, en concreto una poblacién de D. magna, ya que se trata de una especie

con caracter bioindicador.

Los organismos utilizados durante el ensayo y para los cuales se realiz6 un
mantenimiento previo, se obtuvieron de la Laguna Grande (Baeza, Jaén) debido a que los
humedales mediterrdneos y, por tanto, dicha laguna, son considerados los ecosistemas que

mas zooplancton albergan, encontrandose, entre otros, D. magna (Gilbert et al, 2015).

Tanto el mantenimiento de la poblacion de D. magna como el desarrollo del ensayo de
toxicidad aguda, explicado a continuacién, se han realizado en el laboratorio de Biologia

Animal, Vegetal y Ecologia del Edificio A2 de la Universidad de Jaén.

En cuanto a su cuidado, la poblacion se mantuvo en un acuario y se llené con dos litros
de agua. En la siguiente tabla (Tabla 5) se muestran los parAmetros que se tuvieron en cuenta

en el mantenimiento:



Temperatura | 20+ 2°C

Alimentacién | Scenedesmus obliquus

Fotoperiodo | 16 horas luz:8 horas oscuridad

Tabla 5. Condiciones de mantenimiento de Daphnia manga

Siguiendo las recomendaciones de cultivo de Diaz-Baéz et al (2004), se suplement6

la poblacién con una solucién de vitaminas y selenio (Tabla 6):

Solucion de biotina | 0,0075 g/L
Solucion de 0,010 g/L
vitamina B12

Solucion de 0,075 g/L
Tiamina

Selenito de sodio 0,010 g/L

(Na2Se0s)

Tabla 6. Vitaminas

Las soluciones preparadas pueden conservarse hasta seis meses y deben de mantenerse

refrigeradas a una temperatura de 4+2°C. Para un volumen de veinte litros de medio, deben

afadirse los siguientes volimenes de cada solucion preparada:

e Solucion de biotina: 2 mL.

e Solucion de vitamina B12: 4 mL.

e Solucion de tiamina: 20 mL.

e Selenito de sodio (Na;SeOa,): 4 mL.

Dado que la colonia de D. magna se mantuvo en un volumen de dos litros, se afiadieron

los siguientes voliumenes de vitaminas y selenito:

e Solucién de biotina; 0,2 mL.
e Solucién de vitamina B12: 0,4 mL.

e Solucién de tiamina: 2 mL.

e Selenito de sodio (Na,SeO.,): 0,4 mL.



4.2.2. Ensayo de toxicidad aguda

La evaluacion de la toxicidad aguda del paracetamol a dosis crecientes sobre neonatos
de D. magna se realiz6 conforme a la directriz de la OCDE protocolo numero 202 (OCDE,
2004). El objetivo del presente estudio es observar y evaluar la mortalidad en neonatos de D.
magna expuestos durante 24 horas a concentraciones crecientes de paracetamol. La directriz
previamente mencionada establece que los datos de mortalidad deberan tomarse en base a
la siguiente definicién: inmovilidad de un organismo tras una leve agitacién del vaso de
precipitado de 15 segundos.

Asi, se realizaron dos ensayos en los cuales se utilizaron las siguientes
concentraciones (Tabla 7):

Control 0
Estudio 1 C1 0,8
(24/02/2020-25/02/2020) C2 640
Control 0
Estudio 2 C1 80
(2/03/2020-3/03/2020) C2 160
C3 320

Tabla 7. Concentraciones utilizadas en el estudio 1y 2 (ug/L)

El paracetamol (CH;CONHCgH4OH) utilizado durante el ensayo de toxicidad aguda fue
adquirido en MERCK (CAS Number 103-90-2). Para la realizacion del ensayo, se utilizaron 12
vasos de precipitado en el caso del primer estudio, y 16 en el caso del segundo, de 40 mL
colocando 4 vasos por concentracion, incluyendo el control, y un total de 5 neonatos en cada
vaso (Figuras 8 y 9). En cuanto a la alimentacion, hay que destacar que en los ensayos de

toxicidad aguda no se proporciona alimento a los organismos sujetos a experimentacion.
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Figura 9. Estudio 2 de mortalldad

Hay que destacar que los ensayos de exposicion fueron realizados bajo las mismas

condiciones de laboratorio que las del mantenimiento de la colonia de D. magna.

4.2.3. Tratamiento estadistico de los datos
Para el tratamiento de los datos obtenidos, en este caso relacionados con la
mortalidad, se utilizé el programa SPSS. Se realiz6 un estadistico de normalidad de
Kolmogorov-Smirnov y ambos estudios cumplen el supuesto de normalidad, por lo que, a
continuacion, se realiz6 un ANOVA para el analisis de comparacion de medias. Ademas,
mediante el programa Excel se realizaron distintas graficas para representar visualmente la

mortalidad ocurrida durante los ensayos frente las concentraciones utilizadas.
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5. Resultados
5.1. Resultados de larevision bibliogréfica
Es muy importante documentar el proceso de busqueda realizado para encontrar un
namero significativo de investigaciones cientificas relativas al tema a tratar con la intenciéon de
mostrar un resumen de dicho proceso. Asi, los pasos seguidos en la elaboracién de la

busqueda disefiada y empleada en el presente trabajo fin de master son los siguientes (Figura
10):

Uso de la cadena de blsqueda
[‘Drugs” AND “Daphnia” AND “effects” AND
“acetaminophen” OR “ibuprofen” OR “codeine”] 52 documentos

Uso del limite o filtro adicional

T : T 49 documentos
en lengua inglesa

Uso del limite o filtro adicional

“soélo articulos cientificos” 46 documentos
Aplicacién de criterios de inclusion y exclusién 24 documentos
Lectura critica de articulos 21 documentos

Figura 10. Proceso de busqueda.

En definitiva, veintiuno son los articulos cientificos examinados para resolver la
hipétesis planteada en la presente investigacion. De los articulos analizados, a continuacion,
se muestra la proporcién de: los paises participantes en dichos articulos (Grafico 1), la fecha
de publicacién de los mismos (Grafico 2), la revista a la que pertenecen (Gréfico 3), el
compuesto farmacéutico utilizado (Grafico 4) y el organismo utilizado como bioindicador
(Gréafico 5).



Asi, respecto a los paises participantes en los articulos cientificos seleccionados, tal y
como puede observarse en el gréafico 1, son mayoritariamente Corea del Sur, China y Portugal,

mientras que Alemania, México y Hong Kong son los minoritarios.

Méxichlemania )
Hong Kong3% 3% China

Polonig% 14%
6%

Estados Unidos
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Dinamarca
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14%
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9%

Gréfico 1. Proporcion de la participacion de los paises en los articulos cientificos

Con relacion a la fecha de publicacion, en el grafico 2, se puede observar que los
articulos escogidos van desde 2007 hasta 2020. Ademas, la mayoria de los articulos fueron
publicados en 2016, seguido por 2018, después 2007, 2008, 2019 y 2020, y, finalmente, 2010,
2012 y 2015.
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Gréfico 2. Afio de publicacion de los articulos cientificos
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En cuanto a la revista donde se publicaron los articulos, tal y como puede observarse
en el grafico 3, la mayoria de éstos fueron publicados en Aquatic toxicology y Ecotoxicology
and environment safety. En segunda posicion quedaron las revistas Ecotoxicology, Drug and
chemical toxicology y Comparative biochemistry and physiology. Y, finalmente, las revistas
menos frecuentes en el presente estudio fueron: Toxicology letters, Environmental
international, Genome biology, Chemosphere, Mundo da Saude, Bulletin of environmental
contamination and toxicology, Archives of environmental contamination and toxicology,
Environmental science and pollution research y Environmental pollution. Por tanto, puede
observarse que existe una gran variabilidad en cuanto a la revista de procedencia de los

articulos cientificos de la presente revision bibliogréfica.
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Grafico 3. Revistas

Como se ha mencionado en puntos anteriores, la revision bibliografica realizada se
bas6 en la busqueda de estudios de toxicidad con paracetamol, ibuprofeno y codeina en
distintos organismos bioindicadores. Asi, de todos los articulos seleccionados, el 50%
analizaban paracetamol y el 50% ibuprofeno (grafico 4). Es muy importante destacar que

ninguno de ellos analizaba la toxicidad de la codeina.
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B Paracetamol

M Codeina

Gréfico 4. Proporcion de estudio de ibuprofeno, paracetamol y codeina

Finalmente, hay que destacar que en los estudios analizados en este trabajo se ha
utilizado una gran variedad de organismos (gréafico 5). Asi, y debido a que fue una condicion
implantada en la cadena de busqueda, en todos los articulos se han realizado ensayos de
toxicidad con D. magna. A continuacion, el organismo mas utilizado fue Oryzias latipes,
seguido de Moiha macrocopa. Los organismos que menos se utilizaron fueron
Nannochloropsis limnetica, Aphyolebias obliquus, Lemna minor, Lemna gibba,
Cylindrospermopsis raciborskii, Daphnia longispina, Pseudokirchneriella subcapitata, Daphnia

similis, Células H295R vy Vibrio fischeri.

Nannochloropsis limnetica
Aphyolebias obliquus

Lemna minor

Lemna gibba
Cylindrospermopsis raciborskii
Daphnia longispina

Pseudokirchneriella subcapitata

e e O = =

Daphnia similis
Moina macrocopa 2
Células H295R 1
Oryzias latipes 3
Vibrio fischeri 1
Daphnia magna 21
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Gréfico 5. Proporcién de organismos utilizados en los estudios

A continuacion, se muestra, de forma resumida, la informacion mas importante
obtenida de los articulos cientificos analizados mediante la técnica de sintesis narrativa (Pino
y Martinez, 2016):
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Heckman,
L.H. et al
(2007)

Compuesto

farmacéutico

Ibuprofeno

Organismos

D. magna

Tipo de
ensayoy
duracién de
exposicion
Test agudo de
48 horas
Test cronico
de 14 dias

Concentraciones

En base a estudios
preliminares
20, 40 y 80 mg/L

Resultados

Aumento significativo del
crecimiento somético con aumento
de las concentraciones a partir del
dia 8.

Aumento del crecimiento somatico
de 22,29% al final del ensayo.

Retraso significativo en la primera
reproduccion a 40 m/L.

Retraso  significativo en la
reproduccion total a 80 mg/L.

Sin efectos en la supervivencia a 20
y 40 mg/L.

Mortalidad significativa a 80 mg/L.

Crecimiento poblacional superior a
1a20y40 mg/L.

Crecimiento poblacional inferior a 1
a 80 mg/L.

Conclusiones

Probablemente las consecuencias
poblacionales de organismos acuaticos a
una exposicién cronica de ibuprofeno a
concentraciones ambientalmente
realistas (ng/L y pg/L) serian de menor
importancia.

No se puede llegar a una conclusién
definitiva sobre los riesgos asociados la
exposicién a distintas concentraciones de
ibuprofeno ambientalmente relevantes.

Las concentraciones de ibuprofeno
probadas tenian poco efecto sobre la
supervivencia, con excepciéon de 80 mg/L.
Esto demuestra una baja toxicidad del
ibuprofeno.

Los resultados de crecimiento somatico,
supervivencia y reproduccion apoyan el
principio de asignacion, donde la cantidad
de energia que un individuo puede invertir
es limitada y dependiente de la entrada de
energia.



Kim, Y.,
et al
(2007)

Heckman,
L.H., et al
(2008)

Paracetamol

Ibuprofeno

Vibrio fischeri  Test agudo de No mostrado

5y 15 minutos

D. magna Test agudo de No mostrado
48 y 96 horas

Oryzias Test agudo de No mostrado
latipes 48 y 96 horas
D. magna Test agudo de

24 y 48 horas

P 20, 40 y 80 mg/L
Test cronico

de 14 dias

EC50 5 min=549,7 mg/L
EC50 15 min=567,5 mg/L

EC50 48 h=30,1 mg/L
EC50 96 h=26,6 mg/L

EC50 48 h > 160 mg/L
EC50 96 h > 160 mg/L

Expresion significativa de forma
diferencial de 272 ADNc tras 24
horas.

Relacion lineal positiva significativa
entre los genes regulados
negativamente y aumento de
concentracién de ibuprofeno, con
un 36, 39 y 47% de los genes
suprimidos a 20, 40 y 80 mg/L,
respectivamente.

Expresion de CTP sin cambios.
Expresion temporal de COX no fue
significa, pero hubo una regulacion

positiva significativa tras 24 horas.

ChE sélo significativamente
inducida tras 2 horas.

El cociente de peligrosidad calculado es
de 1,8. Esto indica que el paracetamol
supone un riesgo potencial ecolégico y
que precisa de investigacion.

La evaluacion ecotoxicologica de niveles
de relevancia ambiental de productos
farmacéuticos para su exposicion a largo
plazo son necesarios para caracterizar de
una forma mas realista el significado
ecologico de la contaminacion de estos
compuestos en el medio ambiente.

Se observa una reduccion en la expresion
génica conforme aumentaba el estrés con
el aumento de la concentracion de
ibuprofeno.

La expresion génica se ve reducida ya
gue se suprimen los procesos esenciales
para ahorrar energia.

Se encuentra un fuerte vinculo entre
transcriptomica y respuestas del estrés
fenotipico.

La combinacion de respuestas al estrés
molecular es una guia para
consecuencias cronicas del estrés
ambiental ocasionado por la exposicion al
paracetamol.



No hubo pruebas soélidas de que el
ibuprofeno afecte a la muda.

Niveles elevados de JHE e
inducciéon tardia de RXR, lo que
sugiere que los niveles de JH
aumentan con la exposicion.

A las 96 horas JHA suprime la
expresion de DmagVTG1.

48 horas fue wuna exposicion
demasiado corta para mostrar una
supresion de DmagVTG1, pero
mostré una  tendencia no
significativa hacia la supresion.

VMOL era suprimido a 80 mg/L tras
24 horas, pero fue regulado de 24
horas en adelante.

Los lipidos del metabolismo se
vieron afectados inicialmente (Lip y
Ltb4dh) con efectos sobre
metahidratos.

La exposicion a mas de 20 mg/L
redujo la fecundidad, pero no
retrasé la liberacion de crias ni
afecto a la muda.



Hayashi,
Y., et al
(2008)

Ibuprofeno

D. magna

Test crénico de
10 dias con un

periodo de
recuperacion
de 10 dias.

20, 40 y 80 mg/L

Las crias liberadas después de la
exposicion a 80 mg/L eran poco
viables y consistieron en embriones
subdesarrollados.

20 y 40 mg/L: menor produccion de
crias y crecimiento poblacional > 1.

80 mg/L: sin produccion de crias y
crecimiento poblacional <1.

Al final del periodo de recuperacion
el nimero total de descendientes
producidos a 20 mg/L no fue
significativamente diferente de los
controles.

La reproduccion total a 40 y 80 mg/L
no fue recuperada tras 10 dias de
recuperacion.

No hubo diferencia significativa en
cuanto al tamafno de las crias,
excepto a partir del dia 17-20 a 80
mg/L, donde el tamafio fue
significativamente menor,

Tras el periodo de recuperacion, el
crecimiento poblacional fue
superior a 1 en todas las
concentraciones.

Existe una relaciébn negativa entre la
concentracion y la produccion de crias;
ademds, la edad de la primera
reproduccion se retrasé en todas las
concentraciones.

El efecto de la exposicién observado en la
reproduccion fue reversible y recuperable
tras 10 dias de exposicion crénica.

Probablemente las daphnias aumentaran
su fecundidad para compensar la
reduccién en la reproduccion durante el
periodo de estrés causado por la
exposicion a ibuprofeno.

El aumento de la fecundidad puede
deberse a que el ibuprofeno impidié su
reproduccion, en su lugar, la energia para
ello fue destinada a un aumento somatico
(Principio de asignacion).



Hans, S., Ibuprofeno Células

et al H295R
(2010)

Oryzias

latipes

Test agudo de
48 horas

Test cronico
de 12 dias

0,2; 2; 20 mg/L

0,01;0,1; 1; 10;
100; y 1000 ug/L

La produccion de E2 fue
significativamente mayor a 2 mg/L,
y aumento de forma proporcional
hasta 20 mg/L.

La actividad de la aromatasa fue
significativamente mayor a 0,2y 2
mg/L, pero, en el ensayo directo de
aromatasa, su actividad no cambié.
La supervivencia a 1 pug/L fue
significativamente menor que el
control.

El peso y el tamafio no se vio
afectado a ninguna concentracion.

La vitelogenina de los peces macho
fue mayor a la concentracion de
1000 pg/L.

HSI y GSI no se vieron afectados,
excepto a las hembras expuestas a
0,1 yg/L, pero no hubo una relacion
dosis-respuesta.

No se observaron lesiones en el
higado o en las gbénadas y la
produccién de huevos por nidada

Se observé un aumento significativo de la
produccion de E2 en células H295R
dependiente de la dosis.

El ibuprofeno afecté a la actividad
catalitica de una forma indirecta.

Los efectos del ibuprofeno aumentan
conforme aumenta el tiempo de
exposicion.

La mortalidad de los peces aumentd de
forma dependiente a medida que estos
maduran.

Aunque se vio afectada la supervivencia
de peces adultos, la de juveniles y
alevines, no.

Los efectos observados en la
reproduccion pueden explicarse por el
efecto del ibuprofeno en la homeostasis
del estrégeno.



D. magna

Test agudo de
48 h

Test cronico
de 21 dias

No mostrado

1,23;3,7; 11,1;
33,3; 100 mg/L

fue significativamente mayor en las
concentraciones de 10 y 100 pg/L.

Test agudo dio como resultado un
valor de EC50 de 51,4 mg/L.

Se observaron efectos en la
supervivencia y reproduccion. A
100 mg/L no hubo supervivientes ni
descendencia.

Diferencias significativas en el
primer dia de reproduccién a las
concentraciones de 11,1 y 33,3
mg/L.

Existen diferencias significativas en
la media del nimero de jévenes por

Una mayor exposicién a ibuprofeno causo
mayores efectos.

La sensibilidad de D. magna fue muy
buena en comparacion con la de Moina
macrocopa ya que mostré ser mas
tolerante ante la exposicién crénica a
ibuprofeno.



Kim, P.,
et al
(2012)

Paracetamol

Moina
macrocopa

Oryzias
latipes

Test agudo de
48 h
Test croénico
de 7-8 dias

Test cronico
de 90 dias.

No mostrado

3,13; 6,25; 12,5;
25; 50 mg/L.

0,000095;
0,00095; 0,0095;
0,095; 0,95: 9,5y

95 mg/L

daphnias en las concentraciones de
3,7;11,1; 33,3 y 100 mg/L.

Crecimiento poblacional en todas
las concentraciones inferior a 1.
Test agudo dio como resultado un
valor de EC50 de 72,6 mg/L.

Se observa una reduccion en la
supervivencia, la cual no es
dependiente de la dosis.

No se observan diferencias
significativas en el dia de la primera
reproduccion.

Se observa una diferencia
significativa en la media del nimero
de jévenes por daphnia a 50 mg/L.

El crecimiento poblacional en todas
las concentraciones es cercano a 1.

Los huevos y las larvas de O.
latipes no se ven afectados ni a la
concentracién mas alta probada (95
mg/L) pero la supervivencia de los
juveniles si  que se vio
significativamente reducida a esa
concentracion.

Las concentraciones de paracetamol que
afectan a la supervivencia, reproduccion y
crecimiento de estos organismos es
mucho mayor que los niveles reportados
en ecosistemas acuaticos.



Daphnia
manga

Moina
macrocopa

Test agudo de
24y 48 horas
Test cronico
de 21 dias

Test agudo de
24 y 48 horas
Test crénico
de 7 dias

No mostrado

0,64; 1,91;5,72;
17,17 y 51,50 mg/L

No mostrado

0,32; 0,95; 2,86;
8,58 y 25,75 mg/L

El crecimiento de los peces no se
vio afectado a la concentracion de
9,5 mg/L pero la reproduccion si.

El peso de las gbnadas y del higado
no se vieron afectado.

La vitelogenina hepatica aumenta
conforme aumenta la concentracion
de paracetamol, con excepcion de
las concentraciones mayores en los
peces macho.

EC50 24 horas=53,87 mg/L

EC50 48 horas=11,85 mg/L

Se observaron efectos significativos
en la supervivenciaa 17,17 y 50,50
mg/L.

EC50 24 horas=109,5 mg/L

EC50 48 horas= 56,34 mg/L

Se observa una reduccion
significativa den la supervivencia a
25,75 mg/L.

El nimero de neonatos por nidada
se ve muy adversamente
influenciado ya a 0,95 mg/L.

A la concentracion de 25,75 mg/L
no hay reproduccién.

Se observan diferencias
estadisticamente significativas en el
namero jévenes por cria a las

Es fundamental realizar mas estudios de
la toxicidad de este compuesto debido a
su amplio uso como compuesto
farmacéutico y sus cargas para el medio
ambiente. Sin embargo, dado que las
concentraciones ambientales son
menores, los riesgos ecotoxicolégicos del
paracetamol pueden no ser tan elevados
como se muestran.



Castro
F.J., etal
(2014)

Gomez-
Olivan,

L.M., et al
(2014)

Ibuprofeno

Ibuprofeno

Daphnia
similis

D. magna

Test agudo de
48 horas

Test agudo de
48 horas para
determinar
LC50.
Exposicion
aguda de 48
horas a la
concentracion
mas baja con
efecto adverso
observado
(LOAEL).

50, 80 128, 205,
328y 500 mg/L

20,4; 25,7; 32,4;

40,7 y 51,3 mg/L.

2,9 mg/L.

concentraciones de 0,95; 2,86 y

8,58 mg/L.

EC50 48 horas= 97 mg/L.

La supervivencia se vio afectada.

El valor de LC50 tras 48 horas fue

de 24,9 mg/L.

Tanto la peroxidacién lipidica, como
la proteina carbonilo y la actividad
de SOC, CAT y GPX, aumentan

significativamente
exposicion.

con

la

El test agudo de toxicidad realizados
muestra un incremento en la sensibilidad
hacia el ibuprofeno.

Los resultados obtenidos con Daphnia
similis muestran valores de EC50
superiores a los encontrados en otros
estudios.

El desarrollo de mas estudios es
necesario para evaluar el potencial toxico
del ibuprofeno y sus metabolitos para
identificar concentraciones
ambientalmente seguras y desarrollar
nueva legislacion.

A partir del nivel de LC50 obtenido se
determina que el ibuprofeno es peligroso
para D. magna.

El ibuprofeno fue responsable de las
alteraciones observadas en los
biomarcadores bioquimicos evaluados y
dafio en el ADN.



Nunes,
B., et al
(2014)

Paracetamol

P.
subcapitata

D. magna

Test agudo
durante 72
horas.

Test agudo de
48 horas

Test cronico
de 21 dias.

Desde 87,8 hasta
1000 mgl/L,
utilizando una
serie geométrica
con un factor de
dilucién de 1,5

Concentraciones
entre 4,8 y 9 mg/L
(8 concentraciones

con un factor de

dilucion de 1,12).

0,53;0,79; 1,2;
1,7, 2,7y 4 mg/L

EC50 72 horas= 317,4 mg/L.

EC50 48 horas= 4,7 mg/L.

Mortalidad en la concentracion mas
alta.

Muy abrupto entre 1,2 y 1,7 mg/L.
Ningun organismo sobrevivié la
duracién completa del experimento
a las tres ultimas concentraciones.

La mortalidad ocurrié
principalmente en el dia 10 cuando

El paracetamol fue mas toxico para las
especies de crustdceos que para los
organismos primarios, mientras que para
las bacterias se obtuvieron valores
intermedios.

El paracetamol fue téxico para todos los
organismos de prueba excepto para
Lemna gibba.

Se trata de un resultado interesante ya
gue implica que el grupo mas vulnerable
es el de los consumidores primarios.

También destacan que los niveles de
paracetamol requeridos para provocar
efectos superan los valores
documentados en el compartimento
acuatico, lo cual es muy importante.

Es dificil determinar la toxicidad del
paracetamol porque ésta también difiere
entre organismos con cierta similitud
filogenética.



Daphnia
longispina

Vibrio fischeri

C. raciborskii

Lemna minor
Lemna gibba

Test agudo de
48 horas.

Test cronico
de

Test agudo de
72 horas
Test agudo de
72 horas

Test croénicos
de 7 dias.

Concentraciones
entre 48,6 y 85
mg/L. (cinco
concentraciones
con un factor de
dilucion de 1,15).
7,9;11,8;17,8;
26,7; 40 y 60 mg/L.

8 concentraciones,
de 48,4 mg/L a
510,2 mg/L, en

series geométricas

con factor de
diluciéon de 1,4.

Rango de 5

concentraciones

(de 62,5 a 1000

mg/L, utilizando un

factor de diluciéon

de 2).

los organismos ya se habian
reproducido.

EC50 48 horas= 65,9 mg/L

Retraso significativo en el primer
evento reproductivo. y fecundidad,
antes de la alta mortalidad.

EC50 =92,2 mg/L

EC50=192,9 mg/L

EC50= 429,9 mg/L
EC50 > 1000 mg/L

En términos de EC50, para saber que
organismos son mas tolerantes al
paracetamol y cuales mas sensibles: D.
manga< D. longispina< V. fischeri<
C.Raciborskii< P.subcaiptata< L.minor
<L. gibba.



Oliveira,
L.L.,etal
(2015)

Wang, L.,
et al
(2016)

Paracetamol

Ibuprofeno

D. magna

D. magna

Test agudo de
48 horas

Test cronico
de 21 dias

0;0,01;0,1;1
mg /L

0,5, 5y 50 ug/L

Disminucion significativa de la
actividad de ChE y GPx
dependiente de selenio a 0,01 mg/L
y 1 mg/L.

Inhibicion de colinesterasa a 10
pg/L.

No caus6é cambios en la actividad
de CAT, por tanto, no se produjo
estrés oxidativo, ya que, de lo
contrario, este indicador se habria
alterado.

Hay una apariciéon leve de estrés
oxidativo debido a los resultados
obtenidos para la actividad gulation
peroxidasa.

Disminucién de la actividad GPx.
No se observaron efectos en
letalidad, ni cambios significativos
en mudas ni cambios en el nimero
de crias.

Periodo de primera produccion de
huevos fue menor en 0,5-5 pg/L.

Periodo de primera produccion de
huevos mayor en concentraciones
altas.

El paracetamol tiene el potencial de
afectar la neurotransmision normal de D.
magna, al comprometer la actividad
colinesterasica, ademas de provocar una
disminucion significativa en la actividad de
GPx.

D. magna es extremadamente sensible al
paracetamol, sin embargo, estos los
resultados obtenidos se deben a
concentraciones de mg/L, que son mucho
mas altas de las que se han documentado
en el entorno natural.

Las respuestas génicas de CYP360A,
CYP314 y GST y los cambios que se
muestran en el organismo de D. magna en
este estudio demuestran los posibles
efectos toxicos del ibuprofeno.

Se trata de un compuesto que puede
causar una disminucioén significativa en el
total de crias por hembra, longitud
corporal y tasa de crecimiento.

Ademas, afecté a la expresion de genes y
enzimas relacionados con la



Reduccion significativa en la
longitud del cuerpo a todas las
concentraciones.

Actividad GST aumenta conforme
aumenta la concentracién de
ibuprofeno.

SOD sufre induccién significativa
excepto a 0,5 pg/L a las 6 horas,
después de 48 horas fue inducido a
la concentracién mas baja y volvié a
la linea de base.

Tras 6 horas se inhibio6 la expresion
de CYP360A a 0,5 ug/L, pero se
indujo  gradualmente  conforme
aumentaba la concentracion.

APND se mostr6 inducida
significativamente con el aumento
de la concentracion, exhibiendo una
dependencia después de 6 horas
de exposicion.

Actividad EROD fue inhibida a la
concentracién de 50 ug/L tras 48
horas de exposicién.

ERND fue inhibido a 0,5 pg/L y con
el aumento de la concentracion, a 6
horas de exposicion. Sin embargo,
tras 48 horas, solo fue inducido a

desintoxicacion y los

antioxidantes.

procesos

Tras la exposicibn a corto plazo al
ibuprofeno hubo una induccion
significativa de la actividad de SOD, GST
y CAT, pero estas enzimas fueron
reprimidas después de una exposicion
prolongada.

Las respuestas de EROD, APND y ERND
puede estar relacionada con la
biotransformacion de la desintoxicacién
del ibuprofeno.

Es importante sefialar que puede existir
una relacion entre la alteracion de la
expresion de los genes CYP360A,
CYP314 y GST vy el rendimiento de la
reproduccion del organismo.

Dada la complejidad del mecanismo
regulador, es muy dificil determinar la
relacibn especifica de causa y efecto
entre la respuesta de los genes y el
rendimiento del organismo, por tanto, se
recomienda investigar los cambios
genéticos.



baja concentracion y volvio a la
linea de base a altas
concentraciones.

Tras 6 horas, CYP360A8 fue
significativamente inhibido a 0,5
Mg/L, e inducido con el aumento de
la concentracion. Tras 48 horas la
tendencia fue similar.

Tras 48 horas de exposicion
CYP360A fue significativamente
inducida teniendo su pico maximo a
50 pg/L.

La expresion de CYP314 tuvo una
inhibicion significativa a las 6 horas
a 0,5 ug/L.

CYP314 fue inhibido a las 6 horas a
0,5 ug/L, pero después de 48 horas
se observd una mayor expresion.
La expresion volvié al nivel de
referencia conforme aumentaba la
concentracion.

GST tuvo una inhibicién
significativa a 0,5 ug/L después de
6 y 48 horas. Con el aumento de la
concentracion, esta inhibicion se
mantuvo.



Du, J., et
al (2016)

Ibuprofeno

Paracetamol

D. magna Test agudo de
24,48y 72

horas

Test cronico
de 21 dias

D. magna Test agudo 24,

48 y 72 horas

Test crénico
de 21 dias

Rango de 1 a 200
mg/L

0,40; 1,20; 3,60;
10,8; 32,4 mg/L

Rango de 4 a 972
mg/L

0,08; 0,24:; 0,72;
2,16 y 6,48 mg/L

EC50 24 horas paracetamol=
224+2,35 mg/L

EC50 48 horas paracetamol=
40+1,6 mg/L

EC50 72 horas paracetamol=
8,06+0,9 mg/L

EC50 24 horas ibuprofeno=
116+2,07 mg/L

EC50 48 horas ibuprofeno=
23,5+1,41 mg/L

EC50 72 horas ibuprofeno=

8,33+0,68 mg/L

El 50% de la mortalidad a los 21
dias se produjo a las
concentraciones de 3,97+2,63 mg/L
(ibuprofeno) y 5,32+0,73 mg/L
(paracetamol).

En ambos casos, un aumento de la
concentracion  conllevaba una
disminucion en la supervivencia de
los organismos.

El tamafo del cuerpo se Vvio
afectado ya que la exposicién de los
dos compuestos farmacéuticos
ocasioné un crecimiento mayor (de
1,91+0,29 mm a 2,31+0,22 mm,
paracetamol; 1,65+0,11 mm a
2,64+0,26 mm, ibuprofeno).

Los umbrales de toxicidad para el
paracetamol y el ibuprofeno proporcionan
puntos de referencia muy importantes
para evaluar su riesgo ecoldgico,
concretamente en ecosistemas acuaticos
donde los organismos son expuestos a
bajos niveles de estos productos
farmacéuticos y de otros productos
quimicos, y que serian muy Utiles estudios
sobre la evaluacion de la toxicidad de
estos compuestos.



De
Oliveira,
L.L.D., et
al (2016)

Kovacevic
, V., etal
(2016)

Paracetamol

Ibuprofeno

D. magna Test agudo de

48 horas

Test crénico
de 21 dias

D. magna Test agudo de
al menos 48

horas

Rango de 1,2-9
mg/L

0,2; 0,3; 0,44;
0,55; 0,83y 1,25
mg /L

1,75; 3,5;5,25; 7;
10,5y 14 mg/L

Reduccion en la produccién de
huevos incluso en las
concentraciones mas bajas (0,08
mg/L para el paracetamol y 0,4
mg/L para el ibuprofeno).

Valor de EC50 tras 48 h= 2,83
mg/L.

No se observaron alteraciones en la
tasa de aumento de la poblacion
pero, a la concentracion mas baja,
es decir 0,2 mg/L, se observo un
aumento significativo

Glicina, tirosina, asparagina Yy
serina generalmente disminuyeron
en relacion con el control a
concentraciones de ibuprofeno
bajas y medias (1,25-7 mg/L).

Disminuciones significativas de
serina a exposiciones de 1,75; 3,5y
7 mg/.

El paracetamol puede acumularse vy
ocasionar multiples efectos toxicos en los
organismos. Si bien es cierto que sus
datos de toxicidad tienen poca relevancia
ecolégica, muestran la importancia de

realizar  andlisis  toxicol6gicos a
concentraciones ambientalmente
relevantes.

A pesar de haber seleccionado niveles
altos de paracetamol tanto para el test
agudo como el cronico, no han podido
observar efectos en el organismo D.
magna.

La metabolémica basada en HNMR fue
capaz de detectar y distinguir las
respuestas de D. magna a las
concentraciones anteriormente citadas.

El perfil metabdlico de D. magna tras la
exposicion subletal parecia depender de
la concentracién de ibuprofeno ya que las
concentraciones mas bajas causaron



Disminuciones significativas de
asparagina a concentraciones de
5,25y 7 mg/L.

Disminuciones significativas de
tirosina a los 7 mg/L.

La leucina, arginina y lisina
mostraron disminuciones
significativas a las dos
concentraciones mas bajas (1,75 y
3,5 mg/L), lo cual es muy importante
ya que son aminoacidos esenciales
en crustaceos y estan relacionados
con la frecuencia de la muda, el
crecimiento y la osmorregulacion.

Aumento en la alanina, triptéfano e
isoleucina a la concentracion de
10,5 mg/L.

En cuanto a la metionina, se
observaron aumentos significativos
a concentraciones de 10,5 y 14
mg/L lo cual sugiere un deterioro en
el proceso de la muda que puede
estar relacionado con un inicio en la
inhibicion de la reproduccion.

La treonina mostré una dinamica
diferente ya que se observé una

cambios de metabolitos contrastantes en
comparacion con las mas altas que
causaron cambios en metabolitos de
contraste.

La exposicion al ibuprofeno causoé
cambios en aminoacidos tan importantes
como al serina, metionina, lisina, arginina
y leucina, que son bioindicadores de la
exposicion subletal.

Estos resultados muestran la necesidad
de evaluar la toxicidad del ibuprofeno e

identificar nuevos bioindicadores que
muestren  informacién  sobre  este
compuesto.



Castro,
B.B., et al
(2018)

Grzesiuk,
M., et al
(2018)

Paracetamol

Ibuprofeno

D. magna

A. Obliquus
N. limnetica

D. magna

Test agudo 48
horas

1,96 a 6 mg/L (con
un factor de
dilucion de 1,15)

Testcronicode 1,3 a 4 mg/L (con
21 dias y un factor de
ensayo dilucion de 1,25)
generacional

extendido de

12 dias

A. obliquus y No se muestra
N. limnetica
expuestas a
paracetamol
durante 50

dias.

disminucion  significativa a la
concentracion mas alta.

EC50 48 h=4,68 mg/L

Retraso significativo y disminucion
en la reproduccion de 2 mg/L en
adelante, por tanto, hubo una
disminucion poblacional.

No se pudieron demostrar los
efectos en el ensayo de
reproduccion de 21 dias.
A la concentracion mas alta hubo
efectos en las hijas que no fueron
directamente expuestas.

Descensos en la reproduccion, pero
sin diferencia significativa del
control.

En el ensayo generacional, en el dia
12, las daphnias habian
experimentado 1 o 2 eventos
reproductivos.

La historia de vida de D. magna, es
decir, su supervivencia, crecimiento
y edad de la primera reproduccién
se vieron afectados cuando su
alimento se expuso a ibuprofeno.

Cuando el organismo de prueba fue
alimentado con las algas limitadas

La evaluacion de los efectos
transgeneracionales aportan un
importante valor a la capacidad predictiva
de toxicidad de las sustancias quimicas
cuando se encuentran a bajas
concentraciones.

Ademas, a pesar de que estos no fueron
muy pronunciados, se observaron efectos
adversos a la exposicion a paracetamol
De los compuestos analizados en el
estudio, el paracetamol fue el ejemplo
mas obvio de efectos
transgeneracionales, ya que la exposicion
materna caus6 una reproduccion
retrasada y un menor potencial de
crecimiento poblacional de la generacion
hija.

Las concentraciones bajas pueden
afectar significativamente a los
organismos acudticos cruzando los

niveles troficos de plancton.

En los habitats de agua dulce la historia
de vida de D. magna puede verse



Kim, R.O.,
et al
(2018)

Paracetamol

D. magna

Experimento
en el cual D.
manga fue
alimentada
con esas
algas.

Test agudo de
12 y 24 horas
con
organismos de
7-10 dias de
edad

0; 50y 100 mg/L

en fosforo y expuestas al
ibuprofeno se observé que todos
los organismos sobrevivieron y que,
en el caso de una de las
poblaciones expuestas, mejoré su
supervivencia.

Los alimentos cultivados con
ibuprofeno mejoraron la tasa de
crecimiento de ambas poblaciones
de D. magna, ya que estas tasas
fueron un 10 y un 20% mayores,
respectivamente

Cambios en el gen CYP370A13,
glutation, inhibicién de la actividad
tiorredoxina reductasa y produccién
de especies de oxigeno.

influenciada por la contaminacion por
compuestos farmacéuticos.

Las algas cultivadas con fésforo limitado e
ibuprofeno se desempefiaron mejor ya
que las daphnias alimentadas con estas
algas obtuvieron una mayor tasa de
supervivencia.

El ibuprofeno compenso los efectos de la
limitacion de fésforo, ademas de que este
compuesto modific directamente
propiedades fisioldgicas de las células de
las algas y D. magna fue mas capaz de
digerir estas algas.

Aparecen efectos importantes en el medio
ambiente a través de efectos en la red
alimentaria, tal y como se muestra en la
supervivencia de D. magna.

En ecosistemas acuaticos la situacion
puede ser mucho mas compleja ya que
tanto el fitoplancton como los niveles
troficos superiores estan expuestos a una
compleja mezcla de muchos compuestos
antropogénicos diferentes.

El proceso de desintoxicacibn es un
mecanismo de defensa muy importante y
se ha probado que existen respuestas de
D. magna a la exposicion a paracetamol.



Daniel, D.
et al
(2019)

Paracetamol D. magna Test agudo de
48 horas para
determinacion

de EC50

Test agudo
para
determinacion
de
biomarcadores

Test cronico
de 21 dias

1,5;1,8; 2,16;
2,59; 3,11; 3,73;
4,48 y 5,37 mg/L

0,04; 0,08; 0,16;
0,32;0,6; 1,28y
2,56 mg/L

5, 10, 20,40y 80

Mg/l

CYP307A1 y CYP370A13 fueron
regulados a la alza de una forma
dependiente del tiempo vy la
concentracion, que es un posible
indicador de produccion NAPQI.

TrxR fue inducida, pero su actividad
no fue significativamente diferente
del control.

EC1 48 h=2,25 mg/L.
EC10 48 h= 2,56 mg/L.
EC50 48 h= 2,99 mg/L.
EC90 48 h= 3,5 mg/L.

Tras 48 horas hubo una
disminucibn de la actividad
colinesterasa en comparacién con
el control y un aumento en la
actividad GST. También se observé
que la actividad catalasa se
incremento a la concentracién mas
alta.

Tras 21 dias de exposicion no hubo
diferencias estadisticamente
significativas en las actividades

CYP370A13 pueden sr un marcador
molecular confiable y sensible para la
evaluacion de la toxicidad del
paracetamol. Por tanto, se trata de una
enzima clave.

El paracetamol tiene la capacidad de
inducir respuestas antioxidantes en el
organismo D. magna. Sin embargo, esos
efectos bioquimicos observados no se
tradujeron en efectos sobre el nimero
total de descendientes.

A pesar de la disminucién en la actividad
GST, es posible anticipar que el
paracetamol genera efectos significativos
en la actividad de las enzimas.

Seria fundamental realizar mas estudios
para evaluar otros efectos relacionados
con la neurotoxicidad y la capacidad de
estrés oxidativo del paracetamol.



Liu, S., et
al (2019)

Paracetamol

D. magna

Test agudo de
24,48y 96
horas

0; 5; 50; 500y
5000 ug /L

CAT y ChE. Si que se observo una
disminucion en la actividad de GST
en las concentraciones mas bajas.

No hubo significancia estadistica en
el nidmero total de neonatos por
hembra

Nrfl fue inhibido a las 48 horas
(excepto a 5 ug /L), pero fue
inducida con tiempo de exposicién
prolongado (excepto a 500 ug/L).

GCLC se indujo significativamente
tras 24 horas de exposicion, pero
después de 48 y 96 horas, este
rendimiento solo se observé a
concentraciones de 5y 50 ug /L.

GST se regul6 a las 24 y 48 horas,
pero se suprimié tras 96 horas de
exposicion.

GPX fue inducido
significativamente tras 48 horas de
exposicion.

CAT fue inducido significativamente
en todas las concentraciones y
alcanzo un valor maximo a 5000 ug
/L tras 48 horas.

TrxR también fue inducido,

La comprension de los genes
antioxidantes durante la exposicion al
paracetamol es fundamental para el
estudio de los mecanismos de estrés
oxidativo.

Existen ~muchas otras vias de
sefializacion involucradas en la regulacion
del proceso antioxidante en organismos,
por lo tanto, se necesitan mas estudios
para revelar el mecanismo antioxidante
en D. magna bajo exposicion a
paracetamol.



Ding, et al
(2020)

Paracetamol

D. magna

Test cronico
de 21 dias

5, 50, 500 y 5000
Mg/l

Prxl fue inhibido mostrando una
relacion negativa dependiente de la
concentracion, siendo el valor mas
bajo observado en la concentracion
de 5000 pug /L a las 96 horas.

La supervivencia de los organismos
en la concentracion de 5000 pg/L
fue inferior a 16 dias, mientras que
en el resto de concentraciones no
hubo muertes en el periodo de 21
dias.

El dia de la primera cria fue
significativamente retrasado, y la
frecuencia de la muda y la primera
produccién de huevos fue diferente
a la concentracion de 50 pg/L.

Se hallé una correlacién negativa
entre la  concentracion de
paracetamol y la produccién total de
huevos por individuo y la longitud
del cuerpo.

HR96: a las 24 y 48 horas fue
inducida e incrementada con el
aumento de la concentracion,
mientras que a las 96 horas hubo un
decrecimiento de 5 a 500 ug/L.

P-pg: se encontraron los valores
mas altos a 5000 ug/L. Ademas,

Se observan efectos en los parametros de
ciclo de vida y la fisiologia de D. magna.

Se precisan de méas estudios,
especialmente de la relacion entre la
regulacion epigenética de factores de
tarnscripcion y cambios fisiolégicos de D.
magna bajo exposicion a compuestos
farmacéuticos.



presenta una correlacion negativa
con el incremento  de la
concentracion a 48 horas.

No se encuentra la tipica relacién
de concentracién y dependencia a
las 96 horas.

CYP360A8: se encontraron los
valores mas altos a 5000 pg/L. No
se encuentra la tipica relacion de
concentracion y dependencia a las
96 horas.

CYP314: se encontraron los valores
mas altos a 5000 pg/L. No se
encuentra la tipica relacion de
concentracion y dependencia a las
96 horas.

MRP4: se encontraron los valores
mas altos a 500 pug/L. No se
encuentra la tipica relacibn de
concentraciéon y dependencia a las
96 horas.

EcR: fue significativamente
inducido a 24 horas (excepto a 5
Mg/L) y a 48 horas. A las 96 horas
fue significativamente inhibido,
excepto a 5ug/L.



Grzesiuk,
M., et al
(2020)

Ibuprofeno

D. magna

Medicién de Una Unica
los parametros = concentracion de 4
de la historia Mg/l
de vida de la (concentracién
primera, quinta  ambientalmente
generacion y relevante).
sexta
generacion.

En la quinta generacién se
observaron deformaciones en el
caparazon, cuerpo, 0jo y antenas.

Tras una exposicion de 10 semanas
(5 generaciones) se observé una
diferencia en la edad de la primera
reproduccion.

Alteraciones significativas en el
nivel de triglicéridos, alteraciones
no significativas en el tamafio, en la
primera reproduccion, crecimiento y
numero de huevos entre la primera
y la quinta generacion.

En la sexta generacion la tasa de
crecimiento mas baja se observé en
aquellos organismos que
estuvieron en contacto directo con
ibuprofeno  por primera vez,
ademas, también tuvieron el menor
namero de descendientes.

Se observo un efecto linea en la
sexta generacion: la tasa de
crecimiento de la sexta generacion
se vio muy afectada por las
condiciones experimentadas por
sus ancestros

Este estudio insinla los impactos
complejos que se generan en daphnia
cuando es expuesta a ibuprofeno.

Se necesitan méas estudios para
comprender la compleja red de factores
ambientales que afectan a la toxicidad del
ibuprofeno.



5.2.  Resultados de los ensayos de toxicidad aguda

Las distintas concentraciones utilizadas en los ensayos de toxicidad aguda y
comentadas anteriormente corresponden a niveles de paracetamol documentados en
las aguas naturales y son muy similares a las concentraciones utilizadas en algunos

estudios ecotoxicologicos.

Con respecto al primer estudio realizado, tal y como puede observarse en el
gréfico 6, la mortalidad ha sido creciente. En el control han sobrevivido todos los
organismos de cada uno de los vasos de precipitado expuestos a paracetamol durante
24 horas, mientras que, en la concentracion intermedia (C1=0,8 pg/L) dicha
supervivencia se redujo a la mitad, de tal forma que en los vasos niumero 2 y 3 no
sobrevivid ningln organismo. En cuanto a la ultima y mayor concentracién (C2=640
Mg/L) se puede observar que la mortalidad ha sido maxima, es decir, la supervivencia

se ha reducido a 0 tras 24 horas de exposicion.

Mortalidad

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

Mortalidad en %

Control Cc1 Cc2

Concentraciones

Gréfico 6. Porcentaje de mortalidad total en cada concentracion del estudio 1
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En relacion al segundo estudio realizado (grafico 7), se puede observar que,
nuevamente, la mortalidad ha sido creciente. Ademas, en el control la mortalidad ha sido
muy baja (un organismo), mientras que en las siguientes concentraciones ha
aumentado. Asi, tras 24 horas de exposicion a la concentracion menor (C1=80 pg/L), la
mortalidad continda siendo baja, de tal forma que sobreviven la mayoria de los
individuos. Finalmente, en las concentraciones mayores (C2=160 ug/L y C3=320 ug/L)
la supervivencia de los organismos es mucho menor, ascendiendo la mortalidad a un
75% de los individuos.

Mortalidad
100 -
80 -
X
S 60 -
e
©
]
©
£ 40 -
o
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Control c1 Cc2 Cc3
Concentraciones

Gréfico 10. Porcentaje de mortalidad en el estudio 2.

6. Discusion
6.1. Revision bibliogréfica
Todos los articulos cientificos examinados para la elaboracion de la revision
bibliogréfica y para la discusion del presente trabajo fin de master son de actualidad y
de alcance internacional. Asi, los documentos cientificos seleccionados para la revision
bibliografica abarcan desde el afio 2007 hasta el afio 2020, observandose una amplia

participacién de diversos paises.

Tras el andlisis de la bibliografia cientifica considerada, se puede afirmar que el
estudio de los efectos adversos del paracetamol y del ibuprofeno sobre distintos
organismos modelo, entre ellos D. magna, es un tema de actualidad.

Con respecto al ibuprofeno, se ha observado que la exposicién prolongada de

D. magna a este farmaco produce una disminucién en la reproduccion y en la
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supervivencia, y un aumento en el crecimiento somatico del organismo a
concentraciones de 20, 40 y 80 mg/L, por tanto, puede afirmarse que las consecuencias
poblacionales a concentraciones ambientalmente relevantes serian de menor
importancia, de tal forma que no puede llegarse a una conclusion definitiva sobre los
riesgos asociados a este compuesto (Heckmann et al 2007). Cabe destacar que bajo
una exposicion a las mismas concentraciones se observa una reduccion en la expresion
génica, debido a que se suprimen los procesos esenciales para ahorrar energia, por
tanto, las respuestas al estrés molecular es una guia para observar las consecuencias
crénicas del estrés ambiental ocasionado por la exposicion al ibuprofeno (Heckmann et
al, 2008). Ademés, también se ha observado una relaciébn negativa entre la
concentracion y la produccion de crias, y efectos en la edad de la primera reproduccion,
nuevamente a concentraciones de 20, 40 y 80 mg/L (Hayashi et al, 2008). A
concentraciones mayores se observan efectos en la supervivencia de D. magna, de tal
forma que a 100 mg/L la mortalidad fue absoluta (Hans et al, 2010). Con relacion a
dafios en el ADN, se afirma que el ibuprofeno fue responsable de distintas alteraciones
observadas en biomarcadores bioguimicos (peroxidacion lipidica, proteina carbonilo,
actividad SOC, CAT y GPX) (Gomez-Olivan et al, 2014), reafirmando la importancia de
la observacion de efectos a nivel molecular. Siguiendo en la linea de las respuestas
génicas, a pesar de no observar efectos en la letalidad, Wang et al (2016) observaron
gue, a una exposicién de 0,5; 5y 50 pg/L, las respuestas génicas de CYP360A, CYP314
y CST muestran los posibles efectos toxicos del ibuprofeno. A concentraciones de 1,75;
3,5; 5,25; 7; 10,5 y 14 mg/L se han observado cambios en aminoacidos importantes
para los crustaceos (serina, metionina, lisina, arginina y leucina) traducidos en
disminuciones de su actividad, lo cual es muy importante debido a que estan
relacionados con la frecuencia de la muda, el crecimiento y la osmorregulacion.
Finalmente, es fundamental destacar el estudio de Grzesiuk et al (2020) por ser una
investigacion de actualidad y por realizar sus ensayos de toxicidad con una
concentracion ambientalmente realista (4 pg/L) en la cual se afirma que hay diferencias
en la edad de la primera reproduccion, deformaciones en el caparazén, cuerpo, 0jo y
antenas y un efecto lineo en la sexta generacion, por tanto, el propio autor afirma que

se necesitan mas estudios para comprender éstos efectos tan complejos.
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Con relacion al paracetamol, también existen diversos estudios que confirman
sus efectos negativos en D. magna, asi, Nunes et al (2014), bajo una exposicion de
0,53; 0,79; 1,2; 1,7; 2,7 y 4 mg/L afirm6 que especialmente para los crustaceos dicho
farmaco es toxico, observdndose mortalidad en la concentracion mas alta. Ademas, al
finalizar la experiencia, ningin organismo sobrevivi6. En cuanto a los estudios
biomarcadores bioquimicos, el paracetamol tiene el potencial de afectar a la
neurotransmision, de tal forma que provoca una disminucién en la actividad de ChE y
GPx a concentraciones de 0,01 mg/L (Oliveira et al, 2015). Es importante destacar que
dicha concentracion es ambientalmente relevante. Por otro lado, en el estudio realizado
por De Oliveira et al (2016) se afirma que el paracetamol puede acumularse y ocasionar
efectos toxicos pero que a pesar de haber elegido concentraciones altas y no
ambientalmente realistas (0,2; 0,3; 0,44; 0,55; 0,83 y 1,25 mg/L) no se ha podido
observar efectos. Castro et al (2018) realizé un estudio muy interesante ya que estudié
los efectos transgeneracionales producidos por el paracetamol y concluyé que la
exposicidn materna causé una reproduccién retrasada y un menor potencial de
crecimiento poblacional en la generacion hija. Al exponer una poblaciéon a
concentraciones mayores (50 y 100 mg/L), Kim et al (2018) observaron cambios en el
gen CYP370A13, glutation e inhibicion de la actividad tiorredoxina reductasa, por tanto,
afirma que el proceso de desintoxicacién es un mecanismo muy importante y CY370A13
es un marcador sensible para evaluar la toxicidad del paracetamol. A concentraciones
mas altas (0,04; 0,08; 0,16; 0,32; 0,6; 1,28 y 2,56 mg/L), Daniel et al (2019) observaron
gue tras 48 horas de exposicién hubo una disminucién en la actividad colinesterasa y
un aumento en la actividad GST, por otro lado, a pesar de ésta disminucién, se puede
afirmar que el paracetamol genera efectos en la actividad de las enzimas. Asi, en el
mismo estudio también se probaron concentraciones mas bajas (5; 10; 20; 40 y 80 ug/L)
pudiendo observarse diferencias en las actividades del CAT y ChE. Por tanto, al igual
gue en el caso del ibuprofeno, hay que destacar la importancia de la comprension de
los genes durante la exposicion y, por consiguiente, Liu et al (2019) utilizaron
concentraciones ambientalmente relevantes (5; 50; 500 y 5000 ug/L) observaron una
induccién de GCLC, GPX, CAT y TrxR, mientras que Prxl fue inhibido. Para finalizar,
Ding et al (2020), en su investigacién utiliz6 un rango de concentraciones
ambientalmente relevantes (5; 50; 500 y 5000 ug/L) y observé efectos en los parametros
del ciclo de vida y fisiologia de los organismos, hallando una relacién negativa entre la

concentracion de paracetamol y la produccion de huevos y longitud del organismo.
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Tal y como puede observarse, tanto como para el ibuprofeno como para el
paracetamol hay un gran numero de estudios sobre pruebas de toxicidad en el
organismo D. magna. Pero también se han realizado ensayos con otros organismos

bioindicadores.

Por consiguiente, para el estudio del ibuprofeno también se han utilizado células
H295R, aplicando un rango de concentraciones de 0,2; 2 y 20 mg/L y observando que
la produccion de E2 aumenta y la actividad de la aromatasa fue mayor (Hans et al,
2010). En el mismo estudio, también se realizaron ensayos con O. latipes aplicando
concentraciones 0,01; 0,1; 1; 10; 100 y 1000 pg/L y se observo que el peso y el tamafio
del organismo no se vio afectado, sin embargo, la mortalidad de los peces aumentd con
la concentraciébn a medida que éstos maduran. También hay que destacar que la
vitelogenina de los peces macho fue mayor a la concentracion mas lata, que HSI y GSI
no se vieron afectados y no se observaron lesiones en el higado o en las génadas. Hans
et al (2010) también realiz6é un estudio de toxicidad con una poblacién de M. macrocopa
y no observé reduccién en la supervivencia ni diferencias en la reproduccion. Por su
parte, Castro et al (2014) realiz6 su estudio de toxicidad utilizando el organismo Daphnia
similis con un rango de concentraciones de 50; 80; 128; 205; 328 y 500 mg/L, y observé
gue la supervivencia se vio afectada. Cabe destacar el articulo de Grzesiuk et al (2018)
en el cual se cultivaron distintas especies de algas (A. obliquus y N. limnetica) con
ibuprofeno en combinacion con una deficiencia de fésforo y, posteriormente, éstas algas
fueron utilizadas como alimento para una poblacion de D. magna. Como resultado se
observé el ibuprofeno compenso los efectos de limitacion del fosforo y los organismos

obtuvieron una mejor tasa de crecimiento.

En las investigaciones sobre la toxicidad del paracetamol también se han
utilizado otros organismos, asi, Kim et al (2007) probaron distintas concentraciones de
este farmaco en O. latipes, V. fischeri y D. magna obteniendo como resultado un
cociente de peligrosidad de 1,8, lo cual indica que el paracetamol supone un riesgo
potencial ecolégico. Kim et al (2012) realizaron estudios toxicolégicos con O. latipes y
M. macrocopa y pudo observar, en el caso de O. latipes, utilizando concentraciones de
0,000095; 0,00095; 0,0095; 0,095; 0,05; 9,5y 95 mg/L, que los huevos y las larvas no
se ven afectados, su crecimiento tampoco, ni el peso de las gbénadas ni del higado,
mientras que la vitelogenina hepatica aumenta con la concentracion. En el caso de M.
macrocopa, utilizando un rango de concentraciones de 0,32; 0,95; 2,86; 8,58 y 25,75
mg/L, se observa una reduccion en la supervivencia a la concentraciébn mas alta y
diferencias en la reproduccion. Otros organismos que fueron expuestos a paracetamol

fueron P. subcapitata, D. longispina, V. fischeri, C. raciborskii, L. minor y L. gibba, que,
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en comparacion con D. magna, se obtuvo como resultado que D. magna era mucho mas
sensible que el resto de los organismos (Nunes et al, 2014). Ademas, hay que destacar
gue el paracetamol resulto toxico para todas las especies expuestas excepto para L.
gibba. Se trata realmente de un estudio muy interesante ya que implica que el grupo

mas vulnerable es el de los consumidores primarios.

En definitiva, resulta imprescindible realizar mas investigaciones sobre los
efectos adversos causados por el paracetamol y el ibuprofeno en organismos acuéticos,
asi como investigar los posibles efectos producidos por la codeina, compuesto
farmacéutico para el cual no se ha encontrado ningun articulo cientifico. Esta claro que
el paracetamol y el ibuprofeno producen distintos efectos subletales en organismos
acuaticos, por tanto, desde un punto de vista personal, es necesario profundizar en
dichas investigaciones, incrementar la conciencia ambiental para que a los sistemas
acuaticos no lleguen dichos compuestos, implicar a nuestros gobernantes para
fortalecer la legislaciéon relacionada con la descarga de aguas residuales e industriales
a las aguas naturales y mejorar los tratamientos de aguas residuales de tal forma que
se reduzcan las concentraciones descargadas e incluso se eliminen totalmente del

torrente de salida de las plantas de tratamiento.

6.2. Estudios experimentales
Tal y como afirman autores como Moreno-Ortiz et al (2013), el paracetamol se
encuentra dentro de los antiinflamatorios analgésicos mas frecuentemente encontrados
en el medio ambiente, de tal forma que ha sido reconocido como el ingrediente

farmacéutico activo mas detectado a nivel mundial (Barra Caracciolo et al, 2015).

Asi, este producto farmacéutico ha sido documentado en gran variedad de
ambientes, como puede ser el rio Ngong, Nairobi y Mathare, con concentraciones de
31,003, 24,541 y 14,180 ng/L, respectivamente (Bagnis et al, 2020). Por otra parte, en
la cuenca del rio Paraopeba se detectaron niveles entre 16,4 ng/L y 1,7 ug/L (Barros et
al, 2018), en Kenya se documentaron valores de 106, 97 ng/L (K'oreje et al, 2016) y en
Espafa, concretamente en el Rio Llobregat, se midieron niveles de 1289 ng/L (Boleda
et al, 2013). En los embalses del Rumblar y de La Fernandina también se ha detectado
paracetamol, a unas concentraciones de 72,7 y 402,4 ng/L, respectivamente (Robles et
al, 2014).

El primer estudio realizado, con un rango de concentraciones de 0; 0,8 y 640
Hg/L se realizé para observar la resistencia de la poblaciéon de D. magna al paracetamol,
para, posteriormente, realizar un segundo estudio, mas amplio, con un rango de

concentraciones de 0; 80;160 y 320 pg/L. Estas concentraciones fueron seleccionadas
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en base a la literatura previamente comentada sobre la deteccién de paracetamol en

aguas naturales.

En el primer ensayo de toxicidad aguda se pudo observar como la mortalidad era
creciente segun la concentracion, es decir, a mas concentracion de paracetamol, menor
fue la supervivencia de los organismos. Tras realizar una prueba de normalidad de
Kolgomorov-Smirnov pudo observarse que éstos datos cumplen el supuesto de
normalidad vy, tras realizar una comparacion de medias mediante ANOVA se observé
gue los resultados son estadisticamente significativos. Por tanto, puede afirmarse que
la mortalidad de los organismos no se debi6é al azar, sino que fue causada por el

paracetamol.

El segundo ensayo de toxicidad aguda realizado, con un rango mas amplio de
concentraciones, obtuvo un resultado similar al estudio nimero 1. La mortalidad
aumentod con la concentracion. Nuevamente, se realiz6 una prueba de normalidad de
Kolgomorov-Smirnov, obteniendo como resultado que se cumple el supuesto de
normalidad, pero, al realizar la comparacién de medias mediante la prueba ANOVA se
obtuvo un nivel de significancia superior a 0,05, por lo que se debe aceptar la hipétesis

de que los datos obtenidos se deben al azar.

Observando los resultados del primer estudio se puede concluir que el
paracetamol, a las concentraciones testadas, afecta a la supervivencia del organismo
D. magna, pero al ampliar el estudio con concentraciones menores, este efecto
desaparece, siendo realmente lo esperado ya que las concentraciones utilizadas en los
estudios son muy bajas en relacién a los valores que en bibliografia obtienen efectos
negativos significativos. Asi, remitiendo a la revision bibliografica, puede observarse que
el rango de concentraciones utilizado y en el cual se observa mortalidad es de mg/L,
mientras que las concentraciones utilizadas en la presente investigacion son mucho
menores, del rango de pg/L. De ésta forma, lo esperable seria que segun las
concentraciones utilizadas la mortalidad deberia de haber sido muy inferior y, al igual
gue en las investigaciones de Daniel et al (2019), Liu et al (2019) y Ding et al (2020),
podrian haberse observados distintos efectos subletales relacionados con la
modificacion en la actividad de distintas enzimas, el ciclo de vida y la fisiologia de D.

magna.
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Es por ello que se puede afirmar que es necesario realizar un estudio mas
amplio, que abarque un rango de concentraciones mucho mayor (desde pg/L a mg/L)
para poder observar y medir dichos efectos subletales. Asi, realizando investigaciones
mas amplias, con mas duracién en el tempo y con un mayor nimero de muestras podra

estudiarse el impacto del paracetamol en el medio acuético y su biota.

7. Conclusiones

El paracetamol, el ibuprofeno y la codeina son tres compuestos farmacéuticos
ampliamente detectados en las aguas naturales del mundo. Por consiguiente, se ha
demostrado la necesidad de investigar sobre sus efectos toxicos. Asi, tras realizar la
revision bibliogréfica se ha demostrado la necesidad de realizar més estudios para
observar los efectos negativos que se producen tanto en el organismo D. magnha como
en otros organismos acuaticos. Ademas, la ausencia de estudios en la revision con
codeina nos indica que resulta fundamental estudiar el posible impacto que genera la
codeina en las aguas naturales, proponiéndose, por tanto, como nueva linea de

investigacion.

En relacion al ibuprofeno y al paracetamol, gracias a los estudios analizados se
observa que existen distintos efectos subletales relacionados con la actividad
enzimatica, la reproduccion y la fisiologia de D. magna. En relacion a la mortalidad, ésta
puede observarse a concentraciones ambientalmente no relevantes es decir que son
mas altas de las medidas en muestras de agua. Sin embargo, la evidencia de efectos
de tipo subletal pueden hacer pensar que la repercusién deba ser analizada en términos
del medio y largo plazo. Ademas, los efectos mas alla de una Unica especie, sino de la

comunidad, es otra de las posibles futuras lineas de investigacion.
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9. Breve resumen de las asignaturas del master realizadas
e Caracterizacion de elementos biéticos del habitat
Dada la importancia de los seres vivos en un ecosistema, es fundamental conocer y
saber aplicar técnicas de caracterizacién de elementos biéticos. Asi, en esta asignatura
se estudia como realizar dicha caracterizacion, estableciendo relaciones entre los

factores bidticos y los abidticos.
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e Caracterizacion de componentes fisicos del habitat

En esta asignatura se mostraron distintas técnicas de analisis de los componentes
fisicos de los habitats, de tal forma, que se pueda dar explicacibn sobre las
caracteristicas de los materiales que componen un sustrato, por ejemplo. Ademas,
gracias a éstos andlisis, se pueden establecer relaciones con otros elementos de
caracter fisico como pueden ser la topografia, la temperatura, la pendiente, etc.

e Conservacion y restauracion de los sistemas terrestres

Existen diversos ambientes terrestres que pueden ser alterados debidos a la accion
del ser humano. La consecuencia fundamental de ésta alteracion es la futura
degradaciéon de dicho ambiente. Asi, para evitarlo deben de estudiarse los distintos
factores que han producido dicha alteracion para poder realizar un estudio y llevar a
cabo acciones encaminadas a la conservacion del sistema. Un claro ejemplo seria el

olivar y el actual problema de las carcavas.

e Recursos hidricos y ecosistemas acuaticos

El agua es un factor fundamental en el modelado del terreno, siendo el causante de
gran variedad de relieves, como pueden ser los modelados karsticos. Pero también se
trata de un factor muy importante en los ecosistemas, ya que es un recurso para todos
los seres vivos, y el elemento principal de muchas reacciones quimicas. Por ello hay
gue conservar dicho recurso, mediante planes de gestion, de tal forma que se valore el

agua como merece.

e Explotacién sostenible de suelos y agroecosistemas

En un sistema agricola es muy importante tener en cuenta el tipo de sustrato y el
pasto necesario para cubrir las necesidades del ganado, segun si sea ovino, vacuno o
porcino, entre otros. Asi, en un olivar hay que tener en cuenta el tipo de sustrato del que
disponemos para poder realizar estudios de viabilidad del cultivo y poder conocer los

problemas que pueden causarse, de tal forma que puedan solucionarse.

e Modelizacion de la distribucion potencial de especies y habitats

Un problema actual es el tema de la extincion de especies. Por ello, para conservar
y proteger las especies en todo el mundo, es fundamental estudiar las zonas de
distribucién de dichas especies, lo cual se realiza mediante modelos de distribucién
potencial de especies. Estos modelos nos muestran un mapa de zonas donde podemos

encontrar éstas especies.
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Jornada 25° Aniversario de cooperacion entre la Universidad Agraria
de Dnepropetrovsk y Universidad de Cordoba.

B1 Ingles. Disntincion.
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