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Nomenclatura sobresaliente

AINES: Antiinflamatorios no esteroides

CLso: Concentracion letal cincuenta

DarTa: Danio rerio Teratology assay

DarT: Danio rerio a general model in ecotoxicology and toxicology

DRETA: Danio rerio embryotoxicity and teratogenicity assay

EDAR: Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales

EPRAS: Evaluacidon de Potencial de Riesgos Ambientales y Efectos a la Salud

ERFCA: Evaluacién Rapida de Fuentes de Contaminacion Ambiental (en aire, agua y suelos)
ERPBbio: Evaluacién Rapida de Biodiversidad para Estimar Prioridad Bioldgica
HPLC-MS/MS: Cromatografia liquida rapida de alta eficacia asociada a espectrometria de
masas tandem

MER: Método de Evaluacién del Riesgo de Extincidon de las Especies Silvestres en México
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1. INTRODUCCION

Los fdrmacos son un grupo de sustancias quimicas y biolégicas con usos terapéuticos, lo
que implica grandes cantidades de compuestos activos que se administran para tratar,
curar o prevenir enfermedades que aquejan al humano, también son utilizados en
agroindustria para acelerar el crecimiento y cuidar la salud de los animales (Daughton y
Ternes, 1999 y Fent et al., 2006). Las ventas de productos farmacéuticos aumentan cada
afio en un 5 a 7% aproximadamente; en 2008 la venta mundial de farmacos dejé una cifra
total de ganancia de 602 billones de délares (Corcoran et al., 2010), lo anterior sustenta,
una de las preocupaciones que van de manera ascendente entorno a la contaminacion por
presencia y efectos negativos de productos farmacéuticos (Daughton y Ternes, 1999).
Desde 1980 investigaciones cientificas muestran presencia en el ambiente de
medicamentos, introducidos principalmente a través de la excrecién en su forma original y
metabolitos, en aguas residuales de: hospitales, hogares y centros donde se aglomera un
potencial numero de personas, como también fabricas de farmacos, agroindustria,
piscicultura, mala disposicion de medicamentos caducos y efluentes finales de plantas de
tratamiento de agua residuales, representan fuentes principales de ingreso de productos
farmacéuticos a aguas residuales, superficiales y subterraneas (Kosjek et al., 2005; Fent et
al., 2006; Kimmerer, 2010; Valcéarcel et al., 2011). Las concentraciones en las que se
encuentran normalmente estos contaminantes en el agua, son en concentraciones de

ng/L o pug/L (Kimmerer, 2010).

Diferentes farmacos producen efectos todxicos crénicos (estrogénicos, genotdxicos,
cancerigenos y teratogénicos) y téxicos agudos durante su exposicidn; un gran nimero de
especies son mas sensible a los efectos de un fdrmaco en comparacién con la de los seres
humanos o animales de crianza (Corcoran et al., 2010). Se han reportado farmacos y sus
metabolitos en concentraciones traza en sistemas de agua potable, esto implica que la
exposicidon de los seres humanos a los residuos farmacéuticos es latente, sin embargo, no
hay estudios que demuestren los efectos adversos en la salud humana derivados de la
presencia de farmacos en agua potable o por ingesta de organismos acudticos que han

acumulado estos residuos farmacéuticos (Cunningham et al., 2009). Dentro de la
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identificacion y cuantificacion de medicamentos en el ambiente, destacan los farmacos
antiinflamatorios no esteroides (AINEs) que predominan en el andlisis de muestras
ambientales, asi como en las listas de prescripcion médica (Kosjek et al., 2005; Santos et
al., 2010). La finalidad de este trabajo es evaluar el potencial de riesgo y efectos bioldgicos
en Danio rerio (Pez cebra) por medio de la técnica DarTa (Danio rerio teratology assay) por
farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) de alto consumo como contaminantes
emergentes presentes en aguas residuales de la zona de Pachuca-Mineral de la Reforma,
complementando con la cuantificacidn y detecciéon de AINEs de alto consumo a través de

técnica HPLC-MS/MS, para fundamentar futuras normatividades e investigaciones.

2. MARCO TEORICO

2.1 Caracteristicas del area urbana
El estado de Hidalgo se ubica en la parte centro sur del pais entre los paralelos 32°43'-
14°32' latitud norte y 86°42'-118°22' de longitud oeste; posee una superficie de 20 905
kmzy estd dividido en 84 municipios (INEGI, 2007; INEGI, 2010); en la ciudad de Pachuca la
mayor parte del suelo estd ocupado por la zona urbana (44.24%) y el uso agricola
(30.76%), lo que deja espacios reducidos para la vegetacién de matorral (9.0%) pastizal y
bosques (8.0%) respectivamente (INEGI, 2009); se ubica en una latitud de 20° 7' norte y
longitud de 98° 44' oeste sobre 2 400 msnm, el rango de temperatura es de 10-16 °Cy con
un rango de precipitacion de 400-900 mm. El crecimiento urbano de Pachuca, se debe:
aparicion de nuevas relaciones multiculturales, desarrollos inmobiliarios, accesos
carreteros, demandas sociales, infraestructura y servicios, nuevos procesos de
urbanizacion, entre otros. Actualmente Pachuca cuenta con una poblacion de 267 862
habitantes, 72 903 viviendas particulares habitadas y 115 439 automdviles registrados en
circulacién (INEGI, 2010). Los datos anteriores proporcionan evidencia del problema de la
expansién de la ciudad con implicaciones econdmicas, sociales y culturales que es
necesario atender, pero que también, exigen una preocupacién prioritaria en cuestiones

ambientales y salud publica.
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Una de las principales problematicas del crecimiento de una poblacion es la demanda de
servicios médicos de calidad, atendiendo a esta necesidad, en afios recientes han
aumentado unidades médicas publicas y privadas. En Hidalgo existen 951 unidades
médicas publicas de las cuales 37 ubicadas en Pachuca, dos pertenecientes al IMSS, dos al
IMSS-OPORTUNIDADES, tres del ISSSTE y 29 a la Secretaria de Salud del Estado (INEGI,
2010). En el area de Pachuca existen 206 farmacias registradas y 51 en Mineral de la

Reforma (INEGI, 2014).

Estas unidades médicas son sistemas de gran relevancia y alta necesidad, sin embargo, el
manejo desordenado de sus descargas de agua residuales que generan, son un riesgo
potencial para los ecosistemas y la salud, debido principalmente a la presencia de
farmacos, (tanto por excretas como por la mala disposicion de medicamentos caducos por

parte de la poblacién en general, al ser eliminados en las tazas de los bafos).

La urbanizacidon puede ser definida como: la presencia humana concentrada en los
entornos residenciales e industriales que afecta a sus asociados, esta puede ser medida
por uno o varios atributos, como tipo-densidad de casas, distancia entre dreas urbanas y
tipo-densidad de caminos (Mcintyre et al., 2000). La urbanizacién, fenémeno que esta
causando impactos negativos ambientales y a la salud de las poblaciones en las ultimas
décadas en México, asi como en diferentes partes del mundo; también visto como el
aumento sobre demanda de recursos naturales. Un ejemplo del impacto de la
urbanizacion, es el incremento de extraccidn de agua para suministrar actividades como:

agricultura, diversas industrias, hospitales y para consumo de la poblacién.

2.2 Agua
La disponibilidad de agua promedio anual en el mundo es de 1 386 millones de km?, de los
cuales sélo el 2.5% (35 millones de km?) es agua dulce aunado a que de esta cifra el 70%
no estd disponible para consumo humano debido a que se encuentra principalmente en
glaciares, nieve o hielo y “permafrost” (CONAGUA, 2011). En México la disponibilidad
natural media anual de agua es de 458 km?, siendo mayor en el sureste del pais y menor

en la zona norte. El estado de Hidalgo se encuentra ubicado en tres regiones hidrolégicas:
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Golfo Norte, Aguas del Valle de México y Golfo Centro; Pachuca se ubica dentro de la
region hidroldgica aguas del Valle de México en el cual, la demanda por recursos hidricos
es elevada y genera porcentajes de grados de presién muy fuertes mayores a 100 (Fig.1)

(SEMARNAT, 2009).

|IGrado de presion sobre los recursos hidricos?, 2007
Regidén hidrolégico-administrativa:
| Peninsula de Baja California, Il Noroeste,
Il Pacifico Norte, IV Balsas,
V Pacifico Sur, VI Rio Bravo,
VIl Cuencas Centrales del Norte,
VIl Lerma-Santiago-Pacifico,
IX Golfo Norte, X Golfo
Centro, X1 Frontera Sur,
X1l Peninsula de|
Yucatan, X1Il Aguas|
del Valle de México.

X1

Grado de (155)
presion (96) s xi
(v2)
Escaso (<10) L X
(s) X1
Moderado (10 - 20) — o
Medio - Fuerte (20 - 40) -

Fuerte (40 - 100)
Muy fuerte (>100)

Nota:
“La cifras entre paréntesis corresponden al grado de presiéon sobre|
los recursos hidricos.

Fig. 1 Grado de presidn de recursos hidricos en México en el afio 2007 (SEMARNAT, 2009)

Segun SEMARNAT (2012), en el afio 2010 la generacion de aguas residuales en nuestro
pais fue de 235.08 m>/s, de esta cantidad se colecté 209.07 m>/s y 93.60 m>/s terminé en
diferentes procesos de tratamiento de aguas en las diferentes plantas de que se ubican en
el territorio mexicano, identificando que la contribucién de Hidalgo con sus 17 plantas en
operacién fue de 0.3672 m?/s, caudal que equivale de 2 a 10 % del total de agua residual

tratada en México.

2.3 Contaminacidon ambiental
El concepto de contaminacion ambiental se define como, introduccién o presencia de
sustancias, organismos o formas de energia, en ambientes al que no pertenecen o en
cantidades superiores a las propias de manera natural, por un tiempo suficiente y bajo
condiciones tales que éstas sustancias interfieren en la salud del ambiente bidtico y
abidtico; este efecto siempre ha existido de manera natural pero el agravamiento de este

problema se debe a intensas y constantes actividades humanas; las principales causas de
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contaminacién se deben a las actividades antropogénicas como: generacion de energia,
explotacién de recursos naturales, distintos tipos de industrias, actividades agricolas-
ganaderas, medios de transporte y actividades cotidianas que se realizan en los hogares
(Quiterio-Pérez, 2012), y en particular para nuestro caso, a las aguas residuales generadas

en los hospitales y del ramo.

2.3.1 Contaminacion del agua
Se produce a través de introduccion directa o indirecta en cauces o acuiferos de sustancias
sélidas, liquidas, gaseosas, asi como de energia caldrica, entre otras. Esta contaminacion
es causante de dafios en organismos vivos del medio acuatico, asi como efectos en
caracteristicas fisicas y quimicas del agua, ademas de representar un peligro para la salud

de personas y animales asociados a cuerpos de agua (Orozco, 2003).

De las diversas definiciones que existen de contaminacién, destacan tres aspectos
fundamentales: (1) se parte de la composiciéon natural del agua, no de agua pura, (2) se
mide la contaminacidn en funcién del uso al que el agua esta destinada y (3) se considera
contaminacién la provocada de forma directa o indirecta por actividades humanas; los
efectos mas graves de la contaminacién ocurren cuando la entrada de sustancias de
origen natural, sintético o ambos rebasa la capacidad de los entornos naturales para

asimilarlas y/o degradarlas (Orozco, 2003).

2.3.2 Tipo de contaminantes en agua
Los contaminantes en el agua se pueden colocar en extensas listas, lo cual hace dificil
caracterizar cada tipo de agente contaminante; una de las clasificaciones mas usadas se

basa en la naturaleza fisica, quimica o biolégica (Tabla I).

El nimero de posibles agentes contaminantes es muy alto, por lo tanto los parametros en
la mayoria de los casos se engloban en grupos, pero también, dejando una serie de

contaminantes que se les considera como emergentes.
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Tabla I. Clasificacion general de los tipos de contaminantes (adaptada de Orozco, 2003)

Origen Tipo de contaminante

Agentes fisicos *Calor
Compuestos *Sales (aniones y cationes) *Acidos y bases
quimicos * Elementos téxicos (metales y no metales)
inorganicos *Elementos radioactivos *Gases *Especies minerales no disueltas

*Hidratos de carbono *Proteinas *Aminoacidos *Aceites y grasas

c:T:::;itsos *Jabones y detergentes *Pesticidals *Policlorobifenilos
orgénicos * Productos farmacéuticos
*Hidrocarburos aromaticos policiclicos
*Productos de higiene personal
*Compuestos nitrogenados
Bionutrientes *Compuestos fosforados

*Bacterias  * Hongos

Microorganismos *Algas Virus

2.4 Contaminantes emergentes
Existen infinidad de actividades humanas que se realizan cotidianamente, que por mas
sencillas que parezcan generan impactos en el medio ambiente. La aparicion de productos
farmacéuticos en el ambiente acudtico, es un tema de agenda para las ciencias
ambientales. Los cuerpos de agua dulce, enfrentan la carga de 100 000 sustancias
guimicas, que son incorporadas por el uso de aproximadamente 300 millones de
toneladas de compuestos sintéticos, que se utilizan anualmente en manufactura de

diversos productos (Schriks et al., 2010).

Dia a dia se sintetizan y optimizan fdrmacos para tener mayor eficacia en la mitigacién de
enfermedades. Su presencia en el medio ambiente representa una gran problematica;
estos compuestos quimicos de diferente estructura y naturaleza, son conocidos como
contaminantes emergentes, los cuales se localizan en una extensa lista de sustancias
(Tabla 1), sustancias de las que se tiene escasa informacién acerca del impacto que
provocan en el ambiente y dafios en la salud de la biota; las caracteristicas de estos

contaminantes son: constante presencia en el medio ambiente, continuo ingreso a

22



sistemas ambientales, elevado consumo en el mercado, rapida transformaciéon en
subproductos y alto grado de eliminaciéon (Barceld, 2003). En distintas regiones del
mundo, incluido México, no se cuenta con una regulacion especifica de concentraciones
permisibles en el ambiente de estos agentes contaminantes, debido a la falta de
preocupacion por estos. En los ultimos anos, diversas investigaciones demuestran que
deben ser incluidos en normas especiales por los efectos dafiinos que pueden generar en

ecosistemas y salud publica (Diaz-Cruz et al., 2009).

Tabla Il. Contaminantes emergentes y ejemplos (adaptada de Barceld, 2003)

Grupos de compuestos Ejemplos de contaminantes emergentes

PRODUCTOS FARMACEUTICOS
Antibioticos veterinarios y médicos

Eritromicina, lincomicina, sulfametoxasol
Acetaminofén, acido acetilsalicilico,
diclofenaco, fenoprofeno, ibuprofeno
Carbamazepina, diazepam, fluoxetina
Acido clofibrico, &cido fenofibrico, atorvastatina,
bezafibrato

Atenolol, metoprolol, propanolol, timolol

Diatrizoato, lopamidol, lopromida

Estradiol, estriol, estrona, dietiletilbestrol

‘- . . codeina
Analgésicos-Antiinflamatorios !

Uso psiquiatrico

Reguladores de lipidos

Beta bloqueadores

Rayos X (medios de contraste)

Esteroides y hormonas (anticonceptivos)
PRODUCTOS DE HIGIENE PERSONAL

Perfumes

Fragancias, policiclicos y macrociclicos

Protectores solares

Benzofenona

Repelentes de insectos

N,N-dietiltoluamida

Antisépticos

Triclosan, clorofeno

DETERGENTES TENSIOACTIVOS Y METABOLITOS

Etoxilatos de alquilfenol, alquilfenoles (nonilfenol y
octilfenol), carboxilatos de alquilfenol

RETARDADORES DE LLAMA

Difenil éteres polibromados (PBDEs), tetrabromo

bisfenol A, tris(2-cloroetil)fosfato

ADITIVOS Y AGENTES INDUSTRIALES

Agentes quelantes (EDTA), sulfonados aromaticos

ADITIVOS DE LA GASOLINA

Dialquil éteres, metil-t-butil éter (MTBE)

SUBPRODUCTOS DE DESINFECCION

Bromato, bromoacetonitrilos, bromoacidos,
bromoaldehidos, cianoformaldehidos, NDMA, yodo-
THMs

2.5 Residuos peligrosos

Un residuo es todo material o producto cuyo propietario desecha al medio ambiente; las
particularidades de residuos peligrosos son: Corrosividad, Reactividad, Explosividad,
Toxicidad, Inflamabilidad o que contengan Agentes Bioldgicos Infecciosos (CRETIB), en el

caso de México el Articulo 31 de la Ley General para la Prevencidn y Gestidn Integral de
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los residuos (LGPGIR), contempla elementos y uno de ellos son los farmacos. Si el residuo
no se clasifica como peligroso en el Articulo 31 de la LGPGIR, se debe consultar en listados
de la Norma Oficial Mexicana NOM-052-SEMARNAT-2005, esta establece las
caracteristicas, el procedimiento de identificacion, clasificacion y listados de residuos
peligrosos. Si el residuo tampoco estd en los listados de la NOM-052-SEMARNAT-2005,
puede estar sujeto a instrumentos regulatorios, en los que pueda considerarse como
peligroso, de acuerdo a los criterios que en ellos se establezcan. Entre los criterios
establecidos la identificacidon de las caracteristicas de explosividad y bioldgico infeccioso
es mediante revisidon bibliografica, la referencia a consultar es la NOM-087-SEMARNAT-
SSA1-2002 norma que hace referencia a proteccion ambiental, salud ambiental, residuos
peligrosos bioldgico-infecciosos, clasificaciéon y especificaciones de manejo. Los
generadores de residuos peligrosos tienen como obligacién inscribirse en el registro de
generadores, llevar una bitdcora mensual donde quedard asentada la generacién de
residuos y dar a estos residuos el manejo previsto en la norma NOM-54-SEMARNAT-93

(SEMARNAT, 2013).

Dentro de estas normas y listados no se toma en cuenta concentracidén de farmacos en
orina y materia fecal, asi mismo en la NOM-127-SSA1-1994, "Salud ambiental, agua para
uso y consumo humano-limites permisibles de calidad y tratamientos a que debe
someterse el agua para su potabilizacion" no existe las concentraciones permisibles de

ningun tipo de farmaco.

2.6 Farmacos
Importantes para la economia mundial debido a que presentan una demanda globalizada
constante. A nivel mundial, la industria farmacéutica en México se ubica en noveno sitio
en importancia debido al dinamismo que presenta (Torres-Guerra y Gutiérrez, 2009). En
general los farmacos son un grupo de sustancias quimicas sintéticas y naturales, utilizados
en diferentes usos terapéuticos, con la finalidad de: prevencion, diagndstico, tratamiento,

mitigacién y cura de enfermedades, lo que implica grandes cantidades de diferentes
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compuestos activos que se administran de acuerdo a las necesidades especificas. De
manera general los farmacos se pueden clasificar en: analgesia, anestesia, cardiologia,
dermatologia, endocrinologia y metabolismo, enfermedades infecciosas y parasitarias,
enfermedades inmunoalergénicas, gastroenterologia, gineco-obstetricia, hematologia,
intoxicaciones, nefrologia y urologia, neumologia, neurologia, nutriologia, oftalmologia,
oncologia, otorrinolaringologia, planificacién familiar, psiquiatria, reumatologia vy
traumatologia, soluciones electroliticas y substituto del plasma, vacunas, toxoides,

inmunoglobulinas y antitoxinas (IMSS, 2011).

2.6.1 Los antiinflamatorios no esteroideos: AINEs (Non-steroidal antiinflamatory
drugs: NSAIDs)

Son los medicamentos con mayor prescripcién médica y a nivel mundial de los mas
solicitados debido a su venta libre; su funciéon principal es contrarrestar condiciones
inflamatorias y dolores musculo-esqueléticos. Son acidos organicos débiles que presentan
gran afinidad por los lipidos en medios &acidos y las proteinas plasmaticas, lo que
determina una distribucion selectiva en los tejidos inflamados y su accidon farmacolégica

(Khetan y Collins, 2007; Prieto, 2007).

Son un conjunto heterogéneo de compuestos quimicos generalmente no relacionados
entre si, que comparten acciones terapéuticas para el control en diverso grado del dolor
(analgésicos), inflamacién (antiinflamatorios) y fiebre (antipiréticos); actian mediante la
inhibicidn reversible o irreversible de la enzima ciclooxigenasa (COx), en la isoforma COx-1
(constitutiva) y COx-2 (proinflamatoria) o en ambas; estas ciclooxigenasa son responsables
de la sintesis de diferentes prostaglandinas de accion rapida; las prostaglandinas son
mediadoras de inflamacién (prostaglandinas sintetizadas por COX-2) pero también tienen
funciones protectoras de: mucosa gastrica, rifidn y endotelio (prostaglandinas sintetizadas
por COX-1); debido a estas funciones protectoras de las prostaglandinas cuando son
suministrados los AINEs, inhiben tanto a prostaglandinas protectoras como a las que
influyen en el proceso inflamatorio, por lo tanto existen efectos antiinflamatorios

positivos pero también persisten los efectos adversos por la inhibicion de las funciones
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protectoras; estos farmacos son utilizados frecuentemente en el area reumatologia,
odontologia, traumatologia y atenciéon primaria, sin embargo, pueden causar efectos
adversos en el sistema gastrointestinal, hematopoyético y renal; |la Ulcera gastrointestinal
es uno de los efectos secundarios mas frecuente y grave, especialmente en casos de
sobredosis y abuso crénico. Ademas, como todos los medicamentos, pueden interaccionar
con otros medicamentos y pueden causar reacciones alérgicas (Khetan y Collins, 2007;

Prieto, 2007).

Los AINEs se pueden clasificar por su principal grupo quimico (Tabla Ill). Dentro de la
variedad de AINEs, existen algunos de mayor interés, como: acido acetilsalicilico en su
presentacion oral de 100 y 500 mg con una dosis total al dia de dos a tres mg, ibuprofeno
en su presentacién oral de 200, 400, 600, 800 mg con una dosis total al dia de dos a cuatro
mg, naproxeno en su presentacién oral de 200, 250, 500, 750 mg con una dosis total al dia
de un mg, diclofenaco en su presentacion oral de 50, 75, 100 mg con una dosis total al dia
de 200 mg y paracetamol en su presentacion oral de 100 y 500 mg (Pérez-Ruiz et al.,

2002).

En la tabla IVa-b se muestran caracteristicas de los AINEs de intéres para el presente
trabajo, estos farmacos son esenciales en México ya que se encuentran en el cuadro

basico del IMSS.
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Tabla lll. Clasificacion de AINEs por grupo quimico (adaptada de Pérez-Ruiz et al., 2002)

Grupo quimico Compuesto activo

Salicilatos

ASA (4cido acetilsalicilico)

Derivados pirazoldnicos

Aminofenazona (dipirona o metamizol)
Fenilbutazona
Azaprofazona

Derivados del para-aminofenol

Acetaminofen (paracetamol o tylenol)

Indometacina

Derivados del acido acético Sulindaco
Glucametacina
. e . L Etodolaco
Derivados carboxilicos y pirrolpirrélicos
Ketorolaco

Derivados del acido fenilacélico

Diclofenaco (voltaren)
Aclofenacololmetina

Derivados del dcido n-acetilantranilico

Acido mefenamico
Niflumico
Meclofenamico
Clonixinato de lisina

Derivados del 4cido propidnico

Ibuprofeno
Naproxeno
Ketoprofeno
Flurbiprofeno
Fenoprofeno
Oxaprozina

Derivados endlicos

Piroxican
Meloxican
Tenoxican

Nimesulida, sulfonanilida

Grupo naftilalcanonas

Nabumetona
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Tabla IVa. Cuadro basico de AINEs (adaptada de IMSS, 2011; FACMED UNAM, 2013)

Farmaco

Grupo

quimico

Efectos adversos

Farmacocinética/

Indicaciones terapéuticas .. .,
Administracion

Acido
acetilsalicilico

Salicilatos

Pérdida de la
audicion, ndusea,
vémito,
hemorragia
gastrointestinal,
hepatitis toxica,
reacciones de
hipersensibilidad

Indicado como antipirético, Los salicilatos se
antiinflamatorio y como eliminan del
antiagregante plaquetario. organismo
Util para artritis reumatoide, mediante excrecidn
osteoartritis, espondilitis renal
anquilosante y fiebre
reumatica aguda. Oral

Antiinflamatorio que posee
actividades analgésicas y
antipiréticas y estd indicado
por via para el tratamiento
de enfermedades

reumaticas agudas, artritis Los metabolitos se
Queratitis, ardor, reumatoide, espondilitis excretan en orina,
Derivados del vision borrosa, anquilosante, artrosis 65% y por bilis, 35%
Diclofenaco acido prurito, eritema, lumbalgia, gota en fase
fenilacélico: fotosensibilidad. aguda, inflamacién Oral e intramuscular
postraumatica y
postoperatoria, cdlico renal
y biliar, migrafia aguda, y
como profilaxis para dolor
postoperatorio y
dismenorrea
Utilizado para el
tratamiento de estados
dolorosos, acompafiados de
Estrefiimiento, inflamacion significativa
diarrea, gases o como artritis reumatoide
Derivado del distension leve y alteraciones Mds del 90% de una
Ibuprofeno acido abdominal, mareo, musculo esqueléticas dosis ingerida se
propidnico vémito, (osteoartritis, lumbago, excreta por la orina
nerviosismo, bursitis, tendinitis, hombro como metabolitos.
sumbidos en los doloroso, esguinces,
oidos torceduras, etc.). Se utiliza Oral

para el tratamiento del
dolor moderado en
postoperatorio, en dolor
dental, postepisiotomia,
dismenorrea primaria, dolor
de cabeza.
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Tabla IVb. Cuadro basico de AINEs (adaptada de IMSS, 2011; FACMED UNAM, 2013)

Farmaco

Naproxeno

Grupo
Quimico

Derivado del
acido
propidnico

Efectos adversos

Nausea, irritacion
gastrica, diarrea,
vértigo, cefalalgia,
hipersensibilidad
cruzada con
aspirina y otros
antiinflamatorios
no esteroides

Indicaciones terapéuticas

Tratamiento de la artritis
reumatoide, osteoartritis,
espondilitis anquilosante y
artritis juvenil. También esta
indicado para el tratamiento
de tendinitis, bursitis
esguinces y para el manejo
del dolor postquirurgico.

Farmacocinética/
Administracion

Aproximadamente
95% es excretado
en la orina.

Oral

Paracetamol

Derivados
del
para-
aminofenol

Erupcién cutanea,
neutropenia,
pancitopenia,

necrosis hepatica,

necrosis
tubulorrenal e
hipoglucemia

Afecciones articulares,
otalgias, cefaleas, dolor
odontogénico, neuralgias,
procedimientos quirdrgicos
menores etc. Tratamiento
de la fiebre

En la orina se
excreta sin cambio
entre 1y 2% de la

dosis

Oraly
oftalmoldgica

29



3. ANTECEDENTES

3.1 Toxicocinética y cinética de los farmacos
Después de la administracion de los farmacos un gran porcentaje de estos compuestos se
excreta sin alterar el metabolito activo, la orina contribuye generalmente en 55-88% del total de
ingesta que se excreta, y las heces contribuyen parcialmente en la incorporacién de farmacos o
sus metabolitos en aguas superficiales, aguas subterrdneas y sistemas de aguas residuales
principalmente (Lienert et al.,, 2007), o pueden ser metabolizados mediante reacciones
bioquimicas para convertir compuestos hidréfobos y con mayor polaridad, estas caracteristicas
ayudan a que los residuos sean mas faciles de excretar por medio de dos fases principalmente:
Fase |, se realizan reacciones de oxidacién, reduccion, hidrélisis y Fase Il, se forman conjugados;

biotransformacion de uno o mas metabolitos ocurre en las dos fases (Santos et al., 2010).

Otra forma en que se incorporan estos compuestos a cuerpos de agua, es por la incorrecta
disposicidon de farmacos al exceder la fecha de caducidad; este manejo no selectivo de restos de
farmacos es una via potencial de entrada que contamina el medio ambiente, sobre todo en
hospitales y/o por actividades veterinarias. Las vias de entrada de productos farmacéuticos a
aguas superficiales y subterrdneas son variadas, entre las que destacan: hospitales, manufactura
en industria farmacéutica, industria carnica y ganadera, acuacultura y centros donde se
aglomera un potencial nimero de personas (Fig.2); la principal es, la descarga de efluentes de
aguas residuales sin un tratamiento previo e incorporacion de aguas provenientes de plantas de
tratamiento municipales; lodos generados por plantas de tratamiento, son fuentes de
contaminacién directa del suelo y generalmente se utilizan como fertilizantes sin sospechar la
presencia de farmacos, estos lodos son esparcidos sobre huertos; el estiércol que se genera en
ranchos ganaderos por lo general lleva dosis de medicamentos veterinarios; la contaminacién
del suelo es evidente, pero la presencia de lluvias fuertes, puede ocasionar escurrimiento
dejando latente la posibilidad de contaminar aguas superficiales y subterrdaneas (Kimmerer,

2008; Santos et al., 2010).

Otra actividad importante que es fuente de contaminacién, es la acuicultura cuyos farmacos

utilizados para esta actividad econdémica, asi como, los metabolitos y productos de degradacién,
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se vierten directamente en las aguas superficiales; la industria farmacéutica aporta gran
cantidad de estos contaminantes, desde vertido de sus efluentes directo en aguas superficiales

o laintegracién en las aguas residuales (Fig.2) (Kimmerer, 2008; Santos et al., 2010).

3.2 Farmacos en el ambiente
Su incorporacion al medio acuatico, puede atribuirse a diferentes fuentes, como: descargas de
agua de industrias farmacéuticas, hogares, granjas, excretas humanas y de animales pero la
principal fuente de contaminacidn, son los hospitales, los cuales requieren una cantidad
significativa de agua por dia para mantener los diferentes servicios que brindan en las distintas
areas dispuestas dentro de su estructura, el agua residual generada depende especialmente de:
numero de camas de hospital, edad de los pacientes, servicios generales (cocina, lavanderia,
bafios y comedores), nimero de salas de operacion y consultorios, politicas de proteccién al

medio ambiente, factores culturales y geograficas (Verlicchi et al., 2010).

La mayoria de los compuestos activos de los farmacos no se eliminan eficazmente durante el
tratamiento de las aguas residuales, algunos compuestos tienden a persistir mientras que otros
ligeramente se degradan. El ingrediente activo del farmaco o sus metabolitos entran al medio
acuatico a través de la excrecién. Los compuestos activos de los farmacos y sus metabolitos no
se eliminan por completo por tratamientos convencionales de estaciones depuradoras de aguas
residuales municipales (EDAR), ya que las EDAR fueron construidas con el objetivo de eliminar
principalmente carbono, nitrégeno y compuestos de fésforo, asi como agentes microbiolégicos,
de esta manera los farmacos y sus metabolitos persisten el tiempo suficiente para entrar en
sistemas de agua potable, por lo tanto la exposicion de los humanos a estos contaminantes es
una constante por el consumo de agua o por consumo de organismos acuaticos tales como los
peces que bioacumulan los residuos farmacéuticos (Cunningham et al., 2009). Ante este
semblante de magnitud y urgencia, diversos estudios estdn tratando de establecer una lista de

sustancias farmacéuticas prioritarias en términos de ecotoxicologia y riesgo sanitario.
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Farmacos

Industria Uso humano Uso veterinario
farmacéutica
. Uso
Hospitales . Escuelas y
particular centros de
(hogares) reunion

Industria A It
c 3 carnicay cuacultura
xcrecion
y ganadera
desechos

Aguas
residuales

Via fertilizantes (estiércol)

Depuradoras
de aguas
residuales

Via efluente Vialodos

Vertedero

Aguas superficiales

N

Aguas
subterraneas

Tratamientos
de aguas
potables

Agua potable

Fig. 2 Vias de entrada de farmacos al medio acuatico (adaptada de Kimmerer, 2008)
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Los productos farmacéuticos son novedosos y poco estudiados, de ahi su importancia como
contaminantes, debido a que se ha reportado su presencia en aguas residuales, sedimentos,
lodos, aguas superficiales y aguas subterraneas. Las concentraciones en las que se encuentran
normalmente estos contaminantes emergentes en el medio ambiente varian de ng/L o ug/L en
rios, aguas residuales y plantas de tratamiento (Brandmayr et al., 2015). La cuantificacion exacta
de productos farmacéuticos, especialmente en muestras ambientales puede ser un desafio
analitico, debido sus bajos niveles de ocurrencia, niveles de deteccién, calidad, tipos,
permanencia, degradacién y movilidad de los contaminantes en los cuerpos de agua. La
cromatografia de gases y de liquidos en combinacidn con métodos de extraccidn y limpieza
proporciona la capacidad de cuantificar muchos compuestos, entre estos, los farmacos y sus
metabolitos debajo de concentraciones de ng/L. La electroforesis capilar (CE) también es
utilizada para el andlisis de productos farmacéuticos, teniendo como ventaja que la operacién

es menos compleja y costosa pero con limites de deteccion de pg/L (Fatta-Kassinos et al., 2011).

Los AINEs (diclofenaco, naproxeno, ibuprofeno, ketoprofeno, y indometacina) son los productos
farmacéuticos humanos, regularmente detectados en aguas residuales y superficiales, en
concentraciones de ng/L (Almeida et al., 2013). En Europa, el naproxeno es uno de los farmacos
frecuentemente detectados en el medio ambiente acuatico, incluyendo agua potable, los datos
sobre su destino ambiental son muy escasos. Este fadrmaco se considera de alta prioridad en
base a su alto consumo, propiedades fisico-quimicas, toxicidad, persistencia y presencia de agua

(Grenni et al., 2013).

En aguas residuales y aguas superficiales de Europa destaca el ibuprofeno, el cual es detectado
con mayor frecuencia y en concentraciones superiores a 5 pg/L, en aguas superficiales (Murray

et al., 2010; Almeida et al., 2013).

Carbamazepina, cafeina, acido clofibrico, diclofenaco, acido fenofibrico, gemfibrozilo y
naproxeno se han detectado en Alemania. Algunos AINEs se han manifestado en diferentes
concentraciones, con una media para el: diclofenaco (0.15 pg/L), ibuprofeno (0.006 ug/L),
ketoprofeno (0.01pg/L) y naproxeno (0.004 pg/L) (Murray et al., 2010; Almeida et al., 2013). En

lo que se refiere al diclofenaco, naproxeno, ibuprofeno, paracetamol y acido acetilsalicilico la
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tabla V muestra algunos de los niveles cuantificados de AINEs, expresados por diferentes

autores en diferentes ambientes acudticos y por distintos procedimientos analiticos, siendo el

ibuprofeno y paracetamol los de mayores concentraciones cuantificadas.

Farmaco

Localizacion

*Procedimiento analitico

Concentraciones

pg/L

Tabla V. Concentracion de AINEs en ambientes acuaticos

Referencia

En rios de Rumania.

. 0.030-0.037 Mold , 2006
Acido * EFS-CG—EM (Moldovan, 2006)
acetilsalicilico Afluente de EDAR en Japdn
0.47-19.4 (Nakada et al., 2006)
* EFS-CG-EM
Aguas subterraneas de Alemania
0.59 (Sacher et al., 2001)
* EFS-CG-EM
. Afluente de EDAR en Suiza
Diclofenaco 1.3-2.9 (Tauxe-Wuersch et al., 2005)
* EFS-CG-EM
Efluente de Hospital en Espafa i
0.06-1.9 (Gémez et al., 2006)
* EFS-HPLC-EM/EM
Afluente de EDAR en Reino unido *EFS 7.741 -33.764 (Roberts y Thomas, 2006)
Afluente de EDAR en Espafia ,
34-168 (Gémez et al., 2007)
Ibuprofeno * EFS-GC-MS
Aguas subterraneas de EUA
* 3.11 (Barnes et al., 2008)
EFS-HPLC-MS/MS
Afluente de EDAR en Suecia
3.65 (Bendz et al., 2005)
* EFS-GC-MS
Efluente de EDAR de Canada .
Naproxeno 0.2714-7.9623 (Verenitch et al., 2006)
* EFS-GC-MS/MS
Agua de rio de Alemania
0.07 (Hernando et al., 2006)
* HPLC-MS/MS
Efluente de hospital de .
Espafia * EFS-HPLC-MS/MS 0.5-29 (Gémez et al., 2006)
Afluente de EDAR en Espafia i
Paracetamol 29-246 (Gémez et al., 2007)
* EFS-GC-MS
Aguas subterraneas en EUA
0.38 (Barnes et al., 2008)
* EFS-LC-EM

* Extraccion de Fase Sélida (EFS), cromatografia de gases con deteccion de espectrometria de masas (GC—MS), cromatografia
liquida de alta eficacia con deteccién por espectrometria de masas en tdndem (HPLC-MS/MS), cromatografia de gas con
espectrometria de con deteccion por espectrometria de masas en tandem; cromatografia liquida con deteccién de

espectrofotometria de masas (LC-MS).
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3.2.1 Farmacos en México
La mayoria de aguas residuales de la ciudad de México se envia sin tratar al Valle de Tula,
Hidalgo. Durante muchos afios estas se han utilizado para irrigar los cultivos; este tipo de agua
introduce contaminantes organicos en suelos y tienden a llegar a los acuiferos de la regién

(Gibson et al., 2010).

Se han detectado concentraciones de farmacos considerados contaminantes emergentes
orgdanicos en las aguas residuales del Valle del Mezquital (ibuprofeno naproxeno y diclofenaco),
las concentraciones detectadas reflejan que la tasa de empleo del naproxeno es relativamente
alto (Tabla VI). Estos contaminantes farmacéuticos son polares lo que les da la capacidad
suficientemente alta para moverse a través del perfil del suelo, incrementando su cinética
ambiental y con la persistencia suficiente para contaminar el acuifero de la regién (Gibson et al.,

2010).

Siemens y colaboradores (2008), calculan las concentraciones existentes en efluentes de aguas
residuales de la Ciudad de México con direccion al Valle del Mezquital, que sirven como
sistemas de riego agricola; encontrando que, las concentraciones de ibuprofeno, naproxeno,
diclofenaco mayores a 1 pg/L son un potencial de riesgo para la salud y una alta probabilidad de
contaminacién de aguas subterraneas a consecuencia de la irrigacidn de los campos de cultivo

con aguas residuales

Con base en una revision bibliografica del 2008-2015, se tienen cinco referencias de los
farmacos acido acetilsalicilico, diclofenaco, paracetamol, ibuprofeno y naproxeno como
contaminantes emergentes en cuerpos de agua de México en concentraciones de pg/L (Tabla

VI).
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Tabla VI. Farmacos AINEs en cuerpos de agua de México

Farmacos concentraciones

Ubicacion Referencia
ug/L
Canales de riego del Valle del Ibuprofeno (0.21-0.54)
Mezquital agua proveniente de Naproxeno (0.80-5.60) (Siemens et al., 2008)
la Ciudad de México Diclofenaco (0.12-0.50)

Ibuprofeno (0.742-1.406)
Canales de riego del Valle de Naproxeno (7.267-13.589) (Gibson et al., 2010)
Tula Diclofenaco (2.052-4.824)

Agua potable Lerma-Cutzamala

) Diclofenaco (0.001) (Félix—Cafiedo et al., 2013)
Agua subterranea

Ibuprofeno (0.015-0.045)
Naproxeno (0.0052-0.186) (Félix—Cafiedo et al., 2013)
Diclofenaco (0.028-0.032)

Agua potable Lerma-Cutzamala
Aguas superficiales

Ibuprofeno (3.61-4.51)
Naproxeno (0.18-0.21) (Gonzalez-Gonzadlez et al., 2014)
Diclofenaco (0.20-0.31)

Reservorio Mandin
Agua potable

Ibuprofeno (35.33-100.40)
Efluente de planta de Naproxeno (654.70-1717.31) (SanJuan-Reyes et al., 2015)
manufactura de AINEs de Toluca Diclofenaco (27.27-104.63)
Paracetamol (698.30-3034.41)

3.3 Técnicas analiticas
Actualmente se han desarrollado varios métodos analiticos de alta sensibilidad para detectar y
cuantificar en el ambiente la presencia de sustancias potencialmente tdxicas, en donde los
resultados ayudan a descifrar el significado toxicoldgico, genético y/o evolutivo de la exposicidn

corta o prolongada a estos agentes quimicos (Gaytan, 2006).

Para detectar y cuantificar farmacos AINEs (contaminantes emergentes) en muestras

ambientales de manera confiable, se necesita de una gran cantidad de analisis de alta
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sensibilidad, debido a que generalmente estos se encuentran debajo de los limites de la técnica
analitica a utilizar. La cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de
masas tandem (HPLC-MS/MS), es la técnica preferible para deteccion y cuantificacion en
concentraciones de hasta fentogramos (aunque generalmente en el ambiente se encuentran en
nanogramos o microgramos), aunque también, cuenta con métodos por cromatografia de gases
y diferentes detectores. A pesar de la utilizacion de instrumentos analiticos altamente sensibles
y confiables, la exacta preparacion de las muestras es tan necesaria como el correcto
funcionamiento del equipo para obtener excelentes resultados (Gonzalez-Gonzalez et al., 2014;

SanJuan-Reyes et al., 2015).

3.3.1 Principios y funcionamiento de Cromatografia liquida rapida de alta eficacia asociada
a espectrometria de masas (HPLC-MS/MS)

3.3.1.1 Cromatografia liquida (LC)

La informacién de este apartado es de: Grimalt-Brea, 2009 y Giménez-Pérez, 2012.

Es un procedimiento que permite la separacion, identificacion y cuantificacién, en cortos
periodos de tiempo, de sustancias o grupos de sustancias, poco volatiles o térmicamente
inestables, o que se transforman en sus derivados volatiles. Es importante que la muestra sea
soluble en un disolvente, condicidn que no cumplen las sustancias de alto peso molecular, pero
si todas las sustancias organicas e inorgdnicas idnicas. Con la LC se pueden obtener tanto
resultados cuantitativos como cualitativos. El analisis cuantitativo se basa en la medida de
alturas y dreas de los picos cromatograficos que muestran la concentracién de la sustancia a
estudiar, en cambio el andlisis cualitativo se basa en la identificacidon del analito en los tiempos
de retencion. La muestra se desplaza junto con la fase movil, los componentes que son
fuertemente retenidos por la fase estacionaria de la columna se mueven lentamente con el flujo
de la fase mdvil, mientras que los componentes que se unen débilmente a la fase estacionaria
se mueven con rapidez. Como consecuencia de la distinta movilidad, los componentes de la

muestra se separan en bandas.

El equipo de cromatografia liquida lo componen:
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1) Depdsito de la fase movil: depende del procedimiento, esta puede ser acetonitrilo, metanol o

una mezcla de ambos. Las fases méviles se preparan diariamente.

2) Bomba: se encarga de succionar la fase mévil. Tiene una gran capacidad para trabajar a altas
presiones, es quien genera el caudal. Si la elucidn es isocratica (fase mévil constante) es
suficiente una bomba y un canal de disolvente. Si la elucidn es en gradiente (cambia la
composicion de la fase movil a lo largo del tiempo del andlisis) normalmente se necesita una
bomba con un sistema de dosificacién de cada uno de los eluyentes, la mezcla se realiza a baja
presion y antes de ser impulsados. También se puede realizar con dos o mds bombas

mezclandose tras ser impulsados (a altas presiones).

3) Sistema de inyeccion: se encarga de introducir la muestra sin tener que parar el flujo. Son

automaticos y de volumen variable, poseen una jeringa para medir el volumen exacto.

4) Columna: existen segun el compuesto que se quiera determinar, matrices analizadas, asi
como distintos tipos y tamafios de particula que se quiere separar. Ademas, para un mismo tipo

de columna existen distintos tamanos, lo que permite el uso de distintos volimenes de carga.

5) Detector: el equipo de cromatografia liquida se puede acoplar a diversos tipos de detectores,
en el caso de este trabajo se utiliza un espectrometro de masas tandem (MS/MS). Hay
diferentes denominaciones para los equipos de cromatografia liquida segun su eficacia, rapidez
o resolucién. Para esta investigacion, se utilizé un equipo de cromatografia liquida rapida de alta

eficacia (HPLC).

3.3.1.2 Espectrometria de masas (MS).

La informacién de este apartado es de: Grimalt-Brea, 2009 y Giménez-Pérez, 2012.

Se utilizan para extraer informacién acerca de masa molecular y estructura del compuesto
analizado. Estos equipos pueden ser utilizados tanto para analisis cualitativos como
cuantitativos. El acoplamiento de espectrometria de masas, se llevé a cabo en 1956, cuando se
empez6 a usar el primer cromatdgrafo de gases asociado a un espectrometro de masas (GC-
MS); el acoplamiento de esta técnica a la cromatografia liquida era mas complejo, debido a la

dificultad de ionizar a vacio una molécula que se encontraba en un disolvente, casi dos décadas
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después gracias al desarrollo de la ionizacidn quimica a presion atmosférica (API) junto con el
"Electrospray" (desarrollado anteriormente para otros fines), se comenzé a utilizar la
cromatografia liquida asociada a la espectrometria de masas (LC-MS). Esta técnica utiliza el
movimiento de iones en campos eléctricos y magnéticos para clasificarlos de acuerdo a su
relacion masa/carga (m/z). Las sustancias quimicas se identifican separando los iones gaseosos
por la desviacién que sufren. El espectrometro requiere un trayecto de colision libre para los

iones y, por lo tanto, funciona al vacio o en condiciones casi de vacio.

Los espectrometros de masas constan de cuatro partes bdsicas: un sistema de introduccién de

la muestra en el equipo, fuente de ionizacién, analizador y detector. A continuacion, se explican:

1) Un sistema de introduccién de la muestra, disenado para una minima pérdida de vacio. La
muestra se puede introducir directamente al espectrdmetro de masas con una jeringa o a través

de otro equipo cromatografico acoplado, ya sea de gases o de liquidos (GC-MS o LC-MS).

2) Una fuente de ionizacién, en la cual se produce un haz de particulas proveniente de la
muestra y se crean los fragmentos de iones gaseosos de la muestra. Hay dos clases de fuentes

de ionizacion:

e Fuentes en fase gaseosa (como ionizacién quimica, ionizacién por impacto de electrones
e ionizacién por campo); la muestra se volatiliza fuera de la fuente de energia y antes de
ionizar los componentes gaseosos.

e Fuentes de desorcién (como desorcidn por campo, bombardeo de dtomos acelerados,
Matrix Assisted Laser Desorption y electrospray), en este tipo de fuentes los iones se
forman en la fase condensada y permite el andlisis de moléculas no volatiles y

térmicamente inestables.

La fuente de ionizacidn utilizada para éste trabajo fue electrospray; este permite el andlisis de
moléculas de naturaleza polar que puedan cargarse positiva o negativamente en disolucién, es
un tipo de técnica de ionizacidn a presion atmosférica. Las moléculas con carga en su estructura
interna son muy adecuadas para ser analizadas mediante esta técnica, en el caso de que la

molécula no posea carga en su estructura se adiciona un acido o base volatil con el fin de
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generarla. En este caso la muestra debe ser soluble, no es posible analizar muestras insolubles.
Con esta técnica se pueden generar iones multiplemente cargados, lo que permite abordar el
estudio de moléculas con una masa molecular por encima del limite del analizador, siempre y
cuando se produzca el proceso de multicarga. La presencia de sales en la muestra puede inhibir

la ionizacién del producto.

El electrospray se puede acoplar a un LC para analizar mezclas de productos polares. Es una
técnica de ionizacién que no produce apenas fragmentacidon en la molécula, aportando poca
informacién estructural de la misma. Se produce normalmente el ion M+H+ en modo positivo y
el ion M-H- en modo negativo. Los iones observados proceden de la muestra en disolucién y no

existen iones procedentes de la matriz como en el caso de otro tipo de fuentes.

3) Tras la fuente de ionizacidn, la siguiente parte del espectrdmetro de masas es un analizador,
que se encarga de separar los iones que se producen en la fuente de acuerdo a las relaciones de
masa/carga (m/z). Hay diferentes tipos de analizadores: de sector magnético, por tiempo de

vuelo, por trampa de iones y de cuadrupolo (simple o triple).

Para este analisis se utilizd, el de triple cuadrupolo; esta formado por cuatro rodillos paralelos a
los que se aplica una corriente continua que afecta la trayectoria de los iones viajando por el
trayecto centralizado entre los cuatro rodillos. Para las condiciones de voltaje introducidas en el
equipo, solamente los iones de una relacion masa/carga determinada pueden pasar a través del
filtro del triple cuadrupolo, mientras los otros son barridos como moléculas descargadas. Para la
obtencién de espectros de masas de forma rutinaria, se trabaja en condiciones de baja
resolucion obteniendo espectros de masas en los que se representan las relaciones m/z de los
iones obtenidos. Actualmente, este diseifio de espectrometro de masas es el mas extendido y
usado. La razon reside en el hecho que los cuadrupolos ofrecen un buen compromiso con el
rango de masas (de 40 a 4000 amu), reproducibilidad y precisién para la cuantificacidon, ademas

de una alta sensibilidad.

4) Por ultimo, se encuentra el detector, en el cual los iones separados son recogidos

caracterizados.
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3.3.1.3 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS)

La informacién de este apartado es de: Grimalt-Brea, 2009 y Giménez-Pérez, 2012.

Técnica analitica mas extendida en la ultima década en el campo de quimica analitica aplicada a
los estudios sobre medio ambiente, alimentos y salud publica. Su éxito es una consecuencia de
la combinaciéon de una técnica de separacién (LC) que presenta una gran versatilidad y las
capacidades de la MS. La MS se ha presentado como la posibilidad analitica de alcanzar una muy
alta sensibilidad incluso hasta niveles de pg/L, debido a su gran especificidad. Ademads, presenta
la habilidad uUnica de medir los iones con masa exacta, proporcionando informacién de la
composicion elemental, permitiendo establecer las rutas de fragmentacidn. Incluso, ha sido
posible aplicar todas esas cualidades en muestras de alta complejidad, alcanzando niveles de
resolucién inimaginables hace unos afios con instrumentos considerados de alta/media

resolucion.

De forma muy basica, se puede definir el funcionamiento de la MS en los siguientes pasos: (a) la
ionizacion, en la que las moléculas de los analitos pasan a estado gaseoso ionizandose,
adicionandose o elimindndose un electrén o un protén. El exceso de energia proporcionado en
este paso también puede transformarse en una fragmentacién de la molécula, generando iones
fragmento. (b) El siguiente paso es separacidn y analisis de la masa de los iones moleculares y
sus fragmentos cargados basandose en su relacion m/z. (c) Medida, amplificacién y creacion de
espectros de masas. Para que el segundo paso se desarrolle correctamente, es necesario
trabajar con alto vacio, permitiendo el movimiento libre de los iones en el espacio, sin la
interferencia de otras especies con las que puedan colisionar generando la fragmentacién de los
iones moleculares y/o producir nuevas especies por reacciones ion-molécula. Este ultimo efecto
produciria una reduccion de la sensibilidad y resolucién del analisis, generando resultados
ambiguos o mala interpretacién. La asociacién entre cromatografia liquida y espectrometria de

masas se hizo posible gracias al desarrollo de técnicas de ionizacidn a presiéon atmosférica (API).

Las técnicas de APl usadas en LC-MS son electrospray y APCI (ionizacidn quimica a presion
atmosférica). En ambas técnicas se utilizan voltajes altos y nebulizacién mecanica para producir

iones en fase gaseosa. Producen poca fragmentacién y son técnicas muy sensibles.
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Las diferencias entre ellas se observan en la forma que tiene cada una de generar los iones:

- La ionizacién quimica a presidon atmosférica ioniza en fase gaseosa, por lo que se recomienda
para compuestos menos polares y mas pequefios con cierta volatilidad, ya que se aplica un
flujo de nitrégeno (gas nebulizador) y altas temperaturas (300-600 °C), con el fin de evaporar

el disolvente procedente del cromatégrafo de liquidos.

- El electrospray ioniza en disolucidn, por lo que estd muy indicado para compuestos polares y

biomoléculas (poco volatiles y termoldbiles).

3.3.1.4 lonizacidn por Electrospray (ESI)

La informacién de este apartado es de: Grimalt-Brea, 2009 y Giménez-Pérez, 2012.

Se produce por aplicar un alto voltaje (3-6 kV) sobre un capilar conductor por el que circula un
pequefio flujo de fase mdvil de la LC a presidon atmosférica. La elevada diferencia de potencial
crea un campo eléctrico que induce acumulacién de cargas sobre la superficie del liquido al final
del capilar, rompiéndose en pequeiias gotas de solvente cargado. Estas gotas de solvente se
dispersan como consecuencia de la introduccién de un flujo de gas inerte coaxial al flujo de la
fase moévil, este gas también provoca la evaporacién o pérdida del resto de solvente en las

gotas, ya que circula a altas temperaturas.

El flujo 6ptimo proveniente de la cromatografia liquida debe ser del orden de 2 a 10 pL/min, sin
embargo se han aplicado flujos mayores, de hasta 300 pL/min, empleando disefios de fuentes
con energia adicional, temperatura o flujo del gas, lo que permite una mejor dispersién de las
gotas a partir del capilar. Originalmente la interfase ESI se consideré como una fuente de
ionizacion dirigida a andlisis de proteinas, pues es frecuente la formacidn iones con mas de una
carga. Por ejemplo, un compuesto de masa molecular 12000, si se adquiere 20 cargas se
observard a m/z 601 6 599 en funcion del tipo de ionizacidn, positiva o negativa,
respectivamente. De forma que la interfase ESI permite el analisis de macromoléculas en
instrumentos MS donde su rango de masas no alcanzaria su peso molecular. De ahi que
posteriormente, fue aplicada no sélo a otros polimeros o biopolimeros, sino también a

moléculas polares de pequeno tamafio molecular. Los iones que se forman en ESI pueden ser de
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carga positiva o negativa, generalmente se presentan como: (a) en modo positivo, iones de
moléculas protonadas, aductos de sodio, potasio o amonio; (b) en modo negativo, iones

moleculares desprotonados o aductos de formiato o acetato.

3.3.1.5 Analizadores de espectrometria de masas

La informacidn de este apartado es de: Grimalt-Brea, 2009 y Giménez-Pérez, 2012.

Alma del espectrometro de masas, el principio fisico en el que se basa su disefio y forma de
dispersar los iones y después focalizarlos en funcién de la relacién masa/carga (indicado
comunmente como m/q o m/z) es el que promueve, la diferencia entre los distintos

instrumentos de espectrometria de masa.

En el disefio de los analizadores de MS se distinguen como los mas populares: cuadrupolo
(Quadrupole, Q), trampa de iones cuadrupolares (Quadrupole lon Trap, QIT), trampa de iones
lineales (Linear lon Trap, LIT), Orbitrap, resonancia de ién ciclotrén (lon Cyclotron Resonance,

ICR), sector magnético y TOF.

La capacidad de un analizador se evaliua de forma general en base a las siguientes
caracteristicas: rango de masas, resolucion de masa, eficiencia de transmision de iones,
exactitud de masa, rango dindmico de linealidad, velocidad de barrido y sensibilidad. Por otro
lado, otros factores que también determinan la eleccién de un instrumento u otro son su

adaptabilidad y coste econdmico.

3.3.1.6 Equipos de espectrometria de masas MS/MS

La informacidén de este apartado fue obtenida de: Grimalt-Brea, 2009 y Giménez-Pérez, 2012.

Si se tiene en cuenta que una vez volatilizada e ionizada la molécula de interés, va a ser filtrada
en relacidn a su m/z, la deteccién de esta se lleva a cabo aislada de cualquier otra especie no
ionizada o ionizada con m/z diferente. Sumado a este hecho, se tiene en cuenta que podemos
fragmentarla obteniendo especies quimicas derivadas de la molécula de interés, podremos
decir que la espectrometria de masas es una técnica con un alto grado de especificidad. Pero
existen casos en los que se hace necesario un mayor grado de especificidad (analisis en los que

la concentracién en la que aparece la especie de interés es muy baja y en matrices muy
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"complejas"). Para ello hay que limpiar la muestra en el analizador antes de que llegue al

detector, esto lo hacen los equipos de espectrometria de masas en tandem (MS/MS).

El equipo que se utilizd es un espectrémetro de masas en tandem con analizador de triple

cuadrupolo y su funcionamiento es tres etapas:

1) El efluyente previamente volatilizado e ionizado, pasa a través del primer cuadrupolo (Q1)

donde se focaliza un ion en relacién a su m/z (al igual que ocurria en la MS convencional).

2) Este ion (llamado ion precursor) es transferido a un segundo cuadrupolo (Q2) que se

comporta como una célula de colisién donde interacciona con un gas de colisién y se fragmenta.

3) En el tercer cuadrupolo (Q3) se focaliza uno o varios de los iones producto proveniente de la

fragmentacion del ion precursor.

Existen diferentes formas de llevar a cabo una medida en un espectrémetro de masas de triple

cuadrupolo:

- Product ion scan: el ion precursor es fijado en Q1 y transferido a Q2 donde se fragmenta. Los
iones producto originados son medidos mediante el barrido en Q3. En este modo, se obtiene el
tipico espectro MS/MS. Este es el método mas empleado para LC-MS vy la ionizacion por
electrospray, y es la que se ha utilizado con el equipo HPLC-MS/MS para los métodos de este

estudio con MRM activada (monitorizacién de reacciones multiples).

- Precursor ion scan: en este caso, en Q3 se fija la medida de un ion producto determinado y se
hace el barrido en Q1. El resultado obtenido es el espectro del ion precursor del que proviene el
ion producto fijado en Q3. Este método es util para GC-MS y/o ionizacidn quimica o por impacto

electrénico.

Neutra ion scan: se lleva a cabo un barrido tanto en Q1 como en Q3 con el objetivo de obtener
el espectro del ion precursor que sufre la pérdida de una especie neutra. Estd indicado para

ionizacion quimica e impacto electrénico.
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3.3.1.7 HPLC infinity 1290 Agilent acoplado a un detector de masas tdndem (MS/MS)
marca Agilent modelo 6460 de triple cuddruplo con fuente de ionizacion ESI
(electrospray)-Jet Stream con MRM activada (monitorizacion de reacciones
multiples)

La informacidn de este apartado fue obtenida de: Agilent technologies Inc, 2010.

El equipo mejora los limites de deteccion en mas de seis veces, rompiendo la barrera de
sensibilidad de los femtogramos para muchos compuestos. Proporciona maxima sensibilidad
para el andlisis de compuestos farmacéuticos, oligocontaminantes alimentarios o
medioambientales, metabolitos y biomarcadores. Posee sensibilidad a nivel de femtogramos,
con independencia de la aplicacién. La maximizacion de la generacidn y transmisién de iones a
lo largo de un amplio rango de masas garantiza los limites de deteccion y cuantificacién mas

bajos para la mas amplia variedad de tipos de muestra.

Rapida cuantificacion de multiples analitos. La MRM (monitorizacién de reacciones multiples)
permite analizar cientos de compuestos por inyeccion con velocidades MRM de 150 por
segundo o superiores. La maxima sensibilidad de su clase, con tecnologia Agilent Jet Stream de
focalizacion del gradiente térmico, para separaciones de flujo convencional o HPLC-Chip/MS
para separaciones de nanoflujo, proporciona la mejor sensibilidad de su clase para una gama

mas amplia de aplicaciones

Optima cuantificacién. El software MassHunter Optimizer de Agilent determina
automaticamente las transiciones de los analitos y los parametros instrumentales éptimos para
conseguir la maxima sensibilidad. La innovadora monitorizacién de reacciones multiples (MRM)
programada simplifica adicionalmente el desarrollo de métodos y garantiza la obtencién de
estadisticas idnicas consistentes que permitan obtener datos cuantitativos de la maxima calidad
posible. Los datos obtenidos de un espectro de ion producto que se puede utilizar para la
busqueda en bibliotecas, identificaciéon y confirmacién. Estos espectros de ion producto se
pueden buscar en una biblioteca especifica de una aplicacién como como bases de datos y

bibliotecas de compuestos personales Agilent o bibliotecas espectrales publicas.
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3.4 Evaluacion de potencial de riesgo
En la mayoria de los casos para identificar y cuantificar contaminantes ambientales, se requiere
tiempo y técnicas analiticas costosas para validar los resultados; pero en la mayoria de los casos
se requiere de tomas decisiéon rdpidas y faciles de interpretar. La evaluacién de riesgos
ambientales ha tenido origen en las ultimas décadas con la finalidad de prevencién, reduccién
de riesgos y primordialmente dar sustento a nuevas leyes que abarquen en sus parrafos la
proteccion del ambiente bidtico y abidtico, salud humana y una buena calidad de vida, estas
preocupaciones se incrementan diariamente a consecuencia de la exposicién directa y/o
indirecta a contaminantes. En la actualidad, la evaluacion de riesgos ambientales debe de tener
la exigencia de ser una técnica multidisciplinaria, para poder abordar la problematica en

diferentes vertientes y la solucion sea envolvente (Gaytan et al., 2012).

El proceso de investigacidn cientifica analitica para confirmar si existe un riesgo latente es:
extensivo, complicado y consume mucho tiempo. Una herramienta para la toma de decisiones
de manera rapida es la “EVALUACION DE POTENCIAL DE RIESGO”, considerada como una
técnica de evaluacién sindptica que permite determinar una o mas variables de manera clara,
rapida y resumida capaz de atender el estatus de urgente de alguna variable, proyectando
resultados adaptables a la realidad, confiables y favoreciendo la toma de decisiones rapidas

(Sanchez et al., 2007; Gaytan et al., 2012).

Una alternativa para la toma de decisiones rapidas es la “Evaluacidon de Potencial de Riesgos

Ambientales y Efectos a la Salud” (EPRAS) propuesta en el presente trabajo.

3.4.1 “Evaluacion de Potencial de Riesgos Ambientales y Efectos a la Salud” (EPRAS)
Es una metodologia alternativa para la toma de decisiones rapidas en este caso de los farmacos
(AINEs), la cual es una herramienta que permite identificar situaciones de potencial de riesgo
biolégico y ambiental, basada en el analisis sistemdtico de reportes bibliograficos vy
observaciones simples, para determinar cualitativamente el impacto de variables ambientales,

bioldgicas y situacionales de manera clara, rdpida y resumida.
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Fundamento metodoldgico:

. La primera de ellas es el método para establecer el “Potencial de Riesgo” citada por
Quiterio-Pérez en el 2012, la cual se utilizd para determinar Pesticidas Organoclorados (POs),
método que establece la peligrosidad que tienen estos compuestos basada en su: presencia en
la zona de estudio, cinética ambiental, uso, frecuencia, persistencia, concentracién,
probabilidad de exposicion, peligrosidad y capacidad de dafio biolégico para priorizar su

evaluacién bioldgica.

. La segunda corresponde a la Evaluacion Rapida de Fuentes de Contaminacion
Ambiental (en aire, agua y suelos), ERFCA por sus siglas en espafiol es otro pedestal de EPRAS.
Técnica que permite de manera rdpida la determinacién de fuentes de contaminacién potencial

y de tipos de contaminantes (WHO, 1982; Gaytan et al., 2012).

. El tercero es el Método de Evaluacion del Riesgo de Extincidn de las Especies Silvestres
en México (MER), es otra técnica que se basa en escalas numéricas jerarquicas que pondera los
factores que afectan a la biodiversidad mexicana; con los resultados se puede asignar a un taxén
a las categorias de riesgo que estan en la NOM-059-SEMARNAT-2010. El MER se basa en cuatro
variables: a) La amplitud de la distribucion del taxén en México, b) El estado del habitat con
respecto al desarrollo natural del taxdn, c) La vulnerabilidad bioldgica intrinseca del taxén y d) El
impacto de la actividad humana sobre el taxén (Tambutti et al.,2001; Sdnchez et al., 2007,

Gaytdan et al., 2012).

. Finalmente la Evaluacién Rapida de Biodiversidad para Estimar Prioridad Bioldgica
(ERPBbio), técnica resultante de combinar los métodos ERFCA y MER. Su objetivo es establecer
criterios que permitan evaluar de manera rdpida y facil la biodiversidad de un area
determinada, con base en datos publicados que permitan establecer una prioridad bioldgica
para su conservacion, siendo el objetivo principal apoyar en las decisiones de grupos
gubernamentales y no gubernamentales sobre la proteccién, el uso y explotaciéon de los

recursos naturales (Gaytan et al., 2012).
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3.5 Evaluacion biolégica
Proceso cientifico por el cual son identificadas y evaluadas las propiedades tdxicas de sustancias
quimicas-bioldgicas, ademds de la caracterizacién de los efectos reportados en hechos reales y
potenciales adversos sobre la salud, en relacién con la exposicién de agentes peligrosos
ambiéntales; pueden ser a nivel fisiolégico, morfoldgico, conductual y/o genético (Vera et al,,

2001; Quiterio-Pérez, 2012).

La evaluacion de los efectos negativos de los contaminantes a nivel bioldgico es complejo de
evaluar directamente en un ecosistema, debido a diferentes variables existentes y ain mas
complicado reproducir todas las condiciones ambientales reales en pruebas con animales de
laboratorio, ademas del analisis de quimica analitica necesario, que permita correlacionar la
concentracién y movilidad de los contaminantes con los efectos bioldgicos (Garcia-Bonilla et al.,

2011; Jar, 2014).

Las pruebas biolégicas permiten establecer criterios de calidad ambiental en agua, suelo y aire,
para ello se han utilizado gran variedad de organismos como bioindicadores de calidad
ambiental, tomando en cuenta la presencia-ausencia y asi poder tomar decisiones en corto
plazo. El empleo de indicadores bioldgicos no solo mide la salud del ecosistema, sino también
se usa para determinar el impacto negativo al humano y especies silvestres, a través de estimar

la evaluacion de riesgo y efecto de los mismos (Gaytan et al., 2008; Jar, 2014).

3.5.1 Bioindicadores
Son organismos que de acuerdo a sus caracteristicas son susceptibles a los cambios efectuados
en su entorno de tipo cualitativo asi como poseer caracteristicas tales como: abundantes en el
ecosistema; altamente sensibles a cambios quimicos o fisicos en su entorno y lo mas
significativo que sus resultados sean a corto plazo. Son organismos de presencia o ausencia,
tienen una serie de limitaciones como: cuestiones cuantitativas, limitantes en un diagnéstico
de los promotores del impacto ambiental que se identifica en tiempo, lugar y espacio
especifico. Dentro de las especies indicadoras se tienen a las bacterias, por la simple presencia

se pueden identificar compuestos patégenos, por lo general asociados a descargas residuales
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con alto contenido orgdnico; otro ejemplo son los moluscos que se han tomado en cuenta, por
su estilo de alimentacion (filtradores); las almejas, mejillones, ostiones su presencia o ausencia
indica perturbaciones en su entorno o excelente calidad en el ambiente, aunque cabe remarcar
que algunas especies son altamente resistentes a contaminacidon por desechos organicos o

metales pesados (EPA, 2002).

Los peces son organismos que se pueden utilizar como probables especies bioindicadores
respecto a la calidad ambiental, por su contacto con el agua y cambios en su entorno. Los
indicadores bioldgicos pueden revelar también el efecto producido después de la absorcién de
cierta dosis de agentes quimicos y lugar donde éste ejerce el efecto dentro del organismo
(6rgano blanco); los indicadores de exposicién permiten tener una estimaciéon indirecta del
grado de exposicidn, es decir, el efecto que provoca un quimico en un determinado tiempo, de
acuerdo a esto, los indicadores de acumulacién proveen una evaluacién de la concentracién de
la sustancia retenida en 6rganos, logrando identificar alteraciones tempranas y totalmente

reversibles al organismo (Gaytan, 2006).

3.5.2 Biomonitores
Permiten relacionar la concentracién de un contaminante con los efectos producidos. Son
organismos con caracteristicas especificas entorno al conocimiento de sus fluctuaciones en las
poblaciones en un periodo de tiempo prudente en un entorno natural, sensibles a los cambios
en el medio y lo mas importante se pueden determinar contaminantes de manera cuantitativa,
ya que se estudian y monitorean en periodos prolongados de tiempo (de la Lanza-Espino,

2000).

3.5.3 Bioensayo
Son organismos que en condiciones controladas (in vitro e in vivo) permiten correlacionar el
efecto de agentes fisicos y/o quimicos a nivel biolégico, que van desde lo mas simple hasta los
mas cercano a la escala evolutiva del ser humano; ofrecen multiples ventajas como: ofrecer

respuestas moleculares, bioquimicas y fisioldgicas por la presencia de un agente contaminante

49



en un organismo determinado, con estas respuestas se pueden extrapolar los resultados al
humano. En el caso de los bioensayos con organismos acudticos, estos ofrecen la Unica forma
de determinar el grado de toxicidad de efluentes y agentes quimicos aislados (Quiterio-Pérez,

2012).

Los rangos de variaciéon de los factores considerados pueden ser mayores que los existentes en
el ambiente natural, lo que muchas veces facilita el estudio de su modo de accién, también,
pueden estudiarse combinaciones de dos o mds factores, lo que permite revelar la existencia
de antagonismos o sinergismos entre ellos. La posibilidad de controlar muchas de las variables,
hace posible la eliminacién de las fluctuaciones propias de las condiciones naturales, que
generalmente interfieren con la finalidad principal del estudio, pero sus limitaciones estan con
base a: condiciones controladas y cuidado especial de los organismos, cosa que en la naturaleza
no se tiene y estdn a expensas a las complejas interacciones ecolégicas. En general los
bioensayos son necesarios para tener una aproximacion a la realidad, porque hasta el dia de
hoy es imposible trabajar con humanos en pruebas directas lo que siempre estara a discusion

en el ambito cientifico (Gaytan, 2006; INE, 2013).

En la actualidad, la toxicidad aguda de productos farmacéuticos se prueba en diferentes
bioensayos pertenecientes a distintitos niveles de organizacion bioldgica, como: algas,
cnidarios, crustaceos, mejillones y peces. Estos estudios se centran en efectos a corto plazo y
desempeiian un papel importante en evaluacidn del riesgo ambiental, pero en general sirven
para considerar la accién téxica y potencial de los productos farmacéuticos (Parolini et al.,
2009). Para determinar si un farmaco en particular genera impactos sobre un ecosistema se
realizan diferentes pruebas en laboratorio, con diferentes bioensayos, como crustaceos,
sistemas vegetales, peces, mamiferos en los cuales se observa diferentes biomarcadores como:
puntos toxicoldgicos, inmovilizacion, inhibicién en la tasa de crecimiento, alteraciones en

organos vitales y mortalidad (Tabla VII).
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Farmaco
Acido

Acetilsalicilico

Tabla VII. Toxicidad de AINEs en diferentes bioensayos

Especie
Dafnia magna

Punto toxicologico
CEso (48h)=88.1mg/L

Efecto
Inmovilizacion

Referencia

(Cleuvers, 2004)

Defr'nrzseg::ms CEso (48h)=68.0 mg/L Inmovilizacién
Diclofenaco . CEso(3d)=72 mg/L Inhibicion de latasa (Cleuvers, 2003)
subspicatus -
. CEso (7 d)=72 mg/L de crecimiento
Lemna minor
Alteraciones
Diclofenaco Oncorhvnchus mvkiss LOEC1, 5, 20, 100 and 500 citoldgicas en el (Triebskorn et
y y ug/L (28 d) higado, rifiones y al., 2004)
branquias
. . NOEC 0.5, 5 and 50 pg/L (21 Alteraciones (Hoeger et al.,
Diclof Imo trutta f.
Iclotenaco salmo trutta f. fario d) histopatoldgicas 2005)
D. magna ((::iso ((‘;8:))_:;1058;%//!— Inmovilizacién
Ibuprofeno D. subspicatus 30 N & Inhibicion de latasa (Cleuvers, 2003)
. CEso (7 d)=22 mg/L L
L. minor de crecimiento
Oryzias latipes CLso (96 h)=>100 mg/L (Kim et al
Ibuprofeno Thamnocephalus Clso (24 h)= Mortalidad 2009) Y
platyurus 19.59 mg/L
D. magna ggso ((:2?12;;‘(1) nr:]gﬁll._ Inmovilizacion
Naproxeno D. subspicatus 082 I & Inhibicién de latasa  (Cleuvers, 2003)
; CEso (7 d)= 24.2 mg/L o
L. minor de crecimiento
Inhibicidn de la tasa
Naproxeno Brachionus calyciflorus EESO ((2882);— %22 rr’?ﬁg//l_L InP:jiEif:irng\I?:zt;sa (Isidori et al,
P Ceriodaphnia dubia 30 T & . 2005)
de crecimiento de
la poblacion
D. Magna Inmovilizacion
P tamol CEs, (48h)= 50 mg/L
aracetamo s0 (48h) me/ (Henschel et al.,
D. M | ilizacié 1997
Paracetamol agna CEs (48h)=30.1 mg/L nmoviiizacion )

*(CLSO) Concentracion letal media, (CEsy) concentracidon efectiva media, (NOEC) Concentracion sin efecto observado,

(LOEC) Concentracién minima efecto observado

3.6 Peces como bioensayos

Existe un interés muy alto en la evaluacidn de sistemas acuaticos con este tipo de organismos,

porque constituyen el grupo mas numeroso de vertebrados y son necesarios para tener una

aproximacion a la realidad, porque hasta el dia de hoy es imposible trabajar con humanos en

pruebas directas. México posee 2,122 especies de peces, que equivalen aproximadamente al

12.5 % del total. Estos habitan en cualquier ambiente acuatico continental como marino, en

altitudes de hasta 5,200 msnm, asi como en cuevas, en regiones humedas o desérticas. Toleran
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amplios intervalos de salinidad, temperatura y oxigeno disuelto, algunas especies son

tolerantes o intolerantes a la presencia de contaminantes en el agua (Gaytan et al., 2008).

Son un indispensable componente de estrategias integradas de bioensayos de toxicidad para el
medio ambiente acudtico. La importancia de peces para evaluar el riesgo ambiental se debe a
varias razones: 1) El medio acuatico es un almacén de muchas sustancias quimicas; 2)
Desempeiian un papel fundamental en las redes trdéficas acuaticas; 3) Son utilizado como
vigilantes de la calidad de las aguas potable (biomonitores y bioindicadores) (Lammer et al.,
2009). Estudios han correlacionado la exposiciéon de aguas residuales a las variaciones en los
niveles de esteroides sexuales, tanto en juveniles y adultos afectando el desarrollo de las
goénadas y disminucion de la reproduccion (Nasevicius y Ekker, 2000). Debido a las enormes
ventajas, uno de los peces mas utilizados es Danio rerio o comunmente conocido como pez

cebra.

3.7 Danio rerio (pez cebra)
Es un vertebrado de agua dulce pertenecientes a familia de los ciprinidos. Esta especie es
originaria del Himalaya y se encuentra cominmente en la India, Pakistan, Nepal, Butan y otros
partes del sudeste de Asia. Los adultos miden de 3 a 5 cm de largo, el nombre de pez cebra se
debe a las rayas azuladas longitudinales parecidas a las de las cebras, abarcando todo su
cuerpo; presentan dimorfismo sexual, las hembras son de mayor tamafio que los machos, su
abdomen es prominente y las lineas presentan curvaturas, los machos son de menor tamano
gue las hembras y no presentan curvaturas en las lineas del cuerpo, debido a que no hay
prolongacién de abdomen (Fig.3). Es de ambiente bentopelagico de agua dulce, con pH de 6 a
8, asi mismo de alta claridad en el agua (~>35cm), salinidad de 0-0.6 ppm, profundidad de 15-
103 cm, temperatura de 16.5 a 34 °C y es el pez mas facil de criar entre los oviparos. Estos
datos son utiles, porque se pueden aplicar directamente al disefio de los parametros 6ptimos
para la quimica del agua del pez cebra en el laboratorio, ya que la produccion en cautiverio es
de mayor productividad cuando los peces se encuentran en condiciones similares a las que se

encuentran en vida silvestre (Amatruda et al., 2002; Lawrence, 2007; Jones y Norton, 2015).
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Fig. 3 Dimorfismo sexual de Danio rerio (adaptada de Gonzdlez, 2005)

3.7.1 Ventajas del bioensayo Danio rerio (pez cebra)
Los adultos son de tamanos faciles de manipular (3-5 cm), cuenta con un tiempo de
maduracion corto, es de facil de crianza, alta descendencia, adquirirlos tienen un bajo costo
econdmico, asi mismo, el mantenimiento no requiere gran inversion de tiempo y dinero. La
conducta reproductiva es facil de inducir, sus huevos son traslucidos, por lo tanto para realizar
observaciones, no se necesitan de técnicas invasivas que perjudiquen la viabilidad del embrién,
las membranas de los huevos son semipermeables, lo cual, permite que la sustancia de interés
este en contacto directo con el embrién, tanto los organismos adultos, estadios juveniles y los
embriones son resistentes a cambios ambientales, presentan un desarrollo embrionario
externo que permite identificar las etapas de desarrollo, menos restricciones éticas, etc. Este
organismo es una herramienta ideal para el desarrollo de farmacos, pruebas de toxicidad y
efectos secundarios de sustancias peligrosas como contaminantes (Amatruda et al., 2002;

Lawrence, 2007; Jones y Norton, 2015).

Debido a la transparencia del embrién, facil manipulacion sin técnicas invasivas, membrana
semipermeable, resistentes a cambios ambientales y desarrollo embrionario externo (Fig. 4), se
utiliza ampliamente para estudiar manipulaciones genéticas y desarrollo embrionario, este

organismo, estad categorizado como un modelo animal emergente en ensayos in vivo, en el
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descubrimiento de farmacos y andlisis de efectos negativos de los contaminantes emergentes

(Lee y Freeman, 2014; Popovic et al., 2014).

En la década de 1970, se le consider6 como un modelo experimental para el estudio del
desarrollo embrionario de los vertebrados, biologia del desarrollo y enfermedades genéticas

(Grunwald y Eisen, 2002).

Es un poderoso bioensayo para profundizar en las patologias humanas, se ha encontrado que el
70% de los genes de enfermedades humanas estan presentes en pez cebra, por lo tanto, lo
convierte en un modelo ideal para imitar condiciones patoldgicas humanas. Las alteraciones
morfolégicas en el desarrollo embrionario del pez cebra se han utilizado desde hace afios, para

estudiar los efectos de los contaminantes (Prieto y Baéz, 2011; Sharma et al., 2014).

Fig. 4 Embridn traslucido de Danio rerio desarrollo embrionario 16.5 horas
(15 somitas vista dorsal)

Otras de las ventajas que existen al utilizar pez cebra, las describen ZF Biolabs (2015), en los
gue indican:
e Se requiere menor cantidad del compuesto a analizar comparado a otros modelos de
vertebrados.
e Se evitan los problemas éticos / legales de los roedores.
e Rdapida organogénesis entre 48-72 horas.

e Mas de 4000 investigadores alrededor del mundo estan trabajando con pez cebra.
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e Puestas numerosas de embriones comparando a los modelos de mamiferos, lo que
permite estadisticamente usar nimeros mas significativos.
e Fecundacidén y desarrollo externos, haciendo posible mas facil la manipulacién vy

observacion de embriones que con los modelos de mamiferos.

En los Ultimos afios las pruebas con embriones de peces son pruebas con animales alternativos
prometedoras y viables para la toxicologia ambiental. Los embriones proporcionan un modelo
éticamente aceptable y este tipo de bioensayos corresponden a un rendimiento elevado

(Madureira et al., 2011).

3.7.2 Prueba DarTa (Danio rerio Teratology assay)
Desde 1986 se sugirié al pez cebra como un modelo con multiples ventajas, ideal para evaluar

dafios teratogénicos inducido por contaminantes ambientales (Choiy Yu, 2015).

En 1998 se utilizd al pez cebra para evaluar dafio embriotdxico y teratogénico que causaban
muestras de agua, a esta prueba se le dio el nombre de DRETA (Danio rerio embryotoxicity
and teratogenicity assay), teniendo como biomarcador el dafio inducido en el corazén (Dietrich

et al.,, 1998).

Oberemm (2000), sugiere el uso de embriones de Danio rerio como un buen bioensayo en la
evaluacion de elementos toxicos presentes en el agua. Los embriones son mas sensitivos que
los organismos adultos. En este mismo estudio describe las principales caracteristicas del

desarrollo embrionario (Oberem, 2000).

En el afio 2002 surge la Técnica DarT, (The embrio test with the Zebrafish Danio rerio a
general model in ecotoxicology and toxicology), la cual, consiste en exponer embriones del
pez durante todo el desarrollo embrionario a diferentes concentraciones de distintos
compuestos, principalmente contaminantes; después de 48 horas de exposicidn, los embriones

presentaban danos morfo-fisioldgicos, por ejemplo: anormalidades en el corazén, ojos, cabeza,

55



aleta caudal, pigmentacidn, circulacidn sanguinea, dafios teratogénicas etc. En el primer ensayo
de DarT, se evalud el efecto letal, subletal y teratogénico de 34 compuestos téxicos, mediante
la cual se expuso embriones a diferentes concentraciones; los resultados mostraron que
después de 48 horas de exposicidon los embriones presentaban algun tipo de dafio, entre los
cambios mds sobresalientes registrados se encuentran: anormalidades en el corazén, ojos,
cabeza, aleta caudal, pigmentacion, circulacion sanguinea y teratogénesis (Nagel, 2002; Kais et

al., 2013).

Gonzalez (2005), indica que la etapa de “alevin” es la mas sensible a la accién teratogénica de
Cloruro de mercurio (HgCl,), este estudio origina condiciones fisico-quimicas Optimas
relevantes para posteriormente el surgimiento de la Prueba DarTa (Danio rerio Teratology

assay).

Posteriormente, Rivera (2006), propuso a las malformaciones de columna vertebral, opérculo y
aleta del pez cebra como biomarcadores de dafio teratogénico, esto permitid postular al pez
cebra como un buen indicador biolégico, para valorar el dafio teratogénico inducido por
contaminantes ambientales, a través del andlisis de la frecuencia de aparicion de
malformaciones, clasificandolas, identificando su facilidad de analisis, su reproducibilidad, asi
como sus ventajas y desventajas para su evaluacién. Para ello se utilizaron dos teratégenos
positivos de referencia, el trioxido de cromo (CrOs) y el cloruro de mercurio (HgCl,), para

establecer la sensibilidad del bioensayo a este tipo de dafio.

La Prueba DarTa es un modelo alternativo de teratogénesis en un sistema no mamifero,
ventaja en costo, tiempo y problemas éticos; esta prueba consiste en exponer embriones del
pez durante todo el desarrollo embrionario (72horas), a diferentes concentraciones de los
compuestos problemas, manteniendo las condiciones fisico-quimicas dptimas (en la seccion de
metodologia se mencionan); la exposicién del agente contaminante es directa debido a la
membrana semipermeable del embrién; esta prueba es capaz de determinar la capacidad

téxica del compuesto problema, pero principalmente dafo teratogénico, este se observa a
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partir de las 72 horas en los biomarcadores de: columna vertebral, opérculo y aleta del pez; la
columna vertebral es el biomarcador con mejores resultados, ya que esta se desarrolla al 100%
después de las 72 horas, lo que permite determinar la presencia y/o ausencia del dafio
ocasionado por el compuesto problema, ademas de que, el tamaio de la muestra no se ve
afectado por muerte significativa de individuos, ocasionado por las mismas condiciones
naturales; la desventaja de utilizar aletas y opérculo como biondicadores, es que, estas
estructuras se terminan de desarrollar en la etapa juvenil, por lo tanto, hay una mayor pérdida
de poblacion experimental debido a las interacciones ecolégicas como: competencia,
adaptacion, canibalismo, enfermedades entre otras lo que implica incrementar el nimero de

embriones a utilizar (Nagel, 2002; Gaytan et al., 2008; Kais et al., 2013).

La prueba DarTa utiliza los embriones de pez cebra, estos se desarrollan independientemente
de la madre, son traslucidos en los cuales se puede observar las diferentes etapas embrionarias
y se mantienen en agua hasta la eclosién (72 horas); los embriones son de alto rendimiento,
ademas no son considerados como animales de experimentacion en la legislacién europea, lo
cual, los hace éticamente posibles. En los ultimos afios, han atraido la atencidn de los
toxicélogos por sus diversas ventajas, ya que son considerados como etapas de la vida no
protegidas y/o similar a ensayos in vitro; son una alternativa de no utilizar animales adultos e
evitar el sufrimiento de organismos juveniles y adultos (de Esch et al., 2012; Clemente et al.,

2014; Chen et al., 2015).

Numerosos estudios reportan la gran capacidad de andlisis de los embriones de Danio rerio,
para la evaluacién del potencial teratogénico provocado por diferentes productos quimicos, los
embriones muestran una excelente concordancia con los resultados in vivo en mamiferos esto
hace que la prueba DarTa tenga mayores argumentos para ser utilizada. Retraso del
crecimiento se puede considerar como criterio de valoracién teratogénica (Van den Bulck et al.,
2011). Sin embargo Hermsen y colaboradores (2011), considera que el retraso del crecimiento

se puede considerar como un indicador de evaluaciéon semicuantitativo (Tabla VIII).
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Los productos farmacéuticos no se encuentran de manera particular en el medio ambiente,
sino como una mezcla de diferentes sustancias, diversos metabolitos y transformaciones
constantes, el potencial de toxicidad de mezclas de fdrmacos es un escenario ambientalmente
realista (Madureira et al., 2010). Los experimentos con pez cebra expuestos a dosis distintas de
farmacos de manera individual y en mezclas complejas, muestran resultados interesantes,
respecto en determinar si un farmaco en particular puede o no generar impactos negativos
sobre un organismo, como también la gravedad del dafio; se observan concentraciones desde
los nanogramos hasta microgramos, teniendo efectos como retraso en la eclosién, dafio en

organos internos y alteraciones en el funcionamiento normal de los érganos vitales (Tabla VIII).

Tabla VIII. Pez cebra como bioensayo para fdrmacos

Farmacos Concentracion Efectos Cita
96 horas Retraso en la eclosion sin (Hallare et al., 2004)
Diclofenaco 1000-2000 pg/L malformaciones

Anomalias cardiacas,

curvatura espinal,

Ibuprofeno >10 pg/L (David y Pancharatna, 2009)

alteraciones en aleta
pectoral en embriones

Mezcla de los
siguientes farmacos:
-Carbamazepin ., .
. . Reduccién de longitud de
-Acido fenofibrico
-Hidrocloruro de 2.18-178 ng/L

propranolol,

cola y cambios en presion .
. . (Madureira et al., 2011)
arterial media en las

primeras etapas de alevin
-Sulfametoxazol

-Trimetoprim

Mezcla de los

siguientes
farmacos:- Atresia elevada de ovocitos
Acetaminofeno, . . . Galus et al., 2013
0.5 pg/L Alteraciones histoldgicas en ( )
Emfibrozil, -
) rifiones
Carbamazepinay
Venlafaxina
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4. JUSTIFICACION

Concentraciones de distintos productos farmacéuticos se han detectado en: aguas residuales,
superficiales y subterraneas a nivel mundial, incluyendo México. En la actualidad muchos paises
incluyendo Meéxico, no cuenta con una normatividad entorno a limites permisibles de
contaminantes emergentes, principalmente farmacos en cuerpos de agua. Después de la
administracion de los farmacos, de un 55 a un 88 por ciento de estos compuestos, se excreta sin
sufrir alteraciones en el compuesto activo, ademas de sus metabolitos, generando preocupacion
por las interacciones que tienen estos con el ambiente bidtico y abidtico, conjuntamente de las

mezclas complejas que se forman al interaccionar con otros contaminantes.

Muchos de los efectos téxicos que causan farmacos y mezclas complejas en el medio bidtico
aun se desconocen, por lo tanto, es de vital importancia detectarlos y cuantificarlos, a través de
técnicas especializadas de quimica analitica, para relacionar las concentraciones detectadas con
los efectos negativos que pueden llegar a ocasionar al estar presentes en cuerpos de agua; la
presencia de AINEs se debe a: alta disposicién en el mercado, crecimiento de la poblacion,
urbanizacion y venta de farmacos sin prescripcion médica, asi como, los inadecuados
tratamientos de las descargas de aguas residuales, principalmente descargas hospitalarias y

aguas residuales municipales, aunado al indebido manejo de farmacéuticos al caducar.

El uso de peces para correlacionar los efectos toxicos y teratogénicos se ha incrementado en los
ultimos afios; estos organismos son excelentes biomonitores, biomarcadores y bioensayos; esta
investigacidon enfoca el estudio en la especie Danio rerio, porque su genoma manifiesta alto
grado de semejanza, ademads de similitudes de funciones fisioldgicas con el humano, en
procesos fundamentales; este estudio encauza en la técnica DarTa (Danio rerio teratology assay)
la cual es un modelo alternativo de teratogénesis en un sistema no mamifero, que muestra
ventajas en costo, tiempo, comparaciones con mamiferos incluyendo al humano y evita

problemas éticos.
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El propdsito de esta investigacion es evaluar el potencial de riesgo y efectos bioldgicos de
farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) de alto consumo (naproxeno, ibuprofeno,
paracetamol, diclofenaco y acido acetilsalicilico) en Danio rerio (pez cebra) a través de la técnica
DarTa, con la finalidad de dejar evidencia de concentraciones cuantificadas en el ambiente
acuatico para una futura normatividad, para evitar la exposicion directa y/o indirecta de estos
farmacos, ya que al establecer los efectos bioldgicos negativos y el potencial de riesgo seran
fuertes evidencias de la problematica actual de estos contaminantes emergentes. Es el primer
estudio de cuantificacién relacionado con farmacos AINEs y el efecto teratogénico en agua
residual el estado de Hidalgo; en particular, para la zona de Pachuca y Mineral de la Reforma; la

presente investigacion da fundamentos para futuros lineas de investigacién.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Evaluar el potencial de riesgo y efectos biolégicos en Danio rerio (Pez cebra) por medio de la
técnica DarTa (Danio rerio teratology assay) por presencia en el ambiente de farmacos
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) de alto consumo, como contaminantes emergentes en
aguas residuales de la zona de Pachuca-Mineral de la Reforma, complementando con la
cuantificacion y deteccién de AINEs de alto consumo a través de técnica HPLC-MS/MS para

argumentar futuras normatividades e investigaciones.

5.2 Objetivos especificos
1. Comparar las ventas en kilogramos en el sector de salud publica y farmacias registradas en la
zona de Pachuca-Mineral de la Reforma, Hidalgo de cinco AINEs de uso elevado en México,
establecidos a través de una revision bibliografica (4dcido acetilsalicilico, paracetamol,
ibuprofeno, naproxeno y diclofenaco) para determinar de manera indirecta su presencia y

volumen cualitativo en el ambiente y tener una aproximacion al problema de la automedicacion

2. Evaluar el “Potencial de Riesgo” de acido acetilsalicilico, paracetamol, ibuprofeno, naproxeno
y diclofenaco a través de una técnica sistemadtica y sindptica que permite identificar cual o

cuales farmacos tienen la probabilidad de inducir un dafio bioldgico y/o ambiental, para
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contribuir al estudio de estos compuestos como contaminantes emergentes, ademas de

establecer una nueva metodologia.

3. Determinar curvas de toxicidad de: acido acetilsalicilico, paracetamol, ibuprofeno, naproxeno
y diclofenaco, en Danio rerio que permitan determinar concentraciones tdxicas y subtoxicas,
para a través de estas, evaluar dafios teratogénicos en la morfologia del biomarcador de
columna vertebral por medio de la técnica DarTa para fundamentar futuras normatividades y

abrir nuevas lineas de investigacion.

4. Detectar y cuantificar acido acetilsalicilico, ibuprofeno, naproxeno, paracetamol y
diclofenaco, AINEs de alto consumo, de una muestra compuesta de agua residual,
perteneciente a la zona de Pachuca-Mineral de la Reforma, a través de la técnica HPLC-MS/MS,

para complementar la evaluacidn del efecto biolégico.

6. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

6.1 Venta de farmacos
6.1.1 Disefio de estudio
Se realizé un estudio descriptivo, observacional y prospectivo, donde se realizaron cuestionarios
a los encargados de farmacias del sector salud (hospitales y centros de salud) y farmacias
particulares, para obtener datos de comercializacién de los farmacos acido acetilsalicilico,
diclofenaco, ibuprofeno, paracetamol y naproxeno en la ciudad de Pachuca-Mineral de la

Reforma.

6.1.2 Descripcion del sitio
El estado de Hidalgo se ubica en la parte centro sur del pais, entre los paralelos 21°24' - 19° 36'
latitud norte y 97° 58' - 99° 53' de longitud oeste; posee una superficie de 20 905 km? y esta
dividido en 84 municipios con una poblacién total de 2,665,018 (INEGI, 2007; INEGI, 2010).
Pachuca se ubica en una latitud de 20° 7' norte y longitud de 98° 44' oeste sobre 2 400 msnm,

con una poblacién de 267 862 individuos , el municipio de Mineral de la reforma se ubica en
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latitud 20° 4' N y longitud 98° 42' O sobre 2,420 msnm con una poblacion de 127,404, (INEGI,
2010). En el area de Pachuca existen 206 farmacias, las cuales fueron situadas en cinco bloques
de acuerdo a colonias existentes en la capital del Estado (Fig. 5), para el caso de Mineral de la
Reforma hay 51 farmacias registradas, las cuales fueron situadas en seis bloques (Fig. 6) (INEGI,
2014). El area cuenta con hospitales publicos de los cuales se muestreo el Hospital General y
Obstétrico y cuenta con 13 Centros de Salud: Centro-norponiente, Sur-Poniente, Madero,
Abraham Kanal, Santa Matilde, La Raza, Azoyatla, Alcantarilla, Guadalupe, Cuauhtémoc,

Providencia, Buenos Aires, San Agustin.
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Imagenes aéreas de 800-1200m delos cinco bloques de muestreo de Pachuca;
los puntos azules representan las 206 farmacias

Bloque |

0O 0 0 0 0 0O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0O 0O 0O o0 o

Buenos Aires

Ciudad de los nifios

Bulevar Pachuca-Tulancingo
ColoniaCéspedes
ColoniaFrancisco | Madero
El lobo

Col. Doctores

Col. Cabaniitas

Fracc. Rio de la Soledad

La Surtidora

Centro

Col ex haciendade Guadalupe
Col. Canutillo

Col. Cubitos

Periodistas

Palmitas

La Villita

Revolucion

Centro histérico
Cuauhtémoc

Morelos

Bloque Il

0O O O O o

Cubitos

Bosques del Pefiar
Adolfo Lépez Mateos
Fracc. Valle de San Javier
Lomas residencial

Cuesco

Bloque IlI

0O 0O 0 0O 0 0O 0 0 0 O O

Tezontle

Nopalcalco

Venta prieta

San Cayetano
Ampliacién Santalulia
Arboledas de San Javier
Parque de poblamiento
Plutarco

Colosio

Piracantos

Constitucién

Bloque IV

Paseo de camelinas
ColoniaISSSTE

San Antonio

San Antonio desmonte
Villasde Pachuca

Frac geo villas

Col Juan C.Doria

Fracc. Pitahayas

0O 0O 0 0 0 0 0 O O

Fracc. Real de la Plata

Bloque V
o Santa Matilde

48 colonias

Fig. 5 Zona de muestreo de Pachuca, 206 farmacias registradas (INEGI, 2014), situadas en cinco

blogues de acuerdo a colonias existentes
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Imagenes aéreas de 800-1200m delos 6 bloques de muestreo de Mineral de la
Reforma;los puntos azulesrepresentanlas 51 farmacias

Bloque I
o Providencia siglo XXI

Bloque II
o Pachuquilla

Bloque III

o Tulipanes

o Forjadores

o La colonia

o San José

o Elroble

o Rinconada del Venado IT

o Los pinos

Bloque IV

o Carboneras

o Campestre Villas del Alamo
o El Alamo

Bloque V
o Santiago Jaltepec
o Colonia militar

o Manuel Avila Camacho

Bloque VI
o Unidad Minera 11 de Julio

19 colonias

Fig. 6 Zona de muestreo de Mineral de la Reforma, 51 farmacias registradas (INEGI, 2014),
situadas en cinco bloques de acuerdo a colonias existentes
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6.1.3 Poblacidn de estudio y tamaifio de muestra
De un total de 257 farmacias registradas en la zona (INEGI, 2014), se determiné el tamafio
representativo de la muestra para la aplicacidn de las encuestas mediante la férmula (Daniel,

2011):

N? s
n =
d?*x (N—1) +z%*s?

Donde n: tamaino de la muestra ideal, N: tamafio total de muestra finita, s: desviacidén estandar,
d: coeficiente de confiabilidad (0.95) *error estandar, z: Limite de confiabilidad en una
distribucién normal estandar. Con base a este analisis estadistico, se selecciond una muestra
representativa de 70 farmacias para garantizar la cuantificacidon del 95% de la varianza en las
ventas. Se aplicaron las encuestas en una muestra estandarizada con base en que presentaran
la misma actividad econdmica, comercio al por menor, comercio al por menor de articulos para
el cuidado de la salud, comercio al por menor de productos farmacéuticos y naturistas y
farmacia con minisuper y sin minisuper (INEGI, 2014) en dos hospitales publicos y en 13 Centros
de Salud antes mencionados Reforma, registrando datos sobre comercializacion y prescripcion
de: acido acetilsalicilico, diclofenaco, ibuprofeno, paracetamol y naproxeno. La encuesta fue
dirigida a encargados y sélo se utilizaron los datos de las presentaciones en comprimidos,
grageas, pastillas y tabletas con su respectivo gramaje, presentacion y cantidad de cajas
comercializadas al dia, convirtiendo los datos a kilogramos por afio o en su defecto kilogramos

por mes, semana o dia mediante la formula (Reyes-Silva, 2016):

(Num tabletas, comprimidos, grageas) *
(gramaje mg) * (NUm cajas vendias al dia, mes, afio)
1000 000

Ventas en kg al dia, mes, afio =

6.1.4 Criterios de inclusion
En la zona referida se registran 257 farmacias, de las cuales se selecciond, con base en un
analisis estadistico, una muestra representativa de 70 farmacias para garantizar la cuantificaciéon
del 95% de la varianza en las ventas. Estos registros fueron comparados con las ventas en dos
hospitales publicos y 13 centros de salud. Se utilizaron datos sobre las presentaciones en

comprimidos, grageas, pastillas y tabletas, con su respectivo gramaje, presentacién y cantidad
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de cajas comercializadas al dia, convirtiendo los datos a kilogramos por afio o en su defecto
kilogramos por dia. Las ventas por farmaco y procedencia fueron comparadas con un andlisis de

U de Mann-Whitney.

El tipo de encuesta fue dirigida, descriptiva, pseudoestratificada, respuesta cerrada y de manera

personal a los encargados de farmacia.

6.1.5 Criterios de exclusién
Se excluyeron las farmacias de especialidades y los farmacos de patente. Asi mismo solo se

utilizaron los datos de las presentaciones de comprimidos, grageas, pastillas y tabletas

6.1.6 Encuestas
El cuestionario incluyd preguntas de abiertas para obtener informacion como: descripcion,
gramaje, presentacion y cantidad de cajas que se comercializan al dia, de: dcido acetilsalicilico,

naproxeno, paracetamol, diclofenaco e ibuprofeno.

6.1.7 Aplicacion del cuestionario
Fueron aplicados a los encargados de farmacia, seleccionadas aleatoriamente en la zona de
Pachuca-Mineral de la Reforma, en un horario de 10:00-14:00 h de lunes a viernes, en el
periodo del estudio. Los datos fueron capturados en una base de datos, que posteriormente fue

refinada para su analisis.
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6.2 Evaluacion de Potencial de Riesgos

6.2.1 Criterios fundamentales de “Evaluacion de Potencial de Riesgo Ambientales y
Efectos a la Salud (EPRAS)”

Es una metodologia como alternativa para la toma de decisiones rapidas, en este caso de los
farmacos (AINEs), la cual es una herramienta que permite identificar situaciones de potencial de
riesgo bioldgico, basada en reportes bibliograficos, observaciones simples y de manera rapida
realizar una evaluacidn sindptica, que permite determinar una variable de manera clara, rdpida,
resumida, que permita obtener resultados aplicables, imparciales y confiables con un propésito

definido (Rodriguez-Anaya et al., 2014).

La capacidad que tienen los AINEs de provocar un dano depende tanto de sus propiedades
toxicolégicas como de las concentraciones ambientales. Estos farmacos tienen diferentes
caracteristicas fisico-quimicas. En la actualidad los farmacéuticos son contaminantes
trascendentales para el medio ambiente y de preocupacién prioritaria (Rodriguez-Alvarez et al.,
2013). En la Tabla IX a-i se da a conocer informacion que fue recopilada en la revision
bibliografica de los farmacos (paracetamol, ibuprofeno. diclofenaco, acido acetilsalicilico y
naproxeno), en cuanto a: cinética ambiental, propiedades fisico-quimicas exposicidn,
biodisponibilidad, sector poblacional, efecto biolégico y otros conceptos importantes de interés

para determinar el potencial de riesgo.

EPRAS se basa en tres criterios fundamentales que afectan la posibilidad de que un riesgo

ostente contra el bienestar de una poblacion:

1. CINETICA AMBIENTAL, se evaltan: origen (hospitalario, centros de reunién, hogares, uso
veterinario, entre otros), presencia (vida media y persistencia ambiental), consumo, cinética
(propiedades fisico-quimicas como solubilidad, coeficiente de particion lipido-agua (lowyow),

volatilidad, factor de bioconcentracién y fotodegradacion.

2. EXPOSICION, BIODISPONOBILIDAD Y SECTOR POBLACIONAL EXPUESTO, se evaltan: presencia
en mas de un medio, presencia en diferentes medios acuaticos, exposicidn, vias de exposicién,

formacién de conjugados (biotransformacion).
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3. EFECTOS POTENCIALES Y REPORTADOS, en este rubro se contemplan: datos reportados y/o
potenciales a nivel de la toxicidad y/o efectos colaterales (mutagénesis, carcinogénesis,
teratogénesis y/o dafio reproductivo), especies u organismos sensibles asi como por presentar

alerta estructural.
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Tabla IXa. Cinética ambiental, propiedades fisico-quimicas exposicién, biodisponibilidad y sector poblacional, asi como efecto bioldgico y

conceptos importantes para la determinacién del potencial de riesgo
PROPIEDADES PARACETAMOL IBUPROFENO DICLOFENACO Acipo NAPROXENO REFERENCIA

ACETILSALICIiLICO

Formula

quimica CgHgNOZ C13H1802 C14H11C|2N02 C9H804 C14H1403 (Feng et al., 2013)

=T

HyC
0 ’ a OH h
>~ CH; CH, OH ]
OH
Estructura HO@NH e, CO UH (TOXNET, 2014)

quimica Cy 0

: A

Peso molecular

( _1) 151.2 206.3 296.2 180.0 230.3 (Feng et al., 2013)
gm

pKa (20 °C)
(logaritmo
negativo de la
constante de 2.3 3.54. 4.1-4.5 3.5 4.2-4.5 (Ziylany Ince, 2011)
disociacion
acida de un
acido débil)

LogKoc
(coeficiente de
absorcion)

2.9 2.5 1.9 1.0 2.5 (Feng et al., 2013)
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Tabla IX b. Cinética ambiental, propiedades fisico-quimicas exposicidn, biodisponibilidad y sector poblacional, asi como efecto bioldgico y
conceptos importantes para la determinacién del potencial de riesgo

PROPIEDADES PARACETAMOL IBUPROFENO DICLOFENACO AciDO NAPROXENO REFERENCIA
ACETILSALICILICO
Movilidad en
un medio Baja Baja Baja Baja Baja (PUBCHEM, 2014)
terrestre
Presion de 5.20x10° 1.86x10™ 6.14x 107 20°C: <1 1.27x10° (Ziylan y Ince, 2011)
vapor (mm Hg)
log Kow
Coeficiente de 2 3.97 superior al umbral 4.5 superior al umbral 226 318 (Bouissou-Schurtz et
particién lipido de3 de3 ' ' al., 2014)
/ agua
Solubilidad a AItame.n.te soluble enagua  Baja solubilidad en agua 2.37 mg/L 2240 mg/L 15.9 mg/L (Chen et al., 2011)
25 °C (solubilidad 14.000 mg/L) de 21 mg/L 5 3700m 940 ppm 15.9 pom o
14000 ppm 21ppm =/pp PP 2 PP
LogKoc
(coeficiente de 2.9 2.5 1.9 1.0 2.5 (Feng et al., 2013)
absorcion)
(Bouissou-Schurtz et
Hidrolisis NO NO NO Sl NO al., 2014;

PUBCHEM, 2014)
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Tabla IX c. Cinética ambiental, propiedades fisico-quimicas exposicion, biodisponibilidad y sector poblacional, asi como efecto bioldgico y

conceptos importantes para la determinacién del potencial de riesgo

PROPIEDADES PARACETAMOL IBUPROFENO DICLOFENACO ACIDO NAPROXENO REFERENCIA
ACETILSALICiLICO
(Grenni et al., 2013;
, , , Bouissou-Schurtz et
3 20 dias 8 dias 3 27 dias
Vida media 20 dias L N 1hr hasta 12.5 dias ) . al., 2014; PUBCHEM,
6.09 Solidos 8.47 Sélidos 14.29 dias Sélidos
2014)
Facilmente Facilmente (Bouissou-Schurtz et

Biodegradabilidad

biodegradable

Biodegradable

Rapida biodegradacién

biodegradable

No biodegradable

al., 2014)

BCF (factor de
bioconcentracion)
en organismos
acuaticos

(Bouissou-Schurtz et
al., 2014)

Biodegradacion
lentat?

50-1400 h lenta

450-480 h lenta

SIN DATO

SIN DATO

SIN DATO

(Pal et al., 2010)

Fotodegracion
Ti2

56-35h

600-9900 h pobre
degradacion

Rapida
fotontransformacion

Susceptible a la
fotolisis directa por la
luz solar

fotdlisis directa en
agua mineral, t;;: 42
min

(Pal et al., 2010)

Formas
metabolicas

Conjugados de sulfato,
cisteina paracetamol,
mercapturato

*2-[4-(2-hidroxil-2-

metil propil) fenil]

acido propidnico

*2-[4-(2-
carboxipropil) fenil]

acido propidnico
*3acido carboxi-

hidratrépico (carboxi-

HA)

*4'-Hdroxy DCF
*4'5-dihydroxy DCF
*3'-hydroxy DCF
*5'-hydroxy DCF
*3" hydroxy-4'-
methoxy DCF

*acido salicilico
*acido orto-hidroxi-
hipurico
*acido gentisico

*6-O-desmetilado
metabolito
*DM-naproxeno

(DRUGBANK, 2014;
TOXNET, 2014)
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Tabla IX d. Cinética ambiental, propiedades fisico-quimicas exposicidn, biodisponibilidad y sector poblacional, asi como efecto biolégico y
conceptos importantes para la determinacién del potencial de riesgo

PROPIEDADES

Concentraciones
en agua dulce-rios
y canales (ng/L)

PARACETAMOL

Norteamérica 24.7-65.2
Europa 59-220
Asia y Australia 4.1-73

IBUPROFENO

Norteamérica 0-34.0
Europa 14-44
Asia y Australia 28-360

DICLOFENACO

Norteamérica 11-82
Europa 21-41

Asia y Australia 1.1-6.8

ACIDO
ACETILSALICiLICO

NAPROXENO REFERENCIA

Norteamérica 70-121 Norteamérica 0-135.2

Europa <0.3-302 Europa <0.3-146
Asia y Australia SIN Asia y Australia 11-
REGISTRO 181

(Pal et al., 2010)

Concentraciones
ng/L EDAR
(Estacion
Depuradora de

Norteamérica

Norteamérica 220-3600

Norteamérica <0.5-
177.1

Norteamérica <1-
5100 Europa 4501-

Norteamérica 47.2—
180 Europa 40-190

Aguas Residuales) Europa 59-220 Europa 134-7100 Europa 460-3300 Asia v Australia 9 840 (Pal et al., 2010)
sia y Australia 9-
Y PTAR (Plantas Asia y Australia 128-548 Asia y Australia 65-1758 Asia y Australia 8.8- y 2098 Asia y Australia 128-
de Tratamiento 1271 548
de Aguas
Residuales)
Remocion con
UV-fotolisis 2 <30% con UV 30-70% con UV (40
— 0, 0,
tratamientos de 30-70% (40 mJ/cm?) (40 mi/cm?) mi/em?) SIN DATO <30% (40 mJ/cm2) (Pal et al., 2010)
aguas
COMPLETA
> 70% de eliminacion Remocion de >70%
. . (0.4 mg O5/mg TOC);
0, .
Tratamientos >70% 2.5 mg/L O; y libre (2.5 mg/L de O3); SIN DATO (Pl et al., 2010)

quimicos

de Cl, 3.5 mg/L

Eliminacion de 30-70%
libre de Cl, (3,5 mg/L)

2.5 mg/L Oy libre de
Cl, 3.5 mg/L

> 70% de eliminacion
(2.5mg/Lde Oy
libre Cl, 3,5 mg/L)
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Tabla IX d. Cinética ambiental, propiedades fisico-quimicas exposicién, biodisponibilidad y sector poblacional, asi como efecto biolégico y

PROPIEDADES

Concentraciones
en agua

conceptos importantes para la determinacién del potencial de riesgo

PARACETAMOL

Afluente y efluente de
planta de tratamiento de
aguas residuales, efluente
de hospital, agua
subterranea USA, rio
Danubio, rio Sava, rio
Tamis, rio Han y agua
superficial Reino Unido

IBUPROFENO

Afluente y efluente de
planta de tratamiento
de aguas residuales,
efluente de hospital,
agua subterranea USA,
agua potable Eslovenia
y Espaiia, Rios de
Rumania, Rio Paraiba do
Sul, rio Po, rio Lambro,
rio Hoje, rio Elver, rio
Tyne, rio Alzette, rio
Mess y lago Alster

ACIDO
ACETILSALICiLICO

DICLOFENACO

Afluente y efluente de
planta de tratamiento
de aguas residuales,
efluente de hospital,
agua subterranea
Alemania, agua potable
USAy Eslovenia, Rios de
Rumania, Rio Paraiba
doSul, rio Hoje, rio
Elver, rio Alzette, rio
Mess, lago Alster y rio
perlas China

Afluente y efluente de
planta de tratamiento
de aguas residuales.
Rios de Rumania,

NAPROXENO

Afluente y efluente
de planta de
tratamiento de aguas
residuales, efluente
de hospital, agua
subterranea USA,
agua potable
Eslovenia, BRASIL,
Rios de ALEMANIA,
Rio Paraiba do Sul, rio
Hoje.

REFERENCIA

(Santos et al., 2010)

Concentraciones
en suelos

Sin reporte

0.1 pg/kg de 4 muestras
México
1.51-5.03 ug/kg

0.35-1.16 pg/kg de 18

. . Sin reporte
muestras Hebei, China P

Sin reporte

(Li, 2014)
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Tabla IX e. Cinética ambiental, propiedades fisico-quimicas exposicion, biodisponibilidad y sector poblacional, asi como efecto biolégico y conceptos importantes para la

determinacién del potencial de riesgo

PROPIEDADES PARACETAMOL

IBUPROFENO DICLOFENACO AciDo NAPROXENO REFERENCIA
ACETILSALICiLICO
. 35 Inglaterra
403 Inglaterra 162 Ingl&?terra 4'.5 Swza. 6.7 Finlandia .
. 25 Suiza 1 Finlandia . (Bouissou-Schurtz
Consumo 95 Suiza . . . 78 Inglaterra 22.8 Australia
(toneladas/afios) 622 Alemania 70 Finlandia 86 Alemania 896 Alemania etal, 2014)
345 Alemania 26 Inglaterra
14.2 Australia 4.4 Australia
Consumo en
Pachuca-Mineral
de la Reforma (Rodriguez-Anaya
1991.74 1593.68 466.29 1150.31 2038.65 etal., 2014)
Suma de
farmacias y

hospitales kg/afio
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Tabla IX f. Cinética ambiental, propiedades fisico-quimicas exposicién, biodisponibilidad y sector poblacional, asi como efecto biolégico y
conceptos importantes para la determinacién del potencial de riesgo

PROPIEDADES

Toxicidad

PARACETAMOL

-DLsg oral ratén : 338
mg/kg MAMIFERO (1)
-DLsg oral rata: 1944
mg/kg MAMIFERO (1)
-LCsq.Daphnia magna
9.2 mg/L(2)
-CLsq (96hr)
Pimephales promelas
814 mg/L (3)
-CE1p Lemna gibba
(planta: lenteja de
agua): >1.0 mg/L (4)
-CEs0(96h)=14.5mg/I
fitoplancton (5)
-CE5o(96h)=22.43 mg/L
Zooplancton (5)

IBUPROFENO

-DLsg oral ratones: 1255
mg/kg (1)
-DLs, oral rata 636 mg/kg
(1)

-DLso raton oral 740 mg/kg
(1)
-CLso(48h).Daphnia magna
9.1 mg/L (2)

-CEsq Vibrio fischeri 19.1
mg/L (6)

-Clso, 96 h Lepomis
macrochirus (pez) 173 mg/L
(6)

-- CEsg Lemna minor
(planta:lenteja de agua):
22.0 mg/L(7)

-CE1p Lemna gibba
(planta:lenteja de agua): >
1.0 mg/L (4)

-CEsp 96h Skeletonema
costatum (alga): 7.1 mg/L
(6)

-DLsg (96h) Lepomis
macrochi
rus (PEZ): 173 mg/L (6)

DICLOFENACO

-LDs, oral ratones: mg/kg (1)-LDsg
oral mono: 3200 mg/kg (sddico) (1)
-LDs, oral perro: 500 mg/kg (sddico)

(2)

-LDs, oral rata: 55-240 mg/kg (1)
-LCso.Daphnia magna: 22.4 mg/L (2)
-ECso 30 min Vibrio fischeri
(bacteria) :11.45 mg/L (6)
-EC50(48h) Daphnia magna 11.45
mg/L (6)

-ECs0(48h) Cerodaphnia dubia
(crustaceo): 22.7 mg/L (6)
-ECsq 7 dias Lemna minor (planta
acuatica vascular):7.5 mg/L (6)
-LOEC(48h) reproduccion
Brachionus calyciflorus (rotifero): 25
mg/L (6)

-LOEC, 10 dias, Danio rerio (pez
cebra): 8 mg/L (6)

- LOEC(96h) crecimiento, S.
capricornutum (alga verde): 20 mg/L
(6)

-LOEC, 7 dias, reproduccion
Cerodaphnia dubia (crustacean): 2.0
mg/L (6)

-LCso(96h) Cyprinus carpio 70.98
mg/L (8)

-LCs50(72h) 0.467 mg/kg Hyalella
azteca (Crustaceo) (9)

ACIDO

ACETILSALICILICO

-LDsq oral ratén:
250 mg/kg (1)
-LD50 ratén oral
1100 mg/kg (1)
-LDsq oral conejo:
1010 mg/kg (1)
-LDsq oral rata:
200 mg/kg (1)
-LDs, oral rata:
1800 mg/kg (1)
LDs oral perro:
700 mg/kg (1)
-LCso.Daphnia
magna 141 mg/L
(2)
-LC5048h Daphnia
magna = 88.33
mg/L (6)

NAPROXENO

-LDsq rata oral:
248 mg/kg (1)
-LDsq ratdn oral:
1234 mg/kg (1)
-LDsq perro oral:
>1000 mg/kg (1)
-LDsq conejillo de
indias oral: 665
mg/kg (1)
-LDsq conejillo de
indias oral: 1400
mg/kg (1)
--LCso Daphnia
magna 43.5 mg/L
(2)

-ECsq Lemna minor
(planta:lenteja de
agua): 24.2 mg/L
(6)

-ECso
Desmodesmus
subspicatus (alga
verde): >320.0
mg/L (6)
-ECsy, Vibrio
fischeri (bacteria):
35 mg/L (6)

REFERENCIA

(1)
(DRUGBANK,
2014)
(3)_(TOXNET,
2014)

(5) (Ferrari et
al., 2003)
(2) (Feng et
al., 2013)
(4) (Crane et
al., 2006)
Ferrari et al.,
2003)
(6) (Cleuvers,

2004; Carlsson

et al., 2006)
(8) (Oviedo-
Gémez et al.,
2010)
(9) (Islas-
Flores et al.,
2013)
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Tabla IX gl. Cinética ambiental, propiedades fisico-quimicas exposicidn, biodisponibilidad y sector poblacional, asi como efecto bioldgico y
conceptos importantes para la determinacién del potencial de riesgo

PROPIEDADES

Efectos clinicos

PARACETAMOL

Nduseas y vomitos,
toxicidad hepaticay la
insuficiencia de
multiples sistemas y
muerte. Dosis altas
durante la maternidad
se han asociado con
dafios en el rifidn fetal
y dafio hepatico.
Afecta a la formacion
de 6rganos en una
primera exposicion en
el primer trimestre de
embarazo.

IBUPROFENO

Edema periférico y
retencién de liquidos.
Puede causar dispepsia,
acidez estomacal, nauseas,
vomitos, anorexia, diarrea,
estrenimiento, estomatitis,
flatulencia, distension
abdominal, dolor
epigastrico y dolor
abdominal. Se han
reportado Ulcera pépticay
hemorragia digestiva.
También puede causar
mareos, dolor de cabezay
nerviosismo. Insuficiencia
renal aguda acompafada
de necrosis tubular aguda.

DICLOFENACO

Los sintomas de sobredosis
incluyen pérdida del

conocimiento, aumento de la

presion intracraneal y la
neumonitis por aspiracion.

humanos y otros mamiferos.

Malestar gastrointestinal,

nauseas y dolor epigastrico,
hemorragia digestiva alta se
puede producir después de la

ingestion aguda o cronica.
Angioedema, urticaria,
picazon, sarpullido, e
hinchazén también se han
reportado con el uso
terapéutico.

Nefritis intersticial, sindrome
nefrético e insuficiencia renal
aguda se puede desarrollar.

Efectos hematoldgicos
incluyen agranulocitosis,
anemia aplasticay
trombocitopenia

ACIDO ACETILSALICILICO
Efectos de la sobredosis
incluyen: tinnitus, dolor
abdominal, hipocalemia,
hipoglucemia, pirexia,
hiperventilacidn, arritmias,
hipotension, alucinaciones,
insuficiencia renal,
confusidn, convulsiones,
coma y muerte en
humanos y otros
mamiferos

Inhibicién del ciclo del
acido citrico (el
metabolismo de hidratos
de carbono); estimulacién
del metabolismo de los
lipidos; inhibicién del
metabolismo del acido
amino; y desacoplamiento
de la fosforilacién
oxidativa. La alcalosis
respiratoria, acidosis
metabdlica, la pérdida de
electrolitos Toxicidad del
sistema nervioso central
(hipoacusia, convulsiones y
coma),hipoprotrombinemia
y edema pulmonar no
cardiogénico.

NAPROXENO

Los sintomas de
sobredosis
incluyen
somnolencia,
ardor de
estomago,
indigestion,
nauseas y
vomitos.

Dolor de cabeza,
fatiga, trastornos
cognitivos
especialmente en
los ancianos.

REFERENCIA

(DRUGBANK,
2014; TOXNET,
2014)
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Tabla IX g2. Cinética ambiental, propiedades fisico-quimicas exposicién, biodisponibilidad y sector poblacional, asi como efecto bioldgico y

PROPIEDADES PARACETAMOL

Asociacion con anemia
fetal e ictericia
neonatal, si la

sobredosis se toma
cerca del término del

embarazo. Puede
haber un mayor riesgo
de aborto espontaneo
con exposiciones en el

primer trimestre.

Efectos clinicos

IBUPROFENO

Los sintomas mas comunes
de sobredosis son dolor
abdominal, nduseas,
vomitos, letargo, vértigo,
somnolencia, mareos e
insomnio. Otros sintomas
de sobredosis incluyen,
pérdida de conciencia,
tinnitus, depresion del SNC,
convulsiones. Puede
ocasionar acidosis
metabdlica, funcidn
hepdtica anormal,
hiperpotasemia,
insuficiencia renal, disnea,
depresidn respiratoria,
coma, insuficiencia renal
aguda, y la apnea
(principalmente en
pacientes pediatricos muy
joévenes)

DICLOFENACO

Hipotension, bradicardia y
taquicardia

Fibrosis pulmonar

La somnolencia, delirio,
letargia, convulsiones,
mareos, desorientacion,
pérdida de conciencia,
tinnitus, dolor de cabeza,
alucinaciones, y la
encefalopatia han sido
asociado con la dosificacion
terapéutica y / o sobredosis
de AINEs

conceptos importantes para la determinacién del potencial de riesgo

ACIDO ACETILSALICiLICO

Ndauseas, vomitos, malestar

epigastrico, hemorragia
gastrointestinal
(tipicamente con crénica 'y
rara vez con la intoxicaciéon
aguda); taquipnea y
hiperpnea; tinnitus,
sordera, sudoracion,
vasodilatacion, hiperpirexia
(raro), irritabilidad,
temblores, vision borrosa,
hemorragias
subconjuntivales. hiper o
hipoglucemia; efectos
sobre la sangre:
hipoprotrombinemia;
efectos sobre el higado:
actividades de
aminotransferasa sérica
aumento (SGOT y SGPT).
Edema pulmonar no
cardiogénico; confusion,
delirio, estupor, asterixis,
coma, edema cerebral
(sélo con intoxicacion
grave); insuficiencia renal
aguda; paro
cardiorrespiratorio (con
sélo la intoxicacion grave).

NAPROXENO REFERENCIA
.Efectos
gastrointestinales
(por ejemplo,
dispepsia,
ulceracién
sangrado).
Disfuncién renal.
Agranulocitosis,
trombocitopenia y (DRUGBANK
pancreatitis 2014:
B triccid TOXNET,
roncoconstriccion 2014)

y asma

La meningitis
aséptica

Hepatotoxicidad e
ictericia

Insuficiencia renal
aguda, azotemia y
sindrome nefrdtico
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Tabla IX hl. Cinética ambiental, propiedades fisico-quimicas exposicidn, biodisponibilidad y sector poblacional, asi como efecto bioldgico y

conceptos importantes para la determinacién del potencial de riesgo
PROPIEDADES

PARACETAMOL

IBUPROFENO

DICLOFENACO

Daiio genotoxico

-Dafio en el ADN,
hamster chino en
células V79 de pulmén
in vitro; Dafio en
células embriogénicas
(SCE) células TA;H de
ratén in vitro; Allium
cepa aberraciones
cromosomicas;
micronucleos en rifidon
de rata ensayo in
vitro; aberraciones
cromosOmicas, en
células Don-6 hamster
chino in vitro;
aberraciones
cromosomicas, en
células de ovario de
hamster chino in vitro;
SCE, linfocitos
humanos in vitro;
aberraciones
cromosdémicas en
linfocitos humanos in
vitro (10)

-Débiles aberraciones
cromosdémicas en células de la
médula dsea de ratén en in
vivo (9); Puede interferir con
diversas vias de sefalizacidn
en la transcripcidn de genes en
las almejas Ruditapes
philippinarum, tales como el
metabolismo de 4cido
araquiddnico, la apoptosis, los
receptores activados por el
proliferador peroxisomal, y el
factor nuclear kappa B.
Ademas, varios genes
implicados en el metabolismo
de los (por ejemplo, glutation
S-transferasa, sulfotransferasa,
citocromo (P450) a ser
afectados significativamente
por la exposicion (12); estrés
oxidativo en Dreissena
polymorpha se evidenciaron
por niveles inducidos de RNAm
en la glandula digestiva de
Catalasa y metalotioneina, asi
como superodxido dismutasa
después de uno y cuatro dias,
respectivamente (13)

-Induce dafios de DNA
que paralizan la
replicacion del ADN, que
conduce a roturas
cromosOmicas, asi como
la sintesis de DNA
translesién y
mutagénesis medida en
células DT40. pollo
genéticamente
modificados y de tipo
salvaje (15)
--Induce estrés oxidativo
en C. carpio,
particularmente en
érganos como el higado
y branquias(9)
--Induce estrés oxidativo
en Hyalella azteca y el
conjunto de pruebas que
se utilizan (peroxidacion
lipidica, el contenido de
proteinas carbonilo,
actividad de las enzimas
antioxidantes)
constituye un
biomarcador de dafio
temprano adecuada para
evaluar la toxicidad de
este grupo farmacéutico
en especies acuaticas (8)

ACIDO
ACETILSALICiLICO

-Alteracion de enzimas
antioxidantes, dafio en
el DNA. Induccidn de
estrés
oxidativo y dafio en
DNA de D. magna (11)

-Aberraciones
cromosOmicas en
células CHL in vitro;
Aberraciones
cromosOmicas en
linfocitos humanos en
vitro; Débiles
aberraciones
cromosOmicas en
fibroblastos humanos
in vitro; Ensayo SCE en
las células de médula
6sea de raton in vivo
débilmente positivo;
Aberraciones
cromosomicas, células
de la médula dsea de
rata en in vivo (10)

NAPROXENO

-Débiles
aberraciones
cromosémicas en
células de la
médula dsea de
ratén en in vivo
(10)

-Estrés oxidativo
inducido por
naproxeno en el
higado de rata la
funcién fisioldgica
del higado a través
de la alteracién de
la excrecion biliar,
gue es reconocido
como un sistema
de desintoxicacion
(20)
-Estrés oxidativo en
D. magna(11)

REFERENCIA

(8) (Oviedo-
Gémez et al.,
2010)

(9) (Islas-Flores
et al.,, 2013)
(10) (Brambilla'y
Martelli, 2009)
(11) (Parolini et
al., 2009)
(12) (Milan et
al., 2013)
(13)(Contardo-
Jaraetal., 2011)
(14) (Saravanan
etal., 2012)
(15) Gémez-
Olivan et al.,
2014)

(16) (Liu et al.,
2012)

(17) (Gonzalez-
Rey y Bebianno,
2014)

(18) (Schmidt et
al., 2011)
(19) (Parolini et
al., 2011)
(20) (Yokoyama
et al., 2006)
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Tabla IX h2. Cinética ambiental, propiedades fisico-quimicas exposicidn, biodisponibilidad y sector poblacional, asi como efecto biolégico y
conceptos importantes para la determinacion del potencial de riesgo

PROPIEDADES

Daiio genotoxico

PARACETAMOL
-Rupturas
monocatenarias de
DNA, micronucleos en
células del higado de
ratones in vivo;
aberraciones
cromosémicas en
células de médula
dsea de raton in vivo;
micronucleos en
linfocitos humanos in
vivo; aneuploidia,
embriones de ratén in
vivo; carcinogénesis a
largo plazo y tumores
en higado de ratén;
leucemia en ratones;
tumores en recto y
colon de ratén (10)

-Estrés oxidativo en
Hyalella azteca (8)

-Estrés oxidativo en
Cyprinus carpio (9)

-Dafio en hemocitos
del DNA de Dreissena
polymorpha 0.2 uM
(11)

IBUPROFENO
-Ligera citogenotoxicidad en
hemocitos de Dreissena
polymorpha mejillédn cebra
a mayor concentracion
aumenta significativamente
tanto dafio genéticoy
celular. Parece tener un
efecto considerable sobre
las actividades de las
enzimas antioxidantes y
desintoxicantes

-Profunda influencia en los
parametros hematoldgicos,
perfiles bioquimicos y
enzimolégicas de carpa
Cirrhinus mrigala y téxico
para los organismos
acuaticos (14)

Dafio en hemocitos del DNA
de Dreissena polymorpha
0.2 uM (12)

Estrés oxidativo en D.
magna (11)

-Estrés oxidativo en
Cyprinus carpio (9)

DICLOFENACO
-Induccidn significativa de las
actividades de superéxido
dismutasa y glutation
reductasa en las branquias,
ademds de una alta actividad
de catalasa y niveles de
peroxidacion lipidica en la
glandula digestiva. La
regulacion de la actividad de
la acetilcolisterasa fue
directamente relacionado con
los niveles de proteina-
vitelogenina como en
hembras expuestas, lo que
indica una alteracidén en la
actividad estrogénica y
funcién de la
neurotransmision colinérgica
(17)

-Induccién de peroxidacion
lipidica en tejidos Mytilus Spp
(Molusco) (18)

-Estrés oxidativo en D. magna
(11)

--Estrés oxidativo en Cyprinus
carpio (9)
-Induccién de la
fragmentaciéon del DNA 41%
de los hemocitos Dreissena
polymorpha (19)

ACIDO ACETILSALICILICO  NAPROXENO

REFERENCIA

(8) (Oviedo-

Gémez et al,,
2010)

(9) (Islas-Flores et
al., 2013)
(10) (Brambilla y
Martelli, 2009)
(11) (Parolini et
al., 2009)a
(12) (Milan et al.,
2013)
(13)(Contardo-
Jaraetal., 2011)
(14) (Saravanan
etal, 2012)
(15) Gomez-
Olivan et al.,
2014)

(16) (Liu et al.,
2012)

(17) (Gonzalez-
Rey y Bebianno,
2014)

(18) (Schmidt et
al., 2011)
(19) (Parolini et
al., 2011)
(20) (Yokoyama
et al., 2006)
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Tabla IX i. Cinética ambiental, propiedades fisico-quimicas exposicion, biodisponibilidad y sector poblacional, asi como efecto biolégico y

conceptos importantes para la determinacién del potencial de riesgo

PROPIEDADES

Dafio crénico

PARACETAMOL IBUPROFENO
-Gyps indicus y Gyps
tenuirostris Entre 2000 y
2003, de adultos y subadultos
tuvieron mortalidad (5-86%) y
disminucidn de las
poblaciones resultantes (34-
95%) el problema se asocid
con insuficiencia renal y gota
visceral debido a la presencia
de este farmaco (21).
-Malformaciones de la
columna vertebral o edema

pericardico, en el pez cebra incluyendo la induccién de
después de la exposicidn de vitelogenia en los peces
embriones de acetaminofén a machos, menos crias por
un nivel de 0,5 pg/L (22) desove y mas huevos por
-Oryzias latipes podria alterar desove. alteraciones
la via esteroidogénica, y por endocrinas (25)
tanto, el balance de las
hormonas sexuales, lo que
aumenta la vitelogénesis en
los peces machos. Alteracion
endocrina (23)-Disruptores
endocrinos putativos son
potentes inhibidores de la
sintesis de prostaglandinas,
tanto en roedores y células
humanos (24)

-Oryzias latipes
reproduccién de peces,

DICLOFENACO Acipo
ACETILSALICiLICO
-Oncorhynchus mykiss dafio
en Rifidn, higado, branquias
y musculo (26)

-Efectos citoldgicos se
encuentran en 1 ug/L, la
concentracidon mas baja
ensayada, en el higado,

rifién, branquias e intestino
de Oncorhynchus.mykiss
después de 28 dias de
exposicion (27)

-0. mykiss concentracion en
bilis (28)

- 0. mykiss concentracion
Plasma de la sangre (29)

- 0.5-50 pg/I Afectan a los
tejidos de las branquias y el
rifién de los peces de agua
dulce, la trucha marrén
(Salmo trutta f. Fario), lo
gue sugiere un posible
riesgo para las poblaciones
de peces (30)

NAPROXENO

REFERENCIA

(21) (Green et
al., 2004)
(22 (Galus et al.,
2013)

(23) (Kim et al.,
2012)

(24) (Kristensen
etal., 2012)
(25) (Han et al.,
2010)

(26) (Schwaiger
et al.,, 2004)
(27) (Triebskorn
et al.,, 2004)
(28) (Mehinto
et al., 2010)
(29) (Lahti et al.,
2011)

(30) (Hoeger et
al., 2005)
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La primera condicién para determinar el potencial de riesgo de AINEs), es que deben estar en el
sitio de estudio; por lo que se requiere de evidenciar su presencia de manera directa por
estudios de quimica analitica o de manera indirecta a través de datos estadisticos, encuestas o
algun otro método cualitativo y/o cuantitativo que compruebe su presencia. Las evidencias
pueden estar basadas en informacién de su fabricacién, origen en el ambiente, liberacién

(fuente de emisidn), uso o almacenaje.

Para valorar los aspectos anteriores, se disefiaron 19 preguntas con base a la Tabla IX a-i, con 3
a 5 opciones o variables analizar, con valores numéricos del 1-5 asignados para su facil
interpretacion, siendo el uno el de minimo potencial de riesgo y el cinco el de maximo potencial
de riesgo. En el caso de no existir un dato o referencia bibliografica se le asignara un valor de 1,
debido a la incertidumbre; la seleccion de las variables fue entorno a las diferencias observadas
de la Tabla IX a-i, que reflejen variables significativas en: exposicion, sectores expuestos y

peligrosidad en general de los farmacos a evaluar.

Los datos generados se vertieron en una matriz de dos vias con 19 variables que corresponden a
los 19 cuestionamientos, para culminar la metodologia se suman los valores asignados y el valor
mayor corresponde al farmaco con mayor potencial de riesgo. Los valores maximos posibles a
obtener de cada medicamento son 95 puntos y el menor 19. Las categorias corresponden al
potencial de riesgo alto de 95-71 puntos, identificado con el color rojo, potencial de riesgo
intermedio de 70-47 puntos, con el color amarillo, potencial de riesgo bajo de 46-23 puntos, con
el color verde claro y finalmente, potencial de riesgo nulo, igual o menor a 22 puntos, con el
color verde obscuro; las categorias asignadas permitieron determinar el compuesto con mayor
o0 menor potencial de riesgo, asi como establecer qué factores influyeron en ello, ademas de un

orden jerarquico

Los valores numéricos se basan en datos generados en estudios de campo y/o investigaciones
previas, principalmente publicado en articulos cientificos de caracter internacional, asi como
informes técnicos, normas oficiales y listados, entre otros; permite identificar cuales son las

variables que sustentan los criterios, permitiendo discernir entre el efecto y sus causales.
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6.2.2 Cuestionario

1.

2.

Origen. Numero de fuentes de contaminacion de los compuestos a evaluar, pudiendo
existir para el caso de AINEs fuentes de origen como: hogares, centros de reunién

(escuelas, trabajos, etc.), hospitales, uso veterinario, entre otros.

Ma3as de dos=5
Dos fuentes=4

Una=3

o 0 ® »

Desconocida=1

Consumo. Con base en las estadisticas y en datos de comercializacidn se establece qué
compuestos a evaluar, en este caso AINEs, es el que mas prevalece en el consumo de
una poblacién local o en su caso registros de datos mundiales. Con este indicador se
puede establecer de manera indirecta que farmaco estara en mayor concentracién en el

ambiente.

A. Farmaco en el primer lugar y segundo en recetas médicas en hospitales, ventas
farmacias locales y/o datos de comercializacién internacional=5

B. Farmaco en el tercer lugar de recetas médicas en hospitales, farmacias locales y/o
datos de comercializacién internacional= 4

C. Farmaco en el cuarto y quinto lugar de recetas médicas en hospitales, farmacias
locales y/o datos de comercializacién internacional= 3

D. No se cuenta con el dato=1
Presencia. Tiempo o duracidon de los compuestos a evaluar en el ambiente, su vida

media, lo cual es importante en el criterio de que, a mayor persistencia mayor

peligrosidad ambiental, segin NOM-165-SEMARNAT-2013.
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A. Permanentes (Mas de 50 dias)=5

B. Persistentes (30-50 dias)=4

C. Moderadamente persistentes (15 a 30 dias)= 3
D

. No persistentes (1 a 15 dias)=1

4. Ingreso. Frecuencia o temporalidad en el ambiente de los compuestos a evaluar;
permanente refiere a un ingreso continuo a lo largo de un afio; temporal por un ingreso
por periodos definidos y repetitivos; esporadica o aleatoria se refiere a ingresos

irregulares.

Alto ingreso (Permanente)=5
Mediano Ingreso (Temporal)= 4

Bajo ingreso (Esporadica-aleatoria)= 3

o0 ® »

No se cuenta con informacion=1

5. Solubilidad en agua. Basada en la clasificacidon de Badii-Zabeh y colaboradores (2005), en
donde la identificacién de la variable puede inferir en mayor movilidad en los sistemas
acuaticos y mayor biodisponibilidad. A mayor solubilidad mas movilidad; las sustancias
con solubilidad acuosa mayor a 500 partes por millén (ppm), son muy méviles en el
ecosistema y a sistemas bioldgicos; sustancias con una solubilidad acuosa mayor a 25
ppm hasta 500 ppm, presentan un solubilidad media, en tanto que aquellos con una
solubilidad acuosa menor a 25 ppm, tienden a inmovilizarse en los suelos. (Cinética

ambiental).

Alta Solubilidad (Mayor a 500 ppm)=5
Solubilidad media (25 a 500 ppm)=4

Baja solubilidad (Menor a 25 ppm)=3

o 0w >

No se cuenta con informacién=1
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6. Solubilidad en agua. Basada en la clasificacion de Badii-Zabeh y colaboradores (2005),
en donde la identificacién de la variable puede inferir mayor persistencia en el
organismo, debido a que sustancias con alta solubilidad entran rdpido al organismo y de
la misma manera se excreta, en cambio sustancias con baja solubilidad permanecen mas
tiempo. Sustancias con solubilidad acuosa menor a 25 ppm tienden a concentrarse en
los organismos vivos, sustancias con una solubilidad acuosa de 25 ppm a 500 ppm, se
concentran de manera media en los organismos. Las sustancias con solubilidad acuosa

mayor a 500 ppm, son de persistencia baja en organismos.

A. Baja solubilidad menor a 25 ppm=15
B. Solubilidad acuosa mayor a 25 ppm=4
C. Solubilidad mayor a 500 ppm= 3

D. No se cuenta con informacion=1

7. Presion de vapor. Determina su volatilidad. Se relaciona con una movilidad a la
atmésfera y biodisponibilidad en el aire al respirar. Mayor a 10> mm de Hg y a 25 °C son
muy volatiles, por lo tanto tienen una gran movilidad y se dispersan hacia la atmdsfera;
existen sustancias ligeramente volatiles, menos moviles, con presiones entre 10 y 10°®
mm de Hg a 25 °C y las no volatiles que son mas persistentes en suelos y agua, con

presién de vapor menor a los 10”7 mm de Hg (Badii-Zabeh et al., 2005).

A. Altamente volatiles (Mayor a 10> mm de Hg)=5
B. Ligeramente volatiles (10 y 10°® mm de Hg)= 4
C. No volatiles (107 mm de Hg)=3

D. No se cuenta con informacion=1

8. Factor de bioconcentracion (BCF). Es la cifra que expresa, la relacién entre la
concentracion de la sustancia en un organismo y la concentracion de la misma en el

ambiente. Se calcula dividiendo, concentracidn en tejidos entre concentracién de
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10.

exposicién o en el medio circundante (INECC, 2014). Generalmente el BCF es mayor o
igual a 1.0 es potencialmente bioacumulativo y un BCF mayor o igual a 100 es altamente
bioacumulativo (Badii-Zabeh et al., 2005). Segun los criterios adversos para el medio
ambiente de la NOM-165-SEMARNAT-2013 una sustancia con un BCF mayor o igual 500
es altamente bioacumulable. Este rubro trata de establecer la posibilidad de que un
compuesto ingrese y persista dentro de un sistema bioldgico, con base al equilibrio entre

sus propiedades fisico-quimicas y la via de exposicién.

A. Extremadamente bioacumulativo (BCF mayor o igual a 500)= 5
B. Alto factor bioacumulativo (BCF mayor o igual a 100)=4
C. Potencialmente bioacumulativo (BCF mayor o igual a 1.0)= 3

D. No se cuenta con informacion=1

Coeficiente de particion lipido / agua (lowy.w). Informacion indirecta sobre la
solubilizaciéon y distribucién en un organismo vivo; los contaminantes con bajos valores
de Kow menor a 10 son compuestos hidrofilicos y si Kow mayor a 10* son compuestos
hidrofdbicos (Badii-Zabeh et al., 2005). Segun los criterios de bioacumulacién de NOM-
165-SEMARNAT-2013 en donde se menciona que si el log kow es mayor o igual 4 es

bioacumulable.

Altamente bioacumulable (>4)=5
Medianamente bioacumulable (2-4)= 4

Baja bioacumulacién (1-2)=3

o 0 ® »

No se cuenta con el dato=1

Fotodegradacion. Se refiere a las propiedades de los compuestos de ser permanentes o
disminuir con el tiempo en funcién de la descomposicion, debido a la exposicién a la luz
solar. Entiéndase que un compuesto con menor fotodegradacién, tienen mayor

permanencia en el ambiente y mayor peligrosidad.
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o0 ® >

12.

o 0o ®= »

Sin fotodegradaciéon=5
Pobre fotodegradacién= 4
Rapida fotodegradacion= 3

No se cuenta con el dato=1

. Presencia en mas de un medio. Permite determinar peligrosidad de los compuestos a

través de una relacion lineal al incremento de ambientes, en donde se puede distribuir

un contaminante.

A. En diferentes medios abidticos (Agua, aire, y/o suelo) y bidticos= 5
B. Dos o mas medios abidticos (Agua, aire y/o suelo)= 4
C. Un medio abidtico (Agua, aire o suelo)=3

D. No se cuenta con el dato=1

Presencia en diferentes medios acuaticos. Es la presencia de los compuestos a evaluar
en medios acuaticos, entendiéndose que a mayor cantidad de medios acuaticos, en los
gue se distribuye el compuesto, mayor la posibilidad de contacto con sistemas biolégicos

y con humanos.

Agua potable, subterranea, superficial, afluente y efluente de aguas residuales =5
Agua subterranea, superficial, afluente y efluente de aguas residuales=4
Agua superficiales , afluente y efluente de aguas residuales=3

Afluente y efluente de aguas residuales=1

. Exposicion. El indicador trata de establecer la posibilidad combinada de ejercer un

efecto bioldgico, basada en el contacto fisico entre los compuestos a evaluar, en este
caso AINEs y humanos, contra el nimero de ambientes o medios en donde se encuentre

disperso y/o por el consumo elevado debido a la automedicacidn y/o receta médica.
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14.

o0 ® p

15.

Posibilidad de exposicion alta (Multiples contactos y alto consumo)=5
Posibilidad de exposicion media (Multiples contactos y consumo medio)= 4

Posibilidad de exposicidn baja (Multiples contactos con bajo consumo)=3

o 0 ® >

Posibilidad de exposicidon desconocida= 1

Formacion de metabolitos. Establece si los compuestos de interés forman metabolitos
primarios o secundarios, que pueden ser detectados a través de la excrecién, lo cual
aumenta su peligrosidad en el ambiente, debido a que el compuesto y sus metabolitos,

pueden ejercer efectos secundarios, lo cual los cataloga como mds peligrosos.

Alta peligrosidad (5 o mds metabolitos)=5
Media peligrosidad (de 2 a 4 metabolitos)= 4
Baja peligrosidad (1 metabolito)= 3

No se cuenta con el dato=1

No forma metabolitos= 0

Efecto bioldgico. Se mide a través de la peligrosidad de los compuestos a evaluar, con
base a su: concentracidén, datos reportados de toxicidad, efectos secundarios en

diferentes bioensayos e incluso en humanos.

A. Alta peligrosidad. Efectos clinicos y/o efectos secundarios en pruebas in vitro en
humanos=5

B. Media peligrosidad. Efectos secundarios en bioensayos= 4

C. Baja peligrosidad. Solo datos de efectos toxicos= 3

D. No se cuenta con el dato=1

16. Efecto Bioldgico. Capacidad que tienen los compuestos a evaluar de ocasionar dafos

bioldgicos en humanos u otros sistemas mamiferos, in vivo o in vitro; basado en efectos

toxicos, genéticos, carcinogénicos y/o reproductivos.
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17.

18.

o 0 ® »

Alta peligrosidad. Humanos in vivo= 5
Media peligrosidad. Sistemas mamiferos y humanos in vitro= 4
Baja peligrosidad. Sistemas mamiferos= 3

No se cuenta con el dato=1

Efecto Bioldgico. Capacidad que tienen los compuestos a evaluar de ocasionar dafios

bioldgicos en sistemas no mamiferos, in vivo o in vitro; basado en efectos tdxicos,

genéticos, carcinogénicos y/o reproductivos.

m o 0o ® 2

Alta peligrosidad. En 2 o mas sistemas en diferente escala evolutiva= 5
Media peligrosidad. Solo en sistemas animales= 4

Baja peligrosidad. Solo en sistemas vegetales= 3

Poca peligrosidad. Solo en sistemas procariontes= 2

No se cuenta con el dato=1

Efecto Biologico. Este rubro trata de establecer la capacidad dano biolégico de los

compuestos a evaluar, con base en la estructura quimica reportada, identificando la

presencia de alguna alerta estructural (Tennant y Ashby en 1991) (Fig. 7).

Alta peligrosidad. Con dos o mas grupos sustituyentes considerados con alerta
estructural=5

Media peligrosidad. con un grupo sustituyente considerado con alerta estructural=3
Baja peligrosidad. se desconoce si tiene algin grupo sustituyentes considerados con

alerta estructural=1
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19. Efectos adversos al ambiente. Este rubro trata de establecer de acuerdo con la NOM-
165-SEMARNAT-2013, las sustancias quimicas que se producen o usan en el pais y al ser
emitidas o transferidas, causan efectos adversos al medio ambiente, debido a su
toxicidad, persistencia ambiental y bioacumulaciéon, de acuerdo con los criterios

establecidos en los apéndices

A. Alta peligrosidad. Las sustancias quimicas que cumplan con al menos un criterio de
toxicidad del Apéndice 3.2 en combinacion con el criterio de persistencia ambiental y
alguno de bioacumulacién, establecidos en la NOM-165-SEMARNAT-2013=5

B. Mediana peligrosidad. Las sustancias quimicas que cumplan con al menos uno de los
criterios de toxicidad del Apéndice 3.2 en combinacién con el criterio de persistencia
ambiental o alguno de bioacumulacion, establecidos en la NOM-165-SEMARNAT-
2013=4

C. Peligrosidad. Las sustancias quimicas que cumplan con al menos uno de los criterios
de toxicidad del Apéndice 3.2 o con el criterio de persistencia ambiental o alguno de

bioacumulacion, establecidos en la NOM-165-SEMARNAT-2013= 3

D. No se cuenta con el dato=1
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ALERTA ESTRUCTURAL
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D)ANILLOS AROMATICOS N-OXIDOS

E)GRUPO AROMATICOS MONO Y DIALQUILAMINOS
F)ALQUILHIDRAZINAS
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M)AZIRIDINILOS AROMATICOS Y ALIFATICOS

N) SUSTITUYENTES PRIMARIOS ALQUILADOS AROMATICOS Y ALIFATICOS
O) DERIVADOS URETANOS

P)ALQUIL NITROSAMINAS

Q) AMINAS AROMATICAS Y SUS ESTERES

R) EPOXIDOS ALIFATICOS Y OXIDOS AROMATICOS
S)CENTRO DE REACTIVIDAD DE MICHEL
T)HALOMONOCARBONADCS

Fig. 7 Molécula hipotética con diferentes grupos sustituyentes considerados con alerta
estructural (Tennant y Ashby 1991)
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6.3 Prueba DarTa (Danio rerio teratology assay) bioensayos de toxicidad y teratogénesis
6.3.1 Adquisicidn y desinfeccion de organismos experimentales
Se llevd a cabo en un periodo de dos semanas, en los cuales, se toman en cuenta criterios de
inclusién y exclusién: tamafo, estado de salud y conducta. El acuario de 70 litros se acondiciond
con un filtro bioldgico, aeracidon constante, calentador de 100 Watts con temperatura
controlada entre 27 + 1 °C (Fig. 8) (Rivera, 2006; Walker et al., 2006; Gaytan et al., 2008; Brox et
al., 2014).

Fig. 8 Adquisicion y desinfeccidon de organismos experimentales

6.3.2 Lote de mantenimiento de los organismos
Al culminar las dos semanas, se contabilizaron los organismos, que no excedié de los 60
individuos. La pecera de 70 litros se mantuvo, en condiciones fisico-quimicas éptimas (Tabla X),
de igual manera se llend otra de la misma capacidad y mismas condiciones “pecera de agua de
reposo” (Fig.9) con la finalidad de utilizarla en los recambios de agua diarios para no afectar las

condiciones ideales (Westerfield, 1995; Rivera, 2006).
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Condiciones

Tabla X. Condiciones fisico-quimicas 6ptimas (adaptada de Gonzalez, 2005; Rivera, 2006;

Gaytan et al., 2008; Tetra Test Kit ®, 2015)

Condiciones optimas

Efectos negativos de malas

fisico-quimicas

condiciones

Evaporacién, formaciéon de algas,

No recomendada de manera favorece la ovoposicion de adultos,
Luz solar . . .
directa al acuario en alevines afecta el desarrollo
embrionario
271 2C en acuarios alejados de Evaporacion, desarrollo de
Temperatura parrilla, estufa o equipos que protozoarios, formacién de micro-
produzcan calor algas
Dureza
°dH grado aleman 6-16 °dH Metabolismo de los peces
(Deutsche Harte )
Carbonatos totales . Fluctuaciones pone en riesgo la
3-10°dH .
KH salud de la poblacién
NO 0.3-0.8 mg/L Demasiados nitritos reduce la
2 Tolerable hasta 1.6 mg/L capacidad de transporte de oxigeno
pH pH 7-8 No determinado

Corrientes de aire

Ventanas cerradas o cualquier
orifico

Instalaciones

Mantenimiento del equipo

Contaminacion por polvos o
particulas
Revision diaria para buen

funcionamiento
Lugar aislado para evitar el estrés
de los peces

Espacio

Suficiente para manipulacion de
organismos

Espacio intra pecera: se debe
considerar un equilibrio entre
capacidad de pecera con peces
guedando una proporcién en 1
litro- 5 peces. Espacio inter peceras:
entre peceras deben tener un
espacio de 10 cm. Para realizar
observaciones
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Fig. 9 Agua en reposo con las condiciones fisicoquimicas especificas

La alimentacién se administré en funcién de los requerimientos nutricionales especificos, es
decir, de acuerdo a la etapa de desarrollo; los adultos se alimentan tres veces al dia con
alimento seco (Hojuelas Wardley), agregandoles la cantidad necesaria para alimentarlos
durante cinco minutos, transcurrido el tiempo se elimina el sobrante para evitar contaminacion.
Durante la etapa de reproduccién se requiere un mayor aporte de lipidos y carbohidratos, es
por ello que su dieta se complementd con alimento vivo de Artemia sp o en su caso Daphnia
magna con la finalidad de obtener mayor nimero de huevos en cada ovoposicidn. Otro factor
importante es el recambio de agua, el cual, se realizé diariamente, eliminando el 50% de la

misma y agregando agua en reposo para el llenado (Rivera, 2006; Lawrence, 2007).
6.3.3 Induccion conducta reproductiva

Se seleccionaron los peces con tallas grandes; la edad en la que los organismos son mas fértiles
es entre los 8 y 16 meses. Para asegurar la fecundacidn y la ovoposicién, se separaron machos y
hembras en acuarios con las mismas condiciones fisico-quimicas ya mencionadas, estos se
separan una semana antes de la fecha anunciada, para la reproduccién y ovoposicidn, ademas
se mantuvieron con un fotoperiodo constante, de 12 horas luz y 12 oscuridad. Para iniciar la
reproduccién, los peces se colocan en la proporcién ideal de tres machos y dos hembras 3:2, en
una pecera de 4 litros con una malla fina, esta malla (red de maternidad) tiene el tamarfio
suficiente para que los huevos traspasen los orificios, los embriones por su misma densidad se
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depositan en el fondo de la pecera y la malla evita que los ejemplares adultos lleguen a estos,
evitando el canibalismo. El nimero de huevos obtenidos con la proporcion 3:2 no fue suficiente,
la problematica se resolvid realizando cruzas masivas de 50 hembras y 70 machos, en una
pecera de 70 litros utilizando una red de maternidad de mayor tamafo, obteniendo un nimero

elevado de embriones (Fig. 10) (Trevarrow y Robison, 2004; Lawrence, 2007).

Fig. 10 Organismos en pecera de reproduccién con red de maternidad

Los huevos no son adhesivos entre si ni con la superficie, por lo que fueron depositados en el
fondo de la pecera, para su recoleccién se utilizé un sifon. La eclosion ocurre aproximadamente
a las 72 horas de su desarrollo; a temperaturas bajas, el tiempo de eclosién se incrementa

notablemente. Se mantuvo una buena aeracion y una limpieza estricta (Kimmel et al., 1995).

6.3.4 indice de ovoposicién, viabilidad y eclosién

La colocacion de machos y hembras en maternidades, se realizé un dia antes del experimento,
con la finalidad de optimizar las ovoposiciones. La sobrevivencia de los huevos, se detectd a
través de la frecuencia de eclosidn, la cual, se favorecia cuando los huevos eran traslados a un
cristalizador. El traslado de los embriones, de |la pecera al cristalizador, se realizé en un intervalo
no mayor de 2 h, para evitar la contaminacién de los embriones por las heces de los adultos,
restos de comida y muerte por perdida del corion, ante la posible presencia de hongos y

protozoarios.
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Para evaluar el indice de viabilidad y fertilidad, los huevos obtenidos se colocaron en matraces
Erlenmeyer de 125 mL, llenados hasta 100 mL con agua en las condiciones ya reportadas, con
constante aireacién y se sumergieron un 70% en peceras de 20 L, efectuando un bafio maria

gue mantenia la temperatura del agua de los frascos a 24+1 °C (Fig. 11) (Lawrence, 2007).

6.3.5 Produccion de huevos para la prueba DarTa

Las pruebas de toxicidad y teratogénesis con embriones, inician después de la fertilizacidn, en el
intervalo de 0-4 horas después que sucede de la fecundaciéon (estado de 128 células).
Comenzando la exposicién sin el minimo contratiempo, se seleccionaron de 20 a 30 huevos
viables al azar por grupo de tratamiento, la seleccién se realizé a través de un microscopio
estereoscdpico binocular, los huevos no viables son opacos y se desecharon. Los huevos viables
se transfirieron a un matraz de Erlenmeyer de 125 mL, que contenian 100 mL de las diferentes
concentraciones problema, ademas de los controles de agua y etanol al 0.5% cuando era
requerido. Los matraces experimentales se sometieron a constante aireacion y se sumergieron
un 70% en peceras de 20 L, que contenia agua en reposo, calentador regulable de 100 W,
bomba de oxigeno que recirculaba el agua, permitiendo que la temperatura del agua fuera
homogénea en toda la pecera (24+1 °C), durante las 72 hrs de exposicidn. Este esquema aplica

para pruebas de toxicidad y teratogénesis (Fig. 11).

6.3.6 Validacidon del etanol como un control negativo

Exposiciones de concentraciones de etanol al 2.9%, presentan anormalidades fisicas notables y
las tasas de mortalidad altas. Los embriones expuestos a etanol durante un periodo de 0-8
horas después de la fertilizacion a una concentracién de 1.5%, se observa que no hay diferencia
estadistica significativa entre las tasas de supervivencia con los controles (Bilotta et al., 2004). El
etanol es necesario, porque se agrega a las pruebas realizadas con los farmacos con baja
solubilidad a 25 °C que son: diclofenaco, naproxeno e ibuprofeno, en el caso del acido
acetilsalicilico y paracetamol (acetaminofén) que son altamente solubles en agua a 25 °C no se

utilizo este disolvente organico (Chen et al., 2011).
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Peceras de 70 litros con lote
de reproduccion

Red de maternidad y huevos.
Los huevos se absarben con
un sifon para su futura
Tevision

Viabilidad de los embriones.
Observacion a través de un
microscopio  estereoscdpico
bifocal vista 1xy 4x
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Huevos colocados en caja R
Peti o cristalizador, ™~ _ -~
previamente se elimina
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residuos de comida
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Embriones viables

Embriones no viables
(coagulacidn)
Desechados

Tratamiento

Se colocan de 20 a 30 huevos viables
seleccionados al azar en un matraz
Erlenmeyer de 125 ml que contiene
100 ml de la concentracién problema,
control positivo yfo control negativo

60 huevos por tratamiento
toxico, control positivo ylo
control negativo

150 huevos por tratamiento
teratogénico, control positivo
ylo control negativo

Revision de embriones para determinar la concentracion letal 50
y las concenfraciones subtdxicas, Revision a las 24, 46 y 72
horas de exposicidn

«

Determinacion del tipo de malformacion en columna vertebral
y frecuencia. Revision a las 72 horas de exposicion

Exposicion

.__pl

B e S

Los matraces experimentales se
someten a constante aireacion y se
colocan sin rebasar la boguilla en
peceras de 20 litros calentdndolos
de manera indirecta por conveccion
térmica a 25:1°C

Eclosion

Fig. 11 Esquema general de prueba DarTa para ensayos de toxicidad y teratogénesis (adaptado
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Para validar al etanol como un control negativo de toxicidad y teratogénesis, se utilizaron 540
embriones, 30 embriones por matraz Erlenmeyer de 125 mlL, que contenian 100 mL de
concentracion problema, en este caso etanol al 0.5%, ademas se utilizaron 540 embriones en
control de agua en reposo, para equiparar los resultados; la revisiéon de los embriones, para
determinar mortalidad se realizd a las 24, 48 y 72 horas de exposicién, se realizé el mismo

procedimiento que se muestra en la (Fig. 11).

6.3.6.1 Andlisis estadisticos para validar al etanol, como control negativo
Con los datos obtenidos de mortalidad en los controles, se realizé un analisis estadistico; en
primera instancia, para determinar la distribucion normal de los datos, al comprobar este
supuesto, se utilizdé una prueba paramétrica de Andlisis de Varianza de dos vias (ANOVA), que
permite medir el efecto de dos o mas factores (variables independientes) sobre una
determinada variable de respuesta (dependiente); en este caso determinar si la concentraciéon
del etanol al 0.5% y el tiempo de exposicidon tenian efecto sobre la mortalidad de los embriones

en donde:

A1) Hipdtesis nula. No existe efecto del control agua y el control etanol al 0.5% sobre la

mortalidad.

A2) Hipdtesis alternativa. Existe efecto del control agua y el control etanol al 0.5% sobre la

mortalidad

B1) Hipodtesis nula. No existe efecto del tiempo de exposicidn al control agua y el control etanol

al 0.5% sobre la mortalidad.

B2) Hipodtesis alternativa. Existe efecto del tiempo al control agua y el control etanol al 0.5%

sobre la mortalidad.

C1) Hipdtesis nula. No existe efecto de la interaccion del control agua y el control etanol al 0.5%

con el tiempo de exposicion.

C2) Hipotesis alternativa. Existe efecto de la interaccion del control agua y el control etanol al

0.5% con el tiempo de exposicion.
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De manera adicional, se realizé la prueba de Levene y Bartlett, para comprobar homogeneidad
de las varianzas, en ambos casos, sirven para comprobar el supuesto de homocedasticidad,

haciendo mas confiable la prueba de ANOVA de dos vias.

Al encontrar diferencias significativas, en la prueba de ANOVA de dos vias, se realizdé un andlisis
de Tukey el cual permite comparar pares de medias. Se le considera una prueba de rango fijo
porque solo utiliza un valor (W) para todas las posibles comparaciones, el analisis permite

identificar las diferencias o similitudes entre los distintos tratamientos.

6.3.7 Valoracion del efecto toxico de los cinco farmacos
Se determind la toxicidad de los cinco farmacos AINEs (acido acetilsalicilico, paracetamol,
naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno) a partir de probar diferentes concentraciones al azar, con
la finalidad de establecer la curva de dosis-respuesta de cada farmaco respectivamente, la cual

permite determinar la recta de la correlacién de la regresion lineal ("r*"

) con respecto a la
concentraciéon empleada y las muertes cuantificadas, para determinar la concentracién letal 50
(CLsp) y a partir de esta, determinar dosis subtdxicas para pruebas de teratogénesis, ademas de
concentraciones toxicas. Si r’ es cercano o igual a 1, el ajuste es excelente vy las predicciones
realizadas a partir del modelo obtenido serdn alta confiabilidad (el modelo obtenido resulta
verdaderamente representativo); si r’ es cercano o igual a O, se tratara de un ajuste malo en el

gue las predicciones que se realicen a partir del modelo obtenido no seran fiables (el modelo

obtenido no resulta representativo de la realidad).

Se utilizaron 60 huevos viables por concentracion del farmaco de interés, 20 huevos por matraz
Erlenmeyer de 125 mL, que contenian 100 mL de concentracién problema, la disolucidn consté
de agua en reposo, afiadiendo etanol absoluto al 0.5% (Unicamente para: ibuprofeno,
diclofenaco y naproxeno) y afadiendo la cantidad de analito correspondiente del farmaco
problema, esta disolucién se llevd a cabo en agitacién constante, se utilizdé un control de agua
en reposo por concentracidon problema y cuando aplicaba para farmacos no solubles, se
utilizaron controles de etanol al 0.5%, para determinar mortalidad se realizé a las 24, 48 y 72

horas de exposicion, se realizd el mismo procedimiento que se muestra en la (Fig. 11).
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6.3.7.1 Andlisis estadisticos para valoracion del efecto toxico de los cinco farmacos
De manera adicional, con los datos obtenidos de toxicidad, se realizé un analisis estadistico; en
primera instancia, para determinar la distribucién normal de los datos, al comprobar este
supuesto, se utilizé una prueba paramétrica de Analisis de Varianza de dos vias (ANOVA), en
este caso determinar si la concentracidn del farmaco y el tiempo de exposicidén tenian efecto

sobre la mortalidad de los embriones en donde:

A1) Hipodtesis nula. No existe efecto de la concentracion del farmaco sobre la mortalidad.

A2) Hipotesis alternativa. Existe efecto de la concentracion del farmaco sobre la mortalidad.

B1) Hipodtesis nula. No existe efecto del tiempo de exposicidn al farmaco sobre la mortalidad.
B2) Hipodtesis alternativa. Existe efecto del tiempo de exposicidn al farmaco sobre la mortalidad.

C1) Hipdtesis nula. No existe efecto de la interaccion de la concentracidon del farmaco vy el

tiempo de exposicion.

C2) Hipétesis alternativa. Existe efecto de la interaccidon de la concentracion del farmaco y el

tiempo de exposicién.

De manera adicional, se realizé la prueba de Levene y Bartlett, para comprobar homogeneidad
de las varianzas, en ambos casos, sirven para comprobar el supuesto de homocedasticidad,

haciendo mas confiable la prueba de ANOVA.

Al encontrar diferencias significativas, en la prueba de ANOVA de dos vias, se realizd un andlisis
de Dunnet (comparaciones multiples con un testigo) con la finalidad de validar las CLsy,
concentraciones téxicas (concentraciones superiores a Clsg) y concentraciones subtdxicas
(concentraciones inferiores a la ClLsg). El tener evidencia de que las concentraciones que estan
por debajo de la CLsp permiten establecer dosis subtdxicas para experimentos de teratogénesis,
ya que al utilizar concentraciones superiores a la CLsg encubre efectos teratogénicos al causar la

muerte de mas del 50% de la poblacion experimental.
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6.3.8 Tratamiento para evaluar daiio teratogénicos en columna vertebral de los cinco
farmacos

Después de validar las CLsg y concentraciones subtodxicas de cada farmaco, se procedioé a evaluar
el efecto teratogénico en columna vertebral, para esto, se emplearon 150 embriones de entre
4-10 horas de embriogénesis, divididos en cinco muestras de 30 embriones (5 matraces
Erlenmeyer de 125 mL con 30 embriones cada uno) por concentracion problema (100 mL), las
cuales corresponden a las concentraciones proximales a Clsg, Clys, Clis 5 ¥ Clgos mas un control
de 30 embriones en una concentracién de agua en reposo (un control por cada concentracion
problema) y cuando aplicaba para farmacos no solubles, se utilizaron controles de etanol al
0.5%, posteriormente se siguid el procedimiento de la Figura 11. Los organismos se revisaron a

las 72 horas, en donde se cuantifico el nUmero de malformaciones ademas del tipo de estas.

6.3.8.1 Andlisis estadisticos para determinar efecto teratogénico de los cinco farmacos
De manera adicional con los datos de frecuencia de malformaciones, se realizéd un analisis para
determinar la distribucidn normal de los datos, en este caso los datos de teratogénesis no
siguen una distribuciéon normal, por lo tanto, se utilizaron pruebas no paramétricas; en primer
lugar andlisis de Kruskal-Wallis, el cual permite identificar si existen diferencias significativas
entre tratamientos, en este caso si la concentracién evaluada es teratogénica con respecto a los
controles. En caso de existir diferencia significativa, la frecuencia de malformaciones en
columna vertebral, se analizé por medio de una prueba U de Mann-Whitney, la cual es una
prueba no paramétrica alternativa de t-Student para dos muestras independientes, y se utiliza
para comparar si dos poblaciones tienen la misma distribucidn de probabilidades o bien si
tienen la misma mediana. Sirve para conocer diferencias entre los distintos tratamientos
(concentraciones) con respecto al efecto que provocan en los embriones (teratogénesis) pero
dando relevancia a evidenciar que concentraciones provocan un efecto teratogénico con

respecto a los controles en donde:

Hipotesis nula (Ho)= Mx=My. Las medianas de malformaciones en columna vertebral son iguales

entre los dos grupos de tratamientos de los fdrmacos de interés (concentraciones).
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Hipdtesis alternativa (Ha)= Mx£My. Las medianas de malformaciones en columna vertebral son

diferentes entre los dos grupos de tratamientos de los farmacos de interés (concentraciones).

Entorno a las malformaciones reportadas en columna vertebral, se dividid el cuerpo del
organismo en tres areas: cefdlica, media y caudal (Fig. 12), para identificar de manera mas
sencilla la parte afectada de la columna vertebral; en cuanto a las malformaciones, estas se
clasificaron en sencillas, dobles, multiples, curvas, espiral, aleta caudal, gancho y ausencia de
cuerpo estas se observan dorsales y/o laterales (Tabla XI), ademas de manera independiente se
observé la posible existencia de alteraciones en la pigmentacidon y malformaciones en el sistema

dseo (Rivera, 2006; Gaytan et al., 2008).

Zona cefalica

Zona caudal :
c L a— PR e e A A
A

°-.“ -
©Rodriguez-Anaya, 201

Zona media

Fig. 12 Divisidon del cuerpo de Danio rerio propuesta por Rivera, 2006 y Gaytan et al., 2008
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Tabla Xl Clasificacion y descripcién de malformaciones en columna vertebral de Danio rerio
modificada de (Rivera, 2006; Gaytdan et al., 2008)

Malformacidon Descripcion

El alevin de Danio rerio no presenta

ninguna malformaciéon en columna GRodriues Aneys, 2015 .

Organismo sin

e e e vertebral, se observa de manera

recta el organismo asimilandose a

e

5
" / ©Rodriguez-Anaya, 2015

un alfiler

Las malformaciones sencillas son
aquellas en las que el alevin de
\“ELGIINEIE 8 Danio rerio presenta un solo doblez

sencillas (malformacion), ya sea lateral o
dorsal, estas se observaron en la

zona cefdlica y/o media

Son aquellas en las que el alevin de

Danio rerio presenta dos dobleces, ARG o
‘ - ,

\“ELGINEEELGESN una en la zona media o zona \; /
dobles cefdlica de la columna vertebral, Mﬁ:&‘-’\,
ademas de una en la zona caudal, ; 18/

ya sea lateral o dorsal
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Son aquellas en las que el alevin de
\“ELGIIN LG8 Danio rerio, presenta tres o mas
multiples dobleces, en la zona cefélica, media

y/o caudal, ya sea lateral o dorsal

El alevin de Danio rerio, presenta
\EN T El0 [ una curvatura en la zona cefalica,
Curvas media y/o caudal, lo cual ocasiona

gue el alevin nade en circulo

Son aquellas en las que el alevin de
\ETIINEEL SN Danio rerio, presenta un pequeio

NEIEEREICEIM doblez en |a aleta caudal

©Rodriguez-Anaya, 2015

© Rodn’guez—Awa,Zl
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Malformaciones

en gancho

Malformaciones

en espiral

Ausencia de

cuerpo

Son aquellas en las que el alevin de
Danio rerio, presenta un doblez en
la zona media y/o zona caudal,

dando el aspecto de gancho

Son aquellas en las que el alevin de
Danio rerio, presenta un
enroscamiento en forma de espiral
en la zona caudal. Foto de Rivera,

2006.

Es aquella en las que el alevin de
Danio rerio, presenta falta de
alguna parte cuerpo y aun sigue

con vida
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6.3.9 Estandares utilizados para pruebas de toxicidad y teratogénesis
A continuacién, se enlistan los farmacos utilizados en las pruebas de toxicidad y los ensayos de

teratogénesis (DarTa):

e Acido acetilsalicilico-SigmaAldrich-99%

e |buprofeno-JT Baker-99%

e NaproxenoSigma-Aldrich-99%

e Diclofenaco-Sigma-Aldrich-99%

e Paracetamol (Acetaminofén)Sigma-Aldrich-99%

6.4 Andlisis quimicos
6.4.1 Toma de la muestra
Se tomaron cuatro muestras simples, en intervalos de dos horas para conformar una muestra
compuesta, obteniendo un volumen final de dos litros como se estipula en la norma oficial
mexicana, que establece los lineamientos generales y recomendaciones para muestrear las
descargas de aguas residuales (NMX-AA-003-1980) y la norma oficial mexicana, que establece
los limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales a
cuerpos receptores provenientes de los sistemas de alcantarillado o drenaje municipal (NOM-
067-ECOL-1994). Las tomas de muestra se realizaron en el canal abierto de aguas residuales
ubicado entre los paralelos 20°3'-12.07" Norte y 98°45' 10.00" Qeste, el 8 de diciembre del 2014
con la finalidad de obtener una muestra representativa de las aguas residuales de la ciudad de
Pachuca y Mineral de la Reforma (Fig. 13), atendiendo a que esta parte del canal abierto se
encuentra proximo al final del canal del rio de las avenidas y cerca del final de la zona
conurbada; el agua residual de este canal es utilizada para riego de cultivos como: forraje,
alfalfa, cebada y maiz. Las muestras simples fueron colectadas con probeta de plastico de 250
mL, previamente lavada con 4acido nitrico al 30 % (Sigma-Aldrich) (tres lavados) y enjuagadas
con agua desionizada; las muestras simples fueron vaciadas en un en recipientes de polietileno
de 20 L con tapdn, previamente lavado con acido nitrico al 30% (tres lavados) y luego realizando
enjuagues con agua desionizada (cuatro enjuagues). La muestra fue etiquetada y protegida de la
luz solar y artificial, después del muestreo fueron transportadas inmediatamente al laboratorio

donde fueron almacenadas a 4 °C (Gonzalez-Gonzalez et al., 2014; SanJuan-Reyes et al., 2015)
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Fig. 13 Tomas de muestras del canal abierto de aguas residuales 20°3'-12.07" Norte y 98°45'
10.00 Oeste"

6.4.2 Analisis fisicoquimico
Se procedié a realizar la caracterizacion fisicoquimica de la muestra compuesta, el 08 de
diciembre del 2014. Los parametros que se evaluaron fueron: temperatura, oxigeno disuelto,
pH, dureza, resistencia, conductividad, solidos suspendidos totales, salinidad y porcentaje de

oxigeno disuelto a través de un equipo multiparametros HANNA 9828.
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6.4.3 Cuantificacion de AINEs
Se realizé por cromatografia liquida de alta eficiencia asociada a espectrometria de masas

tandem (HPLC-MS/MS) como a continuacion se describe:

6.4.4 Estandares
Las soluciones estandares para las curvas de calibracion de acido acetilsalicilico, ibuprofeno,
naproxeno y paracetamol se prepararon en una mezcla de 70:30 de acetonitrilo y formiato de
amonio (10 mM) a pH 6, para mantener el pH en las condiciones deseadas, se regulaba con HCI
al 1M. La concentracién de los estandares de los farmacos antes mencionados se establecié en
10 pg/mL y fueron almacenados a una temperatura de -8 °C y se mantuvieron en la obscuridad.
Se prepard una solucion de 1000 pug/mL de cada farmaco la cual se utilizd para realizar la
sincronizacién de la espectrometria de masas (MS), ademas de una solucién de 200 pg/mL para
estudios de recuperacién y soluciones de 1, 2, 10, 50 y 250 pg/mL de los AINEs (acido
acetilsalicilico, ibuprofeno, naproxeno y paracetamol) para la calibracidn del instrumento
MS/MS (Gonzalez-Gonzélez et al., 2014; SanJuan-Reyes et al., 2015). En la Tabla Xl se muestran

las sustancias de referencia utilizadas.

Tabla XIl. Sustancias de referencia utilizadas

Nombre Lote Proveedor Pureza
Acido acetilsalicilico  KOF112 usp 99.80%
Ibuprofeno K0JOO8 uspP 99.90%
Naproxeno JOHO44 USP 99.90%

Paracetamol
K01244 UsP 99.80%

(Acetaminofén)
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6.4.5 Equipo
Los métodos fueron desarrollados en el equipo de cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(HPLC)-MS/MS; el equipo usado HPLC infinity 1290 Agilent acoplado a un detector de masas
(MS/MS) marca Agilent modelo 6460 de triple cuadruplo con fuente de ionizacion ESI
(electrospray)-Jet Stream con MRM activada (monitorizacién de reacciones multiples). Las
condiciones cromatograficas de alta definicién de resolucién rapida o por sus siglas en inglés
RRHD (Rapid Resolution High Definition), para el caso de ibuprofeno y paracetamol se utilizé
una columna de cromatografia marca ZORBAX ECLIPSE PLUS C;g (didmetro interno 2.1mm x 50
mm de largo y un tamafio de particula 1.8 um) manteniendo una temperatura de 40 °C; para los
farmacos acido acetilsalicilico y naproxeno se utilizé una columna de cromatografia marca
CHROMOLITH Cyg (didmetro interno 2 mm x 50 mm de largo) manteniendo una temperatura de
40 °C. Para ambas columnas la fase moévil fue 70:30 v/v aplicada isocraticamente (la
composicion no varia respecto al tiempo). El flujo fue de 0.2 mL/min, el tiempo de corrida de 2.5
minutos y la presién maxima alcanzada fue de 600 bar (Gonzalez-Gonzalez et al., 2014; SanJuan-

Reyes et al., 2015).

El volumen de inyeccion y el tiempo de retencion para acido acetilsalicilico fueron de 2 uL y 1.06
min, para ibuprofeno 10 pL y 2.08 min, naproxeno 5uL y 1.45 min, finalmente paracetamol con

5uLy1.18 min.

La fase de lavado esta compuesta de una proporcidn de disolventes, que permite eliminar los
restos de los farmacos entre inyecciones, siendo 80:20 v/v una mezcla de acetonitrilo y formiato
de amonio 10 mM. Los farmacos antes mencionados, fueron cuantificados por un equipo
Agilent modelo 6460 de triple cuadruplo equipado con una fuente de ionizacion ESI
(electrospray)-Jet Stream) con MRM activada (monitorizacion de reacciones multiples). La
fuente de ionizacién ESI (electrospay) se utilizé en todo momento en el modo positivo. El voltaje
del electrospray operd a 4 KV. La cromatografia de masas (MS) recolecté los datos en modo de
iones negativos. La optimizacidon de MS, se realizé mediante una infusidn directa de 10 pg/mL
de acido acetilsalicilico, ibuprofeno, naproxeno y paracetamol; a continuacién se selecciona el
modo de ionizacion y el ion precursor (Gonzdlez-Gonzdlez et al., 2014; SanJuan-Reyes et al.,
2015).
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6.4.6 Curvas de calibracion
Acido acetilsalicilico, ibuprofeno, naproxeno y paracetamol fueron realizadas utilizando
soluciones estandares en ng/mL (Tabla Xlll), preparadas en solucién de la fase movil. Los
coeficientes de la regresion lineal para los fdrmacos antes mencionados, fueron de R* de >0.99,
el detector de MS/MS se mantuvo de acuerdo a las especificaciones del fabricante y limpiando
regularmente; cuando se registraban cambios en las pendientes de las curvas de calibracion en
el 50% o mas, el detector se sometid a una limpieza adicional (Gonzdlez-Gonzdlez et al., 2014;

SanJuan-Reyes et al., 2015).

Tabla XIIl. Parametros para las Curvas de calibraciéon

CURVA DE PUNTOS CONTROL

FARMACO CALIBRACION (ng/mL) (ng/mL)

Cl C2 C3 C4 C5 cé6 PCB PCM PCA

Acido acetilsalicilico 05 1 2 4 7 10 0.7 3.5 9

Ibuprofeno 1 2 4 6 8 10 1.5 3.5 9
Naproxeno 15 4 6 8 10 12 3 7 9
Paracetamol 10 20 40 60 80 100 15 35 90

PCB: punto de control bajo; PCM: punto de control medio; PCA: punto de control alto

6.4.7 Muestras de agua
Directamente del recipiente de polietileno de 20 L con tapén, donde estaba contenida la
muestra compuesta, se tomaron 50 mL, se colocaron en tubos criogénicos de 10 mL y se
almacenaron en un ultracongelador, a una temperatura de -70 °C. Después de Ia
ultracongelacion, la muestras son descongeladas a temperatura ambiente hasta mantenerlas a
una temperatura de 4 °C, esta temperatura se mantiene a través de un refrigerador, este
procedimiento se realiza para comenzar con la fase de extraccion liquido-liquido. Los 50 mL
fueron filtrados al vacio a través de filtros de microfibra de vidrio (GF/C Whatman, UK) de 1.0
um, a continuacion, se realizdé una filtracién con filtros de membrana de nilén (Whatman,

Cambridge, UK) de 0.45-um; de la muestra recién filtrada se tomaron 200 plL a través de una
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micropipeta, estos 200 plL se trasladaron a microtubos de polipropileno a los cuales se les
adiciona 1 mL de metilterbutil éter y se agitaron a maxima velocidad en vortex; a continuaciéon
las muestras se centrifugan a 13000 rpm durante cinco minutos, después se toman 800 uL de la
fase orgdnica y se colocan en un tubo liso; la extraccion se repitié por quintuplicado y las fases
organicas se combinaron, esta muestra se evapora bajo corriente de nitrégeno a 40 °C;
finalmente la muestra se reconstruye con Acetonitrilo:Formiato de amonio 80:20 v/v
(Gonzélez-Gonzélez et al., 2014; SanJuan-Reyes et al., 2015). En la Tabla XIV se muestra las

especificaciones de los reactivos, materiales y equipos utilizados.

Tabla XIV. Reactivos, materiales y equipos utilizados en la técnica HPLC-MS/MS

SOLUCIONES MATERIALES EQUIPOS
Agua HPLC Matraz volumétrico de 2 mL Ultracongelador BHERMOSCIENTIFIC 88300A60
Metanol HPLC Matraz volumétrico de 5 mL Agitador vortex GENIE 2 G560
Acetonitrilo HPLC Matraz volumétrico de 10 mL Agitador Multiple@HEIDOLPH MULTIREAX
Formiato de amonio Evaporador de Nitrégeno@ ABCONCO RAPID
Probeta de 100 mL
RA VAP VERTEX
Probeta de 500 mL MicrocentrifugaBHERMLEZ 233 M-2
Vaso de precipitados de 20 mL Refrigerador@ICTER SA DE CV VPC 10C
Vaso de precipitados de 50 mL Micropipeta BRAND 704774
Microtubos de polipropileno Micropipeta BRAND 704782
Placas de 96 pozos y cierres Micropipeta@PPENDORF MULTIPETTE PLUS
Tubos criogénicos 10 ml Balanza analitica BCIENTECH SM50IW
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6.5 Matriz de colorimetria

Se realizd con la finalidad de establecer el farmaco con mayor prioridad de acuerdo a los
diferentes variables analizadas en este trabajo; se otorga el color rojo (5 puntos), cuando la
variable analizada es de preocupacién prioritaria, al sumar todas las variables, se obtiene la
puntuacion total, el rango de preocupacién prioritaria es de 30 a 24 puntos; se otorga el color
naranja (4 puntos), cuando la variable analizada indica preocupacién alta, al sumar todas las
variables, se obtiene la puntuacidn total, el rango de preocupacién alta es de 23 a 18 puntos; se
otorga el color amarillo (3 puntos), cuando la variable analizada indica preocupacién intermedia,
al sumar todas las variables, se obtiene la puntuacion total, el rango de preocupacion
intermedia es de 17 a 12 puntos; se otorga el color verde claro (2 puntos), cuando la variable
analizada indica preocupacién baja, al sumar todas las variables, se obtiene la puntuacidn total,
el rango de preocupacién baja es de 11 a 6 puntos y finalmente se otorga el color verde obscuro
(1 puntos), cuando la variable analizada indica preocupacidn nula, los simbolos de interrogacion
indican que se desconoce el valor de la variable por lo tanto se les adjudica el color amarillo, al
sumar todas las variables, se obtiene la puntuacion total, el rango de preocupacidon es menor a

los seis puntos.
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7. RESULTADOS

7.1 Encuestas sector salud publica (hospitales y centros de salud) y farmacias de Pachuca-
Mineral de la Reforma

7.1.1 Encuestas sector salud publica (hospitales y centros de salud)

Con base en la informacién obtenida en los trece centros de salud y dos hospitales de la zona de
Pachuca-Mineral de la Reforma, se utilizaron los datos de las presentaciones en comprimidos,
grageas, pastillas y tabletas con su respectivo gramaje, presentacion y cantidad de cajas
comercializadas al dia, convirtiendo los datos a kilogramos por afio mediante la férmula
mencionada anteriormente (Reyes-Silva, 2016). El centro de salud Nor-Poniente ocupa el primer
lugar en prescripcion de farmacos, en orden descendente se presentan los volimenes de
abasto; el paracetamol con 25 kg/afio seguido del acido acetilsalicilico con 17.64 kg/afio,
naproxeno 16.2 kg/afo, diclofenaco 9.6 kg/afio y finalmente el ibuprofeno con 0 kg/afio, este
farmaco es peculiar debido a que en el sector salud de la zona de Hidalgo es un medicamento
que no estd dentro del cuadro basico; el centro de salud Madero ocupa la segunda posicién en
prescripciones médicas con: paracetamol 49.2, naproxeno 36.9, acido acetilsalicilico 5.16 vy
diclofenaco 3.6 kg/afio; el tercer centro de salud es el Sur-Poniente: paracetamol 25, naproxeno
18, diclofenaco 7.2 y acido acetilsalicilico 6.6 kg/afio, el hospital general ocupa el cuarto lugar,
este registra: paracetamol con 39, diclofenaco 9.6, naproxeno 9 y acido acetilsalicilico 4.2
kg/afo; el hospital obstétrico en quinto lugar registra: paracetamol con 29.04, naproxeno 1.04,
diclofenaco 0.04 y acido acetilsalicilico 0.06 kg/afio, el centro de salud santa Matilde en séptimo
lugar con: Naproxeno 8.8, paracetamol 5.9, acido acetilsalicilico 2.4 y diclofenaco 1.8 kg/afio.
Los demas centros de salud registran menos de 10 kg/afio en abasto de las recetas médicas de
los cinco medicamentos antes mencionados, el centro de salud con menor suministros es el de

La Raza con solamente 0.9 kg/afio de paracetamol (Fig.14).
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Fig. 14 Cantidad de farmacos prescritos en el sector de salud publica en kg/afio
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Los resultados generales de las encuestas dirigidas a los encargados de farmacia del sector
salud, se sumaron para obtener el total suministrado de cada farmaco. De esta manera el
medicamento que se suministra en con mayor frecuencia en la zona de Pachuca-Mineral de la
Reforma es el paracetamol, con un total de 219.14 kg/afio, en segundo sitio es el naproxeno con
103 kg/afio. Alejados de los dos farmacos anteriormente mencionados se encuentra el acido
acetilsalicilico con 39.96 y diclofenaco 37.38 kg/afio (Fig. 15); el ibuprofeno no se tiene registro

debido a la que no se encuentra en el cuadro basico de medicamentos del sector salud publica

de Hidalgo.
kg/afo . . 2 wa

250 Cantidad total de AINEs prescritos en sector salud publica
200
150
100

50

0 Acid |
Paracetamol Naproxeno . cr ‘0,_ Diclofenaco Ibuprofeno
acetilsalicilico
| M Kg/afio 219.14 103.8 39.96 37.38 | 0

Fig. 15 Cantidad de farmacos en el sector de salud publica en kg/afio

7.1.2 Encuestas en farmacias
En la zona referida se registran 257 farmacias, de las cuales se seleccionaron 70 que es la
muestra representativa en base a un analisis estadistico (Daniel, 2011). De la misma manera se
utilizaron datos sobre las presentaciones en comprimidos, grageas, pastillas y tabletas, con su
respectivo gramaje, presentacion y cantidad de cajas comercializadas al dia, convirtiendo los
datos a kilogramos por dia, semana y afio (Reyes-Silva, 2016). El farmaco con mayores ventas en
la zona referida es el naproxeno con un total de 1934.85 kg/afio, seguido del paracetamol con

1772.60 kg/afio, a continuacion el ibuprofeno con 1593.68 kg/afio; el acido acetilsalicilico ocupa
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un lugar importante en ventas con 1110.55 kg/afio; el firmaco menos solicitado es el

diclofenaco con 454.63 kg/afio (Fig. 16).

kg Farmacias Pachuca-Mineral de la Reforma
2500.00
2000.00
1500.00
1000.00
500.00
0.00 Acid
acetiI:;Iil::ilico Diclofenaco Paracetamol Naproxeno Ibuprofeno
M Dia 3.04 1.25 4.86 5.30 4.37
O Semana 21.30 8.75 34.00 37.11 30.56
O Mes 31 dias 94.32 38.74 150.55 164.33 135.35
H Afio 1110.55 456.09 1772.60 1934.85 1593.68

Fig. 16 Cantidad de farmacos de venta libre en farmacias en kg/afio, mes y dia

7.1.3 Encuestas en farmacias, hospitales y centros de salud de Pachuca-Mineral de la
Reforma

Los resultados obtenidos en las encuestas de los centros de salud, hospitales y farmacias
muestran que al ano por medio de la venta libre y recetas médica los farmacos de mayor
demanda en la zona referida son: naproxeno con un total de 2038.65 kg/afio y paracetamol con
1991.74 kg/afio. El ibuprofeno aunque no es recetado el sector de salud publica es un farmaco
que en las farmacias de venta libre tiene un total de 1593.68 kg/afio; el acido acetilsalicilico se
encuentra en la cuarta posicion con un total de 1150.31 kg/afio. Alejado de los farmacos antes

mencionados se visualiza el diclofenaco con 466.29 kg/afio (Fig. 17).
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kg/afio Farmacias, hospitales publicos y centros de salud
Pachuca-Mineral de la Reforma
2500.00
2000.00
1500.00
1000.00
500.00
0.00 roee .
Naproxeno Paracetamol Ibuprofeno ] c! _o, . Diclofenaco
acetilsalicilico
B Kg/afio 2038.65 1991.74 1593.68 1150.31 466.29

Fig. 17 Total de farmacos en la zona de Pachuca-Mineral de la Reforma en kg/afio

7.1.2 Andlisis estadistico encuestas

En la zona referida se registran 257 farmacias, de las cuales se selecciond, con base en un
analisis estadistico, una muestra representativa de 70 farmacias para garantizar la cuantificacién
del 95% de la varianza en las ventas. Estos registros fueron comparados con las ventas en dos
hospitales publicos y 13 centros de salud. Se utilizaron datos sobre las presentaciones en
comprimidos, grageas, pastillas y tabletas, con su respectivo gramaje, presentacién y cantidad
de cajas comercializadas al dia, convirtiendo los datos a kilogramos por afio y en kilogramos al
dia. Las ventas por farmaco y procedencia fueron comparadas con un analisis de Mann-

Whitney.

Los cinco farmacos se comercializan principalmente por venta libre y no por prescripcién (Mann
Whitney H1, 84: 5.6 a 34.8, p< 0.05 en todos los casos). En orden descendente, se comercializan
por venta libre naproxeno, paracetamol, ibuprofeno, acido acetilsalicilico y diclofenaco. En el
orden por prescripcion es: paracetamol, naproxeno, acido acetilsalicilico, diclofenaco e

ibuprofeno. Los voliumenes de venta en farmacias oscilan entre 6 y 30 kg al dia, para hospitales
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y centros de salud las prescripciones médicas van desde menos de un kilo hasta 22 kg al afio

(Fig. 18).
35 35
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Fig. 18 Comparacién de la prueba U de Mann-Whitney de ventas y prescripciones de AINEs
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7.2 Prueba EPRAS

En la tabla XV, correspondiente a la matriz de dos vias con 19 variables, se puede observar que:
e |buprofeno, como diclofenaco son de alto potencial de riesgo, identificados por el color
rojo ambos, alcanzan un valor de 73 puntos.
e Naproxeno y paracetamol también estdn situados en la categoria de potencial de riesgo

alto, con 71 puntos

e Acido acetilsalicilico con valor de 66 puntos, se clasific6 en potencial de riesgo

intermedio.

Diclofenaco = Ibuprofeno =Naproxeno= Paracetamol > Aspirina
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Tabla XV. Matriz de dos vias con 19 variables con valores obtenidos

. Potencial de riesgo alto 95-71 puntos
Potencial de riesgo intermedio 70-47 puntos

Potencial de riesgo bajo 46-23 puntos

. Potencial de riesgo nulo <22 '

Farmacos AINEs
INDICADOR
ASA
1. Origen 5 5 5 5 4
2. Consumo 3 3 5 5 3
3. Presencia 3 3 3 3 1
4, Ingreso 5 5 5 5 5
5. Solubilidad en agua (a) 3 5 3 5 5
CINETICA AMBIENTAL ¢ sqlubilidad en agua (b) 5 | a 5 a | a
7. Presion de vapor 4 5 4 4 5
8. Bioconcentracion (BCF) 2 2 2 2 2
9. Coeficiente de particion 4 3 4 3 3
10. Fotodegradacién L) 3 3 3 3
11. Presencia en més de un 4 4 3 3 3
EXPOSICION, medio
BIODISPONIBILIDAD Y 12. Presencia en diferentes 5 5 5 a 4
SECTOR POBLACIONAL medios acudticos
EXPUESTO 13. Exposicion 5 a4 5 5 3
14. Metabolitos 4 5 4 4 4
15. Efectos en humanos 5
16. Ef'ecto biolégico (sistemas 3 3 3 a a
mamiferos y humanos)
17. Efecto biolégi
EFECTOS POTENCIALES Y | oo 20 108lco s| s | s |5 | s
REPORTADOS (sistemas no mamiferos)
18. Alerta estructural 1 1 1 1 1
19. Efectos adversos al
. 3 3 1 1 1
ambiente
TOTAL 7373 (71|71 66

*(IBU) Ibuprofeno, (DIC) Diclofenaco, (NPX) Naproxeno, (PAR) Paracetamol y (ASA) Acido acetilsalicilico

119



La Figura 19, se muestra el Modelo Tripartita de Potencial de Riesgo construido con indicadores
enddgenos, propuesto en el presente trabajo, con base en: (1) CINETICA AMBIENTAL (CA), esta
corresponde a los 10 primeros indicadores; (2) EXPOSICION, BIODISPONIBILIDAD Y SECTORES
EXPUESTOS (EBSE) que representa los préximos cuatro indicadores y finalmente (3) EFECTOS
POTENCIALES Y REPORTADOS (EPR) que son los ultimos cinco indicadores. En este modelo, se
puede identificar la correlacién entre los dos primeros componentes (CA y EBSE) que limitan la
posibilidad de un riesgo ambiental o la salud humana; la probabilidad de ocurrencia de un
evento de riesgo (Peligrosidad), equivalente al puntaje de los primeros 14 indicadores (1-14). La
magnitud del dafio ambiental o a la salud se determina por la correlacién entre los
componentes EBSE y EPR; basada en la suma de puntos de los indicadores del 11 al 19. La
correlacién entre los componentes CA y EPR, define la magnitud del Riesgo ambiental o a la
salud; este valor corresponde a la puntuacién en los primeros 10 indicadores (1-10) y los ultimos
cinco (15 a 19). FINALMENTE LA CORRELACION ENTRE EL RIESGO, LA PELIGROSIDAD Y EL DANO
DEFINE EL POTENCIAL DE RIESGO (PR).

1. Origen
2. Consumo
3. Presencia
4. Ingreso
CINETICA AMBIENTAL Y 5. Solubilidad en agua
15. Efectos en humanos CUESTIONES 6. Biodisponibilidad
16. Efecto biolégico (sistemas SITUACIONALES 7. Presioén de vapor
mamiferos y humanos) 8. Bioconcentracion (BCF)
17. Efecto biolégico (sistemas 9. Coeficiente de particion
no mamiferos) 10. Fotodegradacion
18. Alerta estructural % 6’66
19. Efectos adversos al 'P/ &
ambiente Ss, & <
\90 \\g
Potencial
de Riesgo
EFECTOS EXPOSICION,
POTENCIALES Y o BIODISPONIBILIDAD 11. Presencia en
EFECTOS 'g Y SECTORES mas de un medio
REPORTADOS o EXPUESTOS 12. Presencia en
diferentes medios
acuaticos
13. Exposicion
14. Metabolitos

Fig. 19 Modelo Tripartita de Potencial de Riesgo construido con indicadores enddgenos
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7.3 Prueba DarTa
7.3.1 indice de fertilidad y viabilidad
La evaluacion del efecto bioldgico, se realizd con base al indice de fertilidad y viabilidad, se
analizaron 2643 embriones (100%), de los cuales 2519 embriones fueron viables, representando
un promedio de 95.27% (Tabla XVI), estos resultados indican que estos lotes de organismos
adultos tienen un alto indice de fertilidad ademas de un elevado indice de viabilidad de
embriones lo que comprueba que el lote experimental es ideal para realizar las pruebas téxicas

y teratogénicas.

Tabla XVI indice de fertilidad y viabilidad

Numero de embriones Embriones viables Porcentaje
1 938 907 96.69 %
2 883 831 94.11%
3 822 781 95.01 %
Total indice de fertilidad 2643 2519 Media 95.27 %

De los embriones viables de los lotes experimentales (Tabla XVI), se continud con el desarrollo
pasadas las 72 horas hasta la eclosion de todos los embriones (73 horas), este desarrollo se llevd
a cabo en base al esquema general de la técnica DarTa (Fig. 11) con la finalidad de observar las
malformaciones espontdneas que presentaban y la ocurrencia de las mismas; de los 2519
embriones viables se obtuvieron 28 alevines con un grado de malformacidon en columna

vertebral (Tabla XVII).

Tabla XVII. Frecuencia espontanea de malformaciones en columna vertebral

Malformaciones en columna

Lote Embriones viables Porcentaje Eclosion
vertebral
1 907 9 0.99 % 898
2 831 6 0.72% 825
3 781 11 1.03% 770
Total 2519 28 Media 1.12 % 2493 (99 %)
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7.3.2 Evaluacion del efecto toxico
Se determiné la toxicidad de los cinco farmacos AINEs (acido acetilsalicilico, paracetamol,
naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno) a partir de probar diferentes concentraciones al azar, se
establecid la regresion lineal de dosis-respuesta de cada farmaco respectivamente, que permitid

determinar las distintas CLso, concentraciones subtdxicas y toxicas.

7.3.2.1 Controles
La interaccion del tiempo de exposicion con el control agua y etanol al 0.5%, tienen diferencia
significativa, por lo tanto, estas variables dependen una de la otra para ocasionar muerte de
embriones, en donde F (2,12)= 20.6000, p= 0.000132, cuando se encuentra interaccién entre
dos variables, no tiene sentido estimar los efectos de los factores por separado. Se comprueba
el supuesto homogeneidad de las varianzas. Al encontrar diferencias significativas, se realizé un
anadlisis de Tukey para mostrar las diferencias entre los controles (Fig.20). Este analisis
demuestra que el control agua y el control etanol a las 24 horas no tienen diferencias
significativas, en conjunto del etanol a las 48 horas, pertenecientes al grupo a. El agua a las 48
horas, grupo b, difiere significativamente de los demas grupos. En el caso del control agua y
control etanol a las 72 horas, no difieren entre si, grupo ¢, en donde se observa menor
mortalidad, el grupo c difiere del a y b. En el caso del agua se observa que la muerte de
embriones disminuye conforme aumenta el tiempo, para etanol sucede lo mismo, solo que en
las 48 horas, se observa un ligero incremento de muertes, pero a las 72 horas se observa que
sigue la tendencia del agua. Se confirma que el etanol es un control negativo debido a que sigue
la misma tendencia en dos casos con respecto al agua a las 24 y 72 horas y la diferencia entre las
medias del control agua a las 48 horas y control etanol a las 48 horas es minima; se observa que
las muertes en las primeras 48 horas se debe al efecto normal de adaptacion de los embriones a
las condiciones experimentales, ya que es evidente que a las 72 horas no se presenta ningun
deceso en ambos controles y el nimero de muertes disminuye notablemente en ambos casos a

partir de las 48 horas (Fig. 20).
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F(2, 12)=20.600, p=.00013

Mortalidad
L

24 hrs 48 horas 72 horas
= agus

Tiempa —§— Etanol

Fig. 20 Analisis Tukey controles

7.3.2.2 Acido acetilsalicilico
Las concentraciones experimentales elegidas a partir de probar diferentes concentraciones al
azar, que permitieron establecer la regresidén lineal de dosis-respuesta e identificar las
concentraciones téxicas y subtdxicas, ademas de la Clsg, fueron: 12.5, 25, 50, 100, 200 y 400
mg/L del reactivo; los embriones se revisaron a las 24, 48, 72 horas y se registro el nimero de
embriones muertos por cada tratamiento (Tabla XVIIl); se observa que el mayor niumero de
muertes (33 decesos) es en la concentracion de 400 mg/L, considerada la mas cercana a ClLsp de
todas las concentraciones experimentales; las muertes incrementan conforme la concentracién
aumenta, mostrando una tendencia lineal y una R?=0.99; en el intersecto existe un 3.33% de
muertes espontaneas en ausencia del farmaco y 0.13% en el incremento de muertes en
presencia del farmaco por cada ppm (Tabla XVIII y Fig.21); se establecié que la concentraciéon
préxima a la Clsg utilizada para experimentacion fue de 400 mg/L, pero se determiné que la CLsg

correspondiente a la regresion lineal de dosis-respuesta con R?=0.99 se localiza en 350 mg/L;
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concentraciones inferiores a 350 mg/L se consideran concentraciones subtdxicas vy

concentraciones superiores a esta, se consideran toxicas (Tabla XVIIl y Fig.21).

Tabla XVIII. Parametros para la prueba de toxicidad de acido acetilsalicilico

Embriones Embriones Embriones

Concentracion  Embriones Porcentaje
mg/L Utilizados Muertos Muertos Muertos Total
24 horas 48 horas 72 horas
125 60 0 0 1 1(1.6 %)
25 60 2 1 0 3(5%)
50 60 5 2 0 7 (12 %)
100 60 6 3 2 11 (18 %)
200 60 13 7 0 20 (33 %)
400 60 23 5 5 33 (55 %)
0 control Agua 180/6 2 2 0 4 (3%)
100
Q0 y =0.13x+3.23
R%=0.99
80
70
E 60 Concentraciones subtéxicas 55%
=
5 S0 CLso
= a0
= Concentraciones
30 toxicas
20
10 | 39
o L@
0 50 100 150 200 250 300 350 400
mg/L

Fig. 21 Regresion lineal dosis-respuesta acido acetilsalicilico

La validacién de la Clsg, las concentraciones subtdxicas y tdxicas de la regresidon lineal del
farmaco anteriormente mencionado, indica que la interaccidon del tiempo de exposicion y la
concentracion, no tiene diferencia significativa, por lo tanto, las variables influyen de manera
independiente en la muerte de embriones, en donde F (10,2)=16.667, p= 0.05786. El analisis de
Dunnet, error MS= (cuadrado medio)= 1.0000, df (Grados de libertad) = 2.0000, demuestra que

concentraciones superiores a la Clsg (350 mg/L) a las 24 horas, son consideradas
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concentraciones toxicas, como es el caso de la concentracion de 400 mg/L. Este analisis valida
que las concentraciones experimentales de 200, 100, 50, 25 y 12.5 mg/L son concentraciones
inferiores a la CLsg, por lo tanto son concentraciones subtdxicas. Este es un farmaco de accién

temprana (24 horas), pasado este tiempo las muertes disminuyen gradualmente.

7.3.2.3 Paracetamol
Las concentraciones experimentales elegidas fueron: 18.75, 37.5, 75, 150, 200 y 300 mg/L del
reactivo; los embriones se revisaron a las 24, 48, 72 horas y se registré el nUmero de embriones
muertos por cada tratamiento (Tabla XIX); se observa que el mayor nimero de muertes (60
decesos) es en la concentracion de 300 mg/L considerada la Clig, en 200 mg/L es la
concentracién proxima a CLys en donde se observaron 44 muertes, 150 mg/L es la CLsp en donde
se contabilizaron un total de 26 muertes de embriones; se observa que las muertes
incrementan conforme la concentracién aumenta, mostrando una tendencia lineal y una r’=0.99
(Tabla XIX y Fig.22); en el intersecto existe un 2.12% de muertes espontaneas en ausencia del
farmaco y 0.34% en el incremento de muertes en presencia del farmaco por cada ppm; se
determind que la CLso correspondiente a la regresién lineal de dosis-respuesta con R?=0.99 se
localiza en 150 mg/L, concentracidon correspondiente a la experimental; concentraciones
inferiores a la CLsg se consideran concentraciones subtdxicas y concentraciones superiores a 150

mg/L se consideran toxicas (Tabla XIX y Fig.22).

Tabla XIX. Parametros para la prueba de toxicidad de paracetamol

Embriones Embriones Embriones

Concs‘ngt/rf cion f.lnt‘ill)i::::: Muertos Muertos Muertos Por:;::tr; tlaje
24 horas 48 horas 72 horas

18.75 60 4 0 0 4 (7%)

37.5 60 3 3 1 7 (12 %)

75 60 9 3 0 12 (20 %)

150 60 21 5 0 26 (43 %)

200 60 37 3 4 44 (73 %)

300 60 47 13 0 60 (100 %)
Control Agua (C1) 180 3 2 1 6 (3 %)
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Fig. 22 Regresion lineal dosis-respuesta paracetamol

La validacién de la CLso, las concentraciones subtdxicas y tdxicas de la regresidon lineal del
farmaco anteriormente mencionado, indica que la interaccién del tiempo de exposicion y la
concentraciéon tiene diferencia significativa, por lo tanto, estas variables dependen una de la
otra para ocasionar muerte de embriones, en donde F (10,2)= 20.7289, p= 0.046876. El andlisis
de Dunnet, MS = 5.0000, df= 2.0000, demuestra que concentraciones superiores a la CLso (150
mg/L) a las 24 horas, son consideradas concentraciones tdxicas, como es el caso de la
concentracién de 200 y 300 mg/L. Este andlisis valida que las concentraciones experimentales
de 75, 37.5 y 18.75 mg/L son concentraciones inferiores a la Clsp por lo tanto son
concentraciones subtdxicas. Este farmaco es de accién temprana (24 horas), pasado este

tiempo, el efecto de mortalidad disminuye gradualmente.

7.3.2.4 Naproxeno
Las concentraciones experimentales elegidas fueron: 2.5, 5, 10, 20, 30 y 40 mg/L del reactivo;
los embriones se revisaron a las 24, 48, 72 horas con la finalidad de contabilizar el total de
embriones muertos en horas determinadas (Tabla XX); se observa que el mayor nimero de
muertes (60 decesos) es en la concentracion de 40 mg/L considerada la CLigo, €n 30 mg/L es la

concentracion préxima a ClLys en donde se observaron 49 muertes 20 mg/L es préxima a la CLs
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en donde se contabilizaron un total de 29 muertes de embriones (Tabla XX); se observa que las
muertes incrementan conforme la concentracion aumenta, mostrando una tendencia lineal y
una r’=0.99; en el intersecto hay un 1.40 % de muertes espontaneas en ausencia del formaco y
2.51% en el incremento de muertes en presencia del fdrmaco por cada ppm; se establecié que
la concentracion préxima a la CLsg utilizada para experimentacion para este farmaco es 20 mg/L,
pero se determind que la CLso correspondiente a la regresion lineal de dosis-respuesta con
R’=0.99 es 19.5 mg/L; concentraciones inferiores a 19.5 mg/L se consideran concentraciones

subtodxicas y concentraciones superiores a esta, se consideran toxicas (Tabla XX y Fig.23).

Tabla XX. Pardmetros para la prueba de toxicidad de naproxeno

., . Embriones Embriones Embriones .

Concentracion Embriones Porcentaje
— Utilizados Muertos Muertos Muertos Total
24 horas 48 horas 72 horas

2.5 60 4 0 0 4 (7%)

5 60 5 4 0 9 (15 %)

10 60 2 8 6 16 (27 %)

20 60 14 11 7 29 (48 %)

30 60 19 23 4 49 (81 %)
40 60 22 26 2 60 (100 %)

C1 control Agua 180/6 6 6 0 12 (6.6 %)
C2 control etanol 180/6 7 3 0 10 (5.55 %)

absoluto al 0.5%

100
90
80
70

100%

y =2.51x+1.40

R*=0.99

60 Concentraciones subtoxicas

50
40
30

% Mortalidad

Concentraciones téxicas

20
10

0 5 10 15 20 25 30 35 40
mg/L

Fig. 23 Regresion lineal dosis-respuesta naproxeno
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La validacién de la CLso, las concentraciones subtdxicas y tdxicas de la regresidn lineal del
farmaco anteriormente mencionado, indica que la interaccidon del tiempo de exposicion y la
concentracion tiene diferencia significativa, por lo tanto, estas variables dependen una de la
otra para ocasionar muerte de embriones, en donde F (13,3)= 16.6667, p= 0.020159. Se
comprueba el supuesto de homogeneidad de las varianzas. El analisis de Dunnet, MS = 5.0000,
df=2.0000, demuestra que concentraciones superiores a la CLsg (19.5-20 mg/L), como es el caso
de 40 y 30 mg/L a las 24 y 48 horas, son concentraciones tdxicas, el efecto comienza a las 24
horas de exposicion, posteriormente a las 48 horas incrementa la mortalidad en ambas
concentraciones, pasado este tiempo, el numero de muertes decrece. Este andlisis valida que
las concentraciones experimentales de 10, 5y 2.5 mg/L son concentraciones inferiores a la CLsg
por lo tanto son concentraciones subtdxicas. El naproxeno es un farmaco en donde el efecto
téxico comienza a las 24 horas y va incrementando hasta las 48 horas, consumiéndose este

tiempo, el efecto de mortalidad disminuye gradualmente.

7.3.2.5 Diclofenaco
Las concentraciones experimentales elegidas fueron: 2.5, 5, 10, 20, 30 y 50 mg/L del reactivo;
los embriones se revisaron a las 24, 48, 72 horas con la finalidad de contabilizar el total de
embriones muertos en estas horas determinadas; se observa que el mayor nimero de muertes
(60 decesos), es en la concentracion de 50 mg/L, considerada la Clig, en 30 mg/L es la
concentracion proxima a Clys en donde se observaron 47 muertes, 20 mg/L es préxima a la CLs,
en donde se contabilizaron un total de 31 muertes de embriones (Tabla XXI); se observa que las
muertes incrementan conforme la concentracién aumenta, mostrando una tendencia lineal y
una r’=0.99; en el intersecto hay un 4.22% de muertes esponténeas en ausencia del farmaco y
2.09% en el incremento de muertes en presencia del fdrmaco por cada ppm; se establecié que
la concentracidn proxima a la CLsg utilizada para experimentacion para este farmaco es 20 mg/L,
pero se determind que la ClLsg correspondiente a la regresidon lineal de dosis-respuesta con
R’=0.96 es 22 mg/L; concentraciones inferiores a la Clsy se consideran concentraciones

subtdxicas y concentraciones superiores se consideran toxicas (Tabla XXy Fig.24).
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Tabla XXI. Pardmetros para la prueba de toxicidad de diclofenaco

Embriones Embriones Embriones

Concentracién mg/L ET:;:::: Muertos Muertos Muertos Po?::tr;tlaje
24 horas 48 horas 72 horas
2.5 60 3 0 0 3 (5%)
5 60 3 2 2 7 (12 %)
10 60 2 3 9 14 (23 %)
20 60 2 10 17 31 (52 %)
30 60 4 15 28 47 (78 %)
50 60 4 22 34 60 (100 %)
0 control Agua 180 7 3 0 10 (6 %)
0 control etanol 180 6 6 0 12 (7 %)

absoluto al 0.5%

100
90 -
80 -

@
100%

Yy =2.09x+4.22

- . Lo R?*=0.96
70 Concentraciones subtoxicas

52%
50

40 -

% Mortalidad

30 - Concentraciones téxicas

20

10
® 5%

mg/L

Fig. 24 Regresion lineal dosis-respuesta diclofenaco

La validacién de la CLsg, las concentraciones subtdxicas y tdxicas de la regresidn lineal del
farmaco anteriormente mencionado, indica que la interaccién del tiempo de exposicion y la
concentracion tiene diferencia significativa, por lo tanto, estas variables dependen una de la
otra para ocasionar muerte de embriones, en donde F (13,3)= 35.9708, p= 0.006589. Se
comprueba el supuesto de homogeneidad de las varianzas. El analisis de Dunnet, MS = 1.6667,
df= 3.0000, demuestra que concentraciones superiores (50 y 30 mg/L), a la CLso (22 mg/L) a las
48 y 72 horas, son consideradas concentraciones téxicas, el efecto comienza a las 48 horas de

exposicidn, posteriormente a las 72 horas incrementa la mortalidad en ambas concentraciones.
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Este analisis valida que las concentraciones experimentales de 20, 10, 5 y 2.5 mg/L son
concentraciones inferiores a la CLsp por lo tanto son concentraciones subtoéxicas. El diclofenaco
es de efecto toéxico retardado, ampliando su efecto a las 72 horas, considerado un farmaco en
donde el efecto de toxicidad comienza a las 48 horas y va incrementando gradualmente pasado

este tiempo de exposicion.

7.3.2.6 Ibuprofeno
Las concentraciones experimentales elegidas fueron: 1.5, 3, 6, 12, 25 y 35 mg/L del reactivo; los
embriones se revisaron a las 24, 48, 72 horas, con la finalidad de contabilizar el total de
embriones muertos en estas horas determinadas; se observa que el mayor numero de muertes
(60 decesos) es en la concentracion de 35 mg/L, considerada la Clig, 25 mg/L es la
concentracion proxima a Clys en donde se observaron 43 muertes, 12 mg/L es préxima a la CLs,
en donde se contabilizaron un total de 32 muertes de embriones (Tabla XXIlI); se observa que las
muertes incrementan conforme la concentracién aumenta, mostrando una tendencia lineal y
una r’=0.99; en el intersecto hay un 2.22% de muertes espontaneas en ausencia del farmaco y
2.86% en el incremento de muertes en presencia del farmaco por cada ppm; se establecié que
la concentracion préxima a la CLsg utilizada para experimentacidn para este farmaco es 12 mg/L,
pero se determind que la ClLsy correspondiente a la regresidon lineal de dosis-respuesta con
R’=0.96 es 16.8 mg/L; las concentraciones de 1.5, 3, 6 mg/L son consideradas concentraciones

subtoxicas (Tabla XXIl y Fig.25).

Tabla XXII. Parametros para la prueba de toxicidad de ibuprofeno

Embriones Embriones Embriones

Concentracion mg/L IiJTill)i;I:::: Muertos Muertos Muertos Por::;tr;tlaje
24 horas 48 horas 72 horas
1.5 60 3 0 0 3 (5%)
3 60 5 0 0 5(8 %)
6 60 2 3 7 12 (20 %)
12 60 5 11 16 32 (53 %)
25 60 7 10 26 43 (71 %)
35 60 15 33 12 60 (100 %)
0 control Agua 180 5 3 0 8 (4 %)
0 control etanol 180 5 6 0 11 (6 %)

absoluto al 0.5%
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Fig. 25 Regresion lineal dosis-respuesta ibuprofeno

La validacién de la CLsp, las concentraciones subtdxicas y toxicas de la regresidon lineal del
farmaco anteriormente mencionado, indica que la interaccién del tiempo de exposicion y la
concentracion tiene diferencia significativa, por lo tanto, estas variables dependen una de la
otra para ocasionar muerte de embriones, en donde F (12,3)= 31.6713, p= 0.007941. Se
comprueba el supuesto de homogeneidad de las varianzas. El analisis de Dunnet, MS = 1.5000,
df= 3.0000, demuestra que concentraciones superiores (35 y 25 mg/L), a la CLso (16.8 mg/L), a
las 24, 48 y 72 horas, son consideradas concentraciones tdxicas, el efecto comienza a las 24
horas de exposicidn, posteriormente a las 48 horas se observa el mismo grado de mortalidad y
posteriormente incrementa a las 72 horas. Este analisis valida que las concentraciones
experimentales de 12, 6, 3 y 1.5 mg/L son concentraciones inferiores a la CLsg por lo tanto son
concentraciones subtéxicas. Es un farmaco muy inestable y agresivo, ya que puede mostrar

diferentes incrementos de mortalidad a los diferentes tiempos de exposicién (24,48 y 72 horas).
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7.3.3 Daiio en columna vertebral (DarTa) de farmacos AINEs
7.3.3.1 Acido acetilsalicilico
A partir de la ClLsp (350 mg/L), se obtuvieron cuatro dosis subtdxicas experimentales, para los
tratamientos de teratogénesis 25, 50, 100, 200 mg/L, ademas de la 400 mg/L considerada como

la concentracion experimental, mas cercana a la CLsg real.

En la tabla XXIlI, se observa que el nimero total de malformaciones fue de 78, las de mayor
frecuencia fueron las sencillas (59), seguida de aleta caudal (9), curvas (6), gancho (2) y
presentandose un solo caso dobles y ausencia de cuerpo; la presencia de malformaciones
multiples y en espiral no fueron observadas, de manera adicional se midieron los indicadores de
alteracion en la pigmentacién y malformaciones en el sistema éseo las cuales no fueron
observados. La concentracion en donde se obtuvo mayor nimero de malformaciones fue en
400 mg/L perteneciente a la CLsp, con un total de 27, siendo las de mayor frecuencia las sencillas
(19), tres en aleta caudal, tres curvas, una doble y una tipo gancho; en la concentracién de 200
mg/L se obtuvo un total de 19, siendo la de mayor frecuencia las sencillas con 15, dos curvas,
una en aleta caudal y una ausencia de cuerpo; en la concentracidon de 100 mg/L, se observaron
un total de 13, las de mayor frecuencia, las sencillas con ocho, aleta caudal con cuatro y una
malformacion curva; en 50 mg/L, se observaron un total de 12, con mayor frecuencia las
sencillas, con 11 y una en forma de gancho; en 25 mg/L, un total de seis, con mayor frecuencia
las sencillas con cinco y una de aleta caudal, finalmente en el control solo se observd una
malformacién sencilla. Las concentraciones sombreados con gris, son las que mostraron
diferencia significativa con respecto al control, por lo tanto se asume que son concentraciones
de efecto teratogénico, de manera mds detallada se observa posteriormente, el andlisis

estadistico en la tabla XXIV y fig. 26.
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Tabla XXIII. Frecuencia y tipo de malformaciones en columna vertebral por exposicién a acido
acetilsalicilico

MALFORMACIONES EN COLUMNA VERTEBRAL

Embriones
Utilizados
25 150/5 5 00 ]|O0 1 o O 0 6 0 0
50 150/5 11 | 0 0 0 0 1 0 0 12 0 0
100 150/5 8 0 0 1 4 0 0 0 13 0 0
200 150/5 150 | 0 | 2 1 o O 1 19 0 0
CL50 400 150/5 19 1 0 3 3 1 0 0 27 0 0
control H,0 150/5 1 0 0|0 0 0 0 0 1 0 0
TOTAL DEL TIPO DE MALFORMACIONES
s9 1|06 9 |2]o0 1 o
*expo: exposicion; S: sencilla; D: doble; M: mdltiple; C: curva; ES: Espiral, AC: aleta caudal; G: Gancho; Aus.
Cuerpo: Ausencia de cuerpo; Alter. Pig: alteracidn de pigmento Malf. Sist.: malformacion sistema

El andlisis de Kruskal-Wallis, exhibe diferencias significativas entre tratamientos, en donde, H (5,
N= 30) =20.77608, p =.0009; al evidenciar diferencias significativas, en la tabla XXIV se observa
la prueba de U de Mann-Whitney con una significancia de 0.05, en donde la hipétesis nula se
rechaza cuando Ty es menor a 5 o Tp es mayor a 20, mostrando las diferencias entre los
diferentes tratamientos con respecto a las malformaciones existentes; los resultados del analisis
de U, se esquematizan en grupos alfabéticos, en donde se visualizan las concentraciones que

tienen diferencias significativas entorno a dafio teratogénico, para mejor comprension (Fig. 26).

Tabla XXIV. Prueba U Mann-Whitney de acido acetilsalicilico

Tratamiento U/* (TO) [C1 | 25| 50|100| 200 | 400
Cl * * * *
25 17 LI I
50 21| 6 &
100 25| 1.5[11.5 &
200 25| 2| 85| 9
400 25| o] 1| 1| 5
U(0.05, 5) U(0.975,2)
* p<0.05 Tos=5 To.g75= 20
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Los diagramas de cajas o bigotes, son graficos basados en cuartiles mediante el cual se visualiza
un conjunto de datos. Son estadigrafos de posiciéon que dividen al total de observaciones
debidamente ordenadas en cuatro partes de igual tamafio. Suministra informacién sobre los
valores minimos y mdximos, los cuartiles Qi, la mediana (Q;) y Qs y sobre la existencia de
valores atipicos y la simetria de la distribucion. Si la mediana no esta en el centro del rectangulo,
la distribucidon no es simétrica. El Q;, indica que el 25 % de los datos es menor o igual que el
cuartil calculado y el otro 75 % de los datos es mayor; el Q, indica que el 50 % de los datos es
menor o igual que la mediana y el otro 50 % es mayor que la mediana; el Qs indica que el 75 %
de los datos es menor o igual que el calculado y 25 % es mayor que el Qs. En la fig. 26, el grupo a
(400 mg/L) difiere significativamente de los demas grupos, con excepcién del grupo ab (200
mg/L), estos dos grupos muestran el mismo efecto teratogénico; el grupo ab muestra el mismo
efecto teratogénico del grupo a, b (100 mg/L) y bc (50mg/L), pero este muestra diferencia con el
grupo cd (25 mg/L) y d (control agua); el grupo b muestra diferencia significativa con el grupo a,
cd y d pero no hay diferencia con el grupo ab y bc; el grupo bc, se observa que difiere de los
grupos a y d pero no muestra diferencia con los grupos ba, b y cd, el grupo cd muestra
diferencia con los demas grupos con excepcion del grupo d perteneciente al control. La mayoria
de las concentraciones probadas con excepcidén de 25 mg/L perteneciente al grupo cd, difieren
significativamente del control, lo cual establece que el grupo a, ba, b y bc, son concentraciones
con efecto teratogénico, en el biomarcador de columna vertebral. En comparacién con los cinco
farmacos probados, el acido acetilsalicilico es el farmaco que en concentraciones elevadas (400,

200, 100 y 50 mg/L) presenta efecto teratogénico en columna vertebral.
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Fig. 26 Diagramas de cajas y bigotes del efecto teratogénico de acido acetilsalicilico

7.3.3.2 Paracetamol
A partir de la CLso (150 mg/L), se obtuvieron tres concentraciones subtdxicas experimentales,

para los tratamientos de teratogénesis 75, 37.5, 18.5 mg/L, ademas de la CLsg (150 mg/L).

En la tabla XXV, se observa que el nimero total de malformaciones de paracetamol fue de 76,
las de mayor frecuencia fueron las sencillas (42), seguida de las de gancho (5), curvas (4),
multiple (1), ausencia de cuerpo (1); la presencia de dobles y en espiral no fueron observadas,
de manera adicional se midieron los indicadores de alteracién en la pigmentacién y
malformaciones en el sistema 6seo, los cuales no fueron observados. La concentracidon en
donde se obtuvo mayor nimero de malformaciones fue en la concentracion de 150 mg/L, con
un total de 28, las de mayor frecuencia, las sencillas (17), nueve en aleta caudal, una curva y una
multiple; en 75 mg/L se observaron un total de 24, con mayor frecuencia las sencillas con 13,
aleta caudal 10 y una de ausencia de cuerpo; en 37.5 mg/L, se observaron un total de 16, con
mayor frecuencia las sencillas, con seis, seguida de tipo gancho con cinco, tres curvas y dos de
aleta caudal; en 75 mg/L, se identificaron un total de siete, con mayor frecuencia las sencillas,
con cinco y dos en aleta caudal y finalmente el control, en donde solo se observd, una

malformacién sencilla. Las concentraciones sombreados con gris, son las que mostraron
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diferencia significativa con respecto al control, por lo tanto se asume que son concentraciones
de efecto teratogénico, de manera mds detallada, se observa posteriormente el analisis

estadistico en la tabla XXVI vy fig. 27.

Tabla XXV. Frecuencia y tipo de malformaciones por exposicion a paracetamol

MALFORMACIONES EN COLUMNA VERTEBRAL

Embriones “Alter.  “Malf.
utilizados j D * * * *Aus. ig. Sist.
18.75 150/5 5 0|0 2 0| O 0 7 0 0
37.5 150/5 6 |0 0|3 510 0 16 0 0
75 150/5 13/0| 00|10 |0]| O 1 24 0 0
CLs0150 150/5 710 | 1 |1 0| O 0 28 0 0
control H,0 150/5 110 0]0O 0 0| o0 0 1 0 0
TOTAL DEL TIPO DE MALFORMACIONES ‘
2| 0| 1]a|238|5]0] 1 |78

*expo: exposicidn; S: sencilla; D: doble; M: multiple; C: curva; ES: Espiral, AC: aleta caudal; G: Gancho;
Aus. Cuerpo: Ausencia de cuerpo; Alter. Pig: alteracidn de pigmento Malf. Sist.: malformacion sistema

El analisis de Kruskal-Wallis, exhibe diferencias significativas entre tratamientos, en donde, H (4,
N= 25) = 15.76355 p =.0034; al evidenciar diferencias significativas, en la tabla XXVI se observa
el analisis de U de Mann-Whitney, que muestra una significancia de 0.05 y la hipétesis nula se
rechaza cuando Ty es menor a 5 o Tp es mayor a 20, mostrando las diferencias entre los
diferentes tratamientos con respecto a las malformaciones existentes; los resultados de la tabla
XXVI, se esquematizan en grupos alfabéticos en donde se visualizan las concentraciones que

tienen diferencias significativas entorno a dafio teratogénico, para mejor comprension (Fig. 27).
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Tabla XXVI. Prueba U Mann-Whitney de paracetamol

Tratamiento U/* (TO) | C1 75| 150
C1
18.75
375| 23 5.5
75| 25 0.5
150| 25 1.5
U(0.05, 5) U(0.975,2)
*p<0.05 To5=5 T0.975=20

En la fig. 27, el grupo a (150 y 75 mg/L) difiere significativamente del grupo b (37.7, 18.75 mg/L
y el control agua); las concentraciones del grupo a se consideran concentraciones teratogénicas
y entre ellas no existe diferencia significativa entorno a dafio teratogénico en el biomarcador

columna vertebral; en el caso del grupo b (37.7, 18.75 mg/L y el control), no se considera un

grupo con efecto teratogénico.

En comparacion con los cinco farmacos probados, el paracetamol es el farmaco consecuente del

acido acetilsalicilico en concentraciones elevadas (150, 75 y 37.5 mg/L), en donde se presenta

efecto teratogénico en columna vertebral.

Malformaciones

o I

H

158.75 mg 37.5 mg 5 mg

Tratamienio

150 mg Agua

o htediana
[ 25%-75%
1 mdin-max

Fig. 27 Diagramas de cajas y bigotes del efecto teratogénico de paracetamol
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7.3.3.3 Diclofenaco
A partir de la ClLsg (22 mg/L), se obtuvieron tres dosis subtdxicas experimentales, para los
tratamientos de teratogénesis 5, 10 y 25 mg/L, ademas de la 20 mg/L considerada como la

concentracion experimental, mds cercana a la CLsg real.

En la tabla XXVII, se observa que el nUmero total de malformaciones de diclofenaco fue de 71,
las de mayor frecuencia fueron las sencillas (36), seguida de las curvas (12), en forma de gancho
(11), dobles (5), aleta caudal (4) y multiples (3); la presencia de malformaciones en espiral y la
ausencia de cuerpo no fueron observadas, de manera adicional se midieron los indicadores de
alteracion en la pigmentacion y malformaciones en el sistema éseo, indicadores que no fueron
observados. La concentracién en donde se obtuvo mayor nimero fue en 20 mg/L perteneciente
a la CLsg con un total de 27, siendo la de mayor frecuencia las sencillas (9), seis de gancho, cinco
curvas, tres dobles y dos multiples; en 10 mg/L, se observaron un total de 24, donde la mayoria
fueron sencillas (13), cuatro curvas y cuatro tipo gancho, una doble, una multiple y una en aleta
caudal; en 5mg/L se observaron un total de 13, con una frecuencia mayor entorno a las sencillas
con nueve, una multiple, una doble, una aleta caudal y una en forma de gancho; en 2.5 mg/L se
observéd un total de cuatro, siendo las sencillas y las curvas las persistentes, con dos
respectivamente y finalmente en los controles se observd una malformacion sencilla en el
control agua y en el control de etanol al 0.5% dos malformaciones. Las concentraciones
sombreadas con gris, son las que mostraron diferencia significativa en el andlisis estadistico con
respecto a los controles, por lo tanto se asume que son concentraciones de efecto teratogénico,

de manera mas detallada se observa el andlisis estadistico en la tabla XXVIIl y fig. 28.
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Tabla XXVII. Frecuencia y tipo de malformaciones en columna vertebral de acuerdo a la
concentracion de exposicion de diclofenaco

MALFORMACIONES EN COLUMNA VERTEBRAL

‘Alter. “Malf.

Embriones - . . - - . - - Pig. Sist.
utilizados
2.5 150/5 0| 0| 2 0 0 0 0 4 0 0
5 150/5 1 0 1 1 1 0 0 13 0 0
10 150/5 13| 1 1 4 1 4 0 0 24 0 0
CLs020 150/5 913] 2|5 2 6 0 0 27 0 0
Control H,0 120/4 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
control 120/4 2|10 01O 0 0 0 0 0 0
etanol al
0.5% 2
TOTAL DEL TIPO DE MALFORMACIONES
36 5 3|12 4111 0 0 e
*expo: exposicion; S: sencilla; D: doble; M: mdltiple; C: curva; ES: Espiral, AC: aleta caudal; G: Gancho;
Aus. C: Ausencia de cuerpo; Alter. Pig: alteracion de pigmento Malf. Sist: malformacion sistema

El andlisis de Kruskal-Wallis, exhibe diferencias significativas entre tratamientos, en donde, H (5,
N= 28)= 24.57248 p =.0002; al evidenciar diferencias significativas, en la tabla XXVIII se observa
el analisis de U de Mann-Whitney con una significancia de 0.05 y la hipdtesis nula se rechaza
cuando Tg es menor a 5 o T es mayor a 20; en el caso del control de etanol al 0.5%, la hipétesis
nula se rechaza cuando Ty es menor a 2 o Tg es mayor a 13, mostrando las diferencias entre los

diferentes tratamientos con respecto a las malformaciones existentes

Los resultados de la tabla XXVIII se esquematiza en grupos alfabéticos en donde se visualizan las

concentraciones que tienen diferencias significativas entorno a dafio teratogénico, para mejor

comprension (Fig. 28).
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Tabla XXVIII. Prueba U Mann-Whitney de diclofenaco

Tratamiento U/* (T0) 10 20 | C2
c1 * *

25 7.5

5 25 4.5

10 25 0

20 25 4
*p<0.05 U(0.05, 5) Tys =5 U(0.975,2) Toors= 20
Tratamiento U/* (TO) | C1 2.5 5 10 20 | C2
Cc2 11 10| 22 24 24
* p<0.05 U(0.05, 5) To5 =2 U(0.975,2) Tooys= 13

En la fig. 28, el grupo a (20, 10 y 5 mg/L) difiere significativamente del grupo b (2.5 mg/L, el

control agua y el control etanol al 0.5%) por lo tanto las concentraciones del grupo a se

consideran concentraciones teratogénicas y entre estas no existe diferencia significativa con

respecto al dafio teratogénico provocado; en el caso del grupo b no existe diferencia

significativa entre el control agua, el control con etanol y la concentracién de 2.5 mg/L, este

grupo no ocasiona efecto teratogénico, asi mismo, se comprueba que el control de etanol al

0.5% no ocasiona dafio en columna vertebral.

En comparacién con los cinco farmacos probados, el diclofenaco es el farmaco consecuente del

paracetamol en concentraciones bajas (20, 10 y 5 mg/L) en donde se presenta efecto

teratogénico en columna vertebral.
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Fig. 28 Diagramas de cajas y bigotes del efecto teratogénico diclofenaco

7.3.3.4 Naproxeno
A partir de la CLsp (19.5 mg/L), se obtuvieron tres dosis subtdxicas experimentales, para los
tratamientos de teratogénesis 5, 10 y 25 mg/L, ademas de la 20 mg/L considerada como la

concentracion experimental, mds cercana a la CLsgreal.

En la tabla XXIX, se observa que el numero total de malformaciones fue de 52, las de mayor
frecuencia fueron las sencillas (33), seguida de aleta caudal (8), curvas (7), dobles (3) y una
multiple; en espiral, gancho y la ausencia de cuerpo no fueron observadas, de manera adicional
se midieron los indicadores de alteracidén en la pigmentacién y malformaciones en el sistema
dseo, estos no fueron observados. La concentracidon en donde se obtuvo mayor nimero de
malformaciones fue en 10 mg/L, con un total de 19, siendo la de mayor frecuencia las sencillas
(13), dos en forma curva y en aleta caudal, una doble y una multiple; en la concentracién de 5
mg/L se observaron un total de 15, las sencillas de mayor frecuencia con nueve, cuatro en aleta
caudal, una curva y una doble; en 20 mg/L, se observaron 13, con mayor frecuencia las sencillas
con siete, cuatro curvas, una doble y una en aleta caudal; en 2.5 mg/L se observaron un total de
cuatro, tres sencillas y una en aleta caudal. En los controles se observd una malformacién

sencilla para el control agua y en el control con etanol al 0.5%, dos malformaciones. Las
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concentraciones sombreadas con gris, son las que mostraron diferencia significativa en el
analisis estadistico con respecto a los controles, por lo tanto se asume que son concentraciones
de efecto teratogénico, de manera mas detallada se observa el analisis estadistico en la tabla

XXXy fig. 29.

Tabla XXIX. Frecuencia y tipo de malformaciones en columna vertebral de acuerdo a la
concentracion de exposicion de naproxeno

MALFORMACIONES EN COLUMNA VERTEBRAL Alter.  ‘Malf.

Embriones . :
* * Pig. Sist.
utilizados Aus.  Total
2.5 150/5 3 0 (O 0 |1 0 0 0 4 0 0
5 150/5 9 1 0 114 0 0 0 15 0 0
10 150/5 13(1 |1 [2]2 |o]o 0 19| 0 0
CLs0 20 150/5 1 0 4 |1 0 0 0 13 0 0
Control H,0 120/4 0 0 (O 0|0 0 0 0 0 0 0
control 120/4 0 |0 0|0 0 0 0 0 0
0.5% etanol 1
TOTAL DEL TIPO DE MALFORMACIONES
3 1] 7 8 0 0 0 52
*expo: exposicidn; S: sencilla; D: doble; M: multiple; C: curva; ES: Espiral, AC: aleta caudal; G: Gancho;
Aus. C: Ausencia de cuerpo; Alter. Pig: alteracidén de pigmento Malf. Sist: malformacion sistema

El andlisis de Kruskal-Wallis, exhibe diferencias significativas entre tratamientos, en donde, H (5,
N= 28)= 13.98875 p =.0157; al evidenciar diferencias significativas, en la tabla XXX se observa el
analisis de U de Mann-Whitney con una significancia de 0.05 y la hipdtesis nula se rechaza
cuando Tg es menor a 5 o T es mayor a 20; en el caso del control de etanol al 0.5%, la hipétesis
nula se rechaza cuando Ty es menor a 2 o Tg es mayor a 13, mostrando las diferencias entre los

diferentes tratamientos con respecto a las malformaciones existentes

Los resultados de la tabla XXX se esquematiza en grupos alfabéticos en donde se visualizan las

concentraciones que tienen diferencias significativas entorno a dafio teratogénico, para mejor

comprension (Fig. 29).
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Tabla XXX. Prueba U Mann-Whitney de naproxeno

Tratamiento U/* (T0)
C1
25
5
10 25
20 21 0 |13.5(18
*p<0.05 U(0.05,5) U(0.975,2)

Tos=5 To.975= 20

Tratamiento U/*(T0) | C1 [2.5| 5 |10(20 E
C2 11 (20| 24 |24|19
*p<0.05 U(0.05, 5) U(0.975,2)
Tos=2 To.975= 13

En la fig. 29, se muestran las diferencias significativas entre los distintos grupos de tratamientos;
el grupo a (20, 10 y 5 mg/L) difiere significativamente del grupo b (2.5 mg/L, el control agua y el
control adicionado con etanol) por lo tanto las concentraciones del grupo a se consideran
concentraciones teratogénicas y entre estas no existe diferencia significativa con respecto al
dano teratogénico provocado; en el caso del grupo b no existe diferencia significativa entre el
control agua, el control etanol y la concentracién de 2.5 mg/L, este grupo no ocasiona efecto
teratogénico, asi mismo, se comprueba que el control de etanol no ocasiona dafno en columna

vertebral.

En comparacion con los cinco farmacos probados, el naproxeno de igual manera que
diclofenaco en concentraciones de (20, 10 y 5 mg/L) es donde se presenta efecto teratogénico

en columna vertebral.
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Fig. 29 Diagramas de cajas y bigotes del efecto teratogénico de naproxeno

7.4.3.4 Ibuprofeno
A partir de la CLsp (16.8 mg/L), se obtuvieron tres dosis subtdxicas experimentales, para los
tratamientos de teratogénesis 1.5, 3 y 6 mg/L, ademas de la 12 mg/L considerada como la

concentracion experimental, mds cercana a la CLsgreal.

En la tabla XXXI, se observa que el numero total de malformaciones fue de 56, las de mayor
frecuencia fueron las sencillas (33), seguida de las de aleta caudal (14), curvas (6), gancho (2) y
una doble; la presencia de malformaciones en espiral, multiple y la ausencia de cuerpo no
fueron observadas, de manera adicional se midieron los indicadores de alteracion en la
pigmentacidon y malformaciones en el sistema déseo las cuales no fueron observados. La
concentracion en donde se obtuvo mayor nimero de malformaciones fue en la concentracién
de 6 mg/L perteneciente a una de las dosis subtdxicas con un total de 23 malformaciones,
siendo la de mayor frecuencia las sencillas (15), tres respectivamente en forma curva y aleta
caudal y dos tipo gancho; en la concentracién de 12 mg/L se observaron un total de 20
malformaciones siendo las sencillas las de mayor frecuencia con 10, seis en aleta caudal, dos
curvas, una doble y una ausencia de cuerpo; la concentracién de 3 mg/L presentd nueve en

total, la mayor frecuencia fueron las sencillas con cinco, tres de aleta caudal y una curva; la
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concentracién de 1.5 mg/L presentdé un total de cuatro, dos sencillas y dos aleta caudal y
finalmente en los controles se observd una malformacién sencilla en el control agua y en el
control con etanol al 0.5% ninguna malformacién. Las concentraciones sombreadas con gris, son
las que mostraron diferencia significativa en el analisis estadistico con respecto a los controles,
por lo tanto se asume que son concentraciones de efecto teratogénico, de manera mads

detallada se observa el andlisis estadistico en tabla XXXIl y la fig. 30.

Tabla XXXI. Frecuencia y tipo de malformaciones en columna vertebral de acuerdo a la
concentracion de exposicion de ibuprofeno

MALFORMACIONES EN COLUMNA VERTEBRAL

. "Alter.  "Malf.
Embriones . . . . . . . . i Sist.
utilizados
1.5 150/5 2 |0 |0 0|2 0 0 0 0 0
3 150/5 0 |0 13 0 0 0 0 0
6 150/5 15|/0 | O 3 13 2 0 0 23 0 0
ClL;p12 150/5 10(1 |0 2 |6 0 0 1 20 0 0
Control H,0 120/4 0 |0 0|0 0 0 0 1 0 0
control 120/4 0 [0 |O 0|0 0 0 0 0 0
0.5% etanol
TOTAL DEL TIPO DE MALFORMACIONES
33| 1 0| 6| 14| 2 0 1 >7
*expo: exposicidn; S: sencilla; D: doble; M: multiple; C: curva; ES: Espiral, AC: aleta caudal; G: Gancho;
Aus. C: Ausencia de cuerpo; Alter. Pig: alteracidn de pigmento Malf. Sist: malformacion sistema

El andlisis de Kruskal-Wallis, exhibe diferencias significativas entre tratamientos, en donde, H (5,
N=28)= 13.64832 p =.0180; al evidenciar diferencias significativas, en la tabla XXXIl se observa el
analisis de U de Mann-Whitney con una significancia de 0.05 y la hipdtesis nula se rechaza
cuando Tg es menor a 5 o T es mayor a 20; en el caso del control de etanol al 0.5%, la hipétesis
nula se rechaza cuando Ty es menor a 2 o Tg es mayor a 13, mostrando las diferencias entre los

diferentes tratamientos con respecto a las malformaciones existentes

Los resultados de la tabla XXXII se esquematiza en grupos alfabéticos en donde se visualizan las
concentraciones que tienen diferencias significativas entorno a dafio teratogénico, para mejor

comprension (Fig. 30).
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Tabla XXXII. Prueba U Mann-Whitney de ibuprofeno

Tratamiento
u/* (T0) Cl1 |15 | 3 6 12 | C2

12

3 17
25
12| 20.5
* p<0.05 U(0.05,5) U(0.975,2)
Tos=5 To.975= 20
Tratamiento
u/* (T0) C1 15| 3 6 12 | C2
C2 11 12| 13 24| 21
U(0.05,5) U(0.975,2)
* p<0.05 Tos=2 To975= 13

En la fig. 30, el grupo abc (12 mg/L) difiere significativamente del grupo d (control agua, control
adicionado con etanol al 0.5% y la concentracién problema 1.5 mg/L) pero no difiere del grupo
ba (6 mg/L) y el grupo cad (3 mg/L). El grupo ba muestra diferencia significativa con el grupo cad
y d, se observa que no hay diferencia significativa con el grupo abc; las concentraciones que
provocan dafo teratogénico son: 12 mg/L (grupo abc) y 6 mg/L (grupo ba). El grupo d y el grupo
cad son tratamientos que no se consideran concentraciones con potencial de efecto
teratogénico. Se comprueba que el control de etanol al 0.5% no ocasiona dafio en columna

vertebral.
En comparacién con los cinco farmacos probados, el ibuprofeno es el farmaco que en

concentraciones menores experimentales (12 y 6 mg/L), presenta efecto teratogénico en

columna vertebral.
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Malformaciones
S
d
i

-1 * a Mediana
1.5mg 3mg 6 mg 12 mg Agua Etanol |:|25%—75%

Tratamiento T Min-Max

Fig. 30 Diagramas de cajas y bigotes del efecto teratogénico de ibuprofeno
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7.3.5 Tipos de malformaciones en columna vertebral presentes en AINEs
7.3.5.1 Organismos sin malformacion

Se observan alevines sanos, presentes en los controles de agua y etanol al 0.5% (Fig.31).

Fig. 31 Alevines sin malformaciones en columna vertebral
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7.3.5.2 Organismos con malformaciones sencillas

Las malformaciones sencillas estan presentes en los cinco farmacos (Fig. 32).

Ay

B E & b X v
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o ™ -
*'T “ ©Rodriguez-Anaya, 2015 ©Rodriguez-Anaya, 2015

F

Fig. 32 Alevines con malformaciones sencillas
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7.3.5.3 Organismos con malformaciones dobles

Estas malformaciones estuvieron presentes en todos los farmacos con excepcién del

paracetamol (Fig. 33).

Fig. 33 Alevines con malformaciones dobles
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7.3.5.5 Organismos con malformaciones multiples

Estas estuvieron presentes en la mayoria de los farmacos, con excepcidn del dcido acetilsalicilico

e ibuprofeno (Fig. 34).

Fig. 34 Alevines con malformaciones multiples
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7.3.5.6 Organismos con malformaciones curvas

Estas estuvieron presentes en los cinco AINEs (Fig. 35).

Fig. 35 Alevines con malformaciones curvas
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7.3.5.7 Organismos con malformaciones en aleta caudal

Estas estuvieron presentes en los cinco AINEs (Fig. 36).

Fig. 36 Alevines con malformaciones en aleta caudal
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7.3.5.8 Organismos con malformaciones en gancho

Estas estuvieron presentes en la mayoria de AINEs, con excepcion del naproxeno (Fig. 37).

Fig. 37 Alevines con malformaciones en forma de gancho
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7.3.5.9 Organismos con ausencia de cuerpo

Estas solo estuvieron presentes en acido acetilsalicilico, paracetamol e ibuprofeno (Fig.38).

Fig. 38 Alevines con ausencia de cuerpo
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7.4 Andlisis quimicos

7.4.1 Caracterizacion fisicoquimica
La caracterizacion fisicoquimica del agua residual compuesta se muestra en la tabla XXXIIIl. Los
pardmetros monitoreados se compararon con la norma oficial mexicana NOM-001-SEMARNAT-
1996, que establece los limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas de
aguas residuales en aguas y bienes nacionales y la norma oficial mexicana NOM-067-ECOL-1994,
que establece los limites maximos permisibles de contaminantes en las descargas de aguas
residuales a cuerpos receptores provenientes de los sistemas de alcantarillado o drenaje
municipal. En el caso del pH, este excede el limite permisible comparado con la NOM-001-
SEMARNAT-1996 que establece un limite de 6.5-8.5 y la muestra compuesta presentd un pH de
8.62; otro de los limites que excede es de solidos suspendidos totales, cuantificando un total de
882 mg/L parametro obtenido de la muestra y comparado con la NOM-001-SEMARNAT-1996
que tiene un limite 60 mg/Ly NOM-067-ECOL-1994 con un limite de 80 mg/L.

Tabla XXXIII. Caracterizacidén fisicoquimica del agua residual de la zona de Pachuca-Hidalgo

Caracteristicas Muestra NOM-001- NOM-067-

Fisicoquimicas compuesta SEMARNAT-1996 ECOL-1994
Temperatura (°C) 22.72°C 40 40
Oxigeno disuelto (mg/L) 0.00 No incluye No incluye
pH 8.62 6.5-8.5 6-9
Dureza (mg CaCO; /L) 101.0 Mdxima 500 No incluye
Presion atmosférica (mbar) 775 No incluye No incluye
Resistencia MQ*cm 0.0006 No incluye No incluye
Conductividad (us/cm) 1765 No incluye No incluye
Solidos suspendidos totales 882 60 80
(TDS en mg/L)
Salinidad (%) 0.89 No incluye No incluye
Oxigeno disuelto (%) 0.0 No incluye No incluye
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7.4.2 Curvas de calibracion de los cinco farmacos y cromatogramas obtenidos
Las curvas de calibracién deben cumplir con una r20.99, esta r’ reportada es para en ella
interpolar las concentraciones de la muestra. Las seis concentraciones de comprobacioén y los
puntos controles: bajo, medio y alto son concentraciones conocidas que interpoladas en la
curva de calibracién no deben desviarse en exactitud respecto a su concentracion nominal mas
del 15% con ello se asegura que las concentraciones determinadas para cada farmaco en la

muestra sea veraz; en primera instancia se muestra

7.4.2.1 Andlisis quimicos dcido acetilsalicilico
La curva de calibracién del farmaco acido acetilsalicilico en donde se observan los tiempos de
retencion; el tiempo de retencién aproximado es de 1.06 min asi como, la concentracion de
exposicidén, concentracion cuantificada y porcentaje de desviacion, este ultimo parametro para

todos los controles no excede ni disminuye del 15%.; el volumen de inyeccion fue de 2 uL (Fig.

39).
ac salicilico - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 3 QCs
® 10 3] ¥ =297.377726 " x + 860.862911
s 1 R~2=0.98770273 PCA
g 3.54 Type:Linear, Origin:ignore, Weight: 1/x"2 A cé6
2 X
& 3.25-
34
2.754
2.5+
2.254
2_
1.754
1.5+
1.25+4
1
PCB
075— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 05 1 16 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105
Concentration (ng/ml)
Muestra Tiempo Concentracion Concentracidn %
Acido de de exposicion cuantificada desviacion
acetilsalicilico retencién ng/mL ng/mL
Cc1 1.069 0.500 0.526 5.216
c2 1.069 1.000 0.915 8.513
c3 1.063 2.000 1.790 10.515
ca 1.069 4.000 4.469 11.725
Cc5 1.063 7.000 7.324 4,622 Concentracién en ng/mL
ce 1.066 10.000 9.747 2.535 ::’f’l‘:)'n“terglde inyeccién: 2 uL
PCB 1.069 0.700 0.742 7.310 PCB: punto de control bajo
PCM 1.063 3.500 3.412 13.727 PCM: punto de control medio
PCA 1.063 9.000 9.385 10.407 PCA: punto de control alto

Fig. 39 Curva de calibracidn de acido acetilsalicilico
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Algunos de los cromatogramas de acido acetilsalicilico obtenidos por medio de la metodologia
antes mencionada; se observa la inyeccidén del blanco reactivo, esta para determinar que no
existieran respuestas que pudieran sumarse a las concentracion final del farmaco, también se
visualiza la inyeccion del punto de control: bajo, medio y alto, se observa que el tiempo de
retencién aproximado es de 1.06 min; la sefial y el tiempo de retencién afirma que el farmaco
esta presente en los puntos de control; en la muestra 1 y muestra 2 se observa una minima
sefial del farmaco pero sin poder lograr cuantificarlo, como mds adelante se mostrara en las
concentraciones cuantificadas; la muestra 3 presenta el mismo tiempo de retencion que los
controles en donde se observa la sefial a 1.06 min, lo cual permite afirmar que en la muestra

compuesta de agua residual el fdrmaco se encuentra presente (Fig. 40).
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. 25 5
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225
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- MM (137.0 ->= 93.0) 62.d Smooth -~ MIRM (13 7.0 -= 932.0) G3.a Smooth
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= 1
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0.5 1 1.5 o' T . T
A It Vi [ e -
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M3

PCB: punto de control bajo (0.7 ng/mL)
PCM: punto de control medio (2.5 ng/mL)
PCA: punto de control alto (9 ng/mL)

-=PMMIRM (137,00 === 93.0) 66.d Smmooth
2 x10 =
< 2.5

ovc aalicilico

==3 M1. muestra 1
1.765 M2: muestra 2
1.5 M3: muestra 3
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o.75 acetilsalicilico: 1.06 min
oS 5 . T Volumen de inyeccién: 2 pL
Acquisition Timo (min) Ac salicilico: acido acetilsalicilico

Fig. 40 Cromatogramas de acido acetilsalicilico
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7.4.2.2 Andlisis quimicos ibuprofeno
En la curva de calibracion del farmaco ibuprofeno, se observan los tiempos de retencién
(aproximado de 2.08 min). Se muestra la concentracién de exposicidon, concentracion
cuantificada y porcentaje de desviacidn, este ultimo pardmetro para todos los controles no
excede al 15% con respecto a la concentracion nominal; el volumen de inyeccién fue de 10 uL

(Fig. 41).

IBU - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 3 QCs

2 x102 | y=61.941430" x + 37.334705 PCA

o | R*2=0.99700325 A

g2 6-| Type:Linear, Origin:Ignore, Weight:1/x c5 Ccée
w

Q

o

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
05 1 1.6 2 25 3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9 95 10 105

Concentration (pg/ml)
Muestra Tiempo de  Concentracién de Concentracioén %
Ibuprofeno  retenciéon  exposicién ng/mL cuantificada ng/mL desviacién

C1 2.089 1.000 0.971 2.866

c2 2.092 2.000 2.005 5.285

c3 2.082 4.000 4.211 0.263

c4 2.079 6.000 5.757 4.051

cs 2.082 8.000 8.327 4091 Concentracién en ng/mlL

s 2.085 10.000 9.728 2.722 ‘c’:’l‘;rr:ﬁ;de inyeccidn: 10 pl
PCB 2.075 1.500 1.528 6.513  pcg: punto de control bajo
PCM 2.082 3.500 5.401 8.020 pCM: punto de control medio
PCA 2.085 9.000 9.495 5.496  PCA: punto de control alto

Fig. 41 Curva de calibracién de ibuprofeno

Se perciben algunos de los cromatogramas obtenidos de ibuprofeno por medio de Ia
metodologia mencionada; se observa la inyeccién del blanco reactivo, para determinar que no
existen respuestas que pudiera sumarse a la concentracién final del farmaco, también se
visualiza la inyeccion del punto de control: bajo, medio y alto en el cual el tiempo de retencién
aproximado es de 2.08 min, la sefial y el tiempo de retencién indica que el fdrmaco esta

presente en los puntos de control; en la muestra 1, 2 y 3 se observa que el tiempo de retencién
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concuerda con el observado en los controles, esto permite afirmar que el farmaco ibuprofeno

estad presente en la muestra compuesta de agua residual (Fig.42).
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Fig. 42 Cromatogramas de ibuprofeno

7.4.2.3 Andlisis quimicos naproxeno
En la curva de calibracion de naproxeno se observa que los tiempos de retencidén para este
farmaco es aproximadamente de 1.45 min; se muestra la concentracién de exposicién, la
concentracion cuantificada y el porcentaje de desviacidn, este Ultimo pardmetro para todos los
controles no excede al 15% de la concentracion nominal; el volumen de inyeccién fue de 5 pL

(Fig.43).
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NPX - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 3 QCs

® x10 2+ y=65.922680 " x - 13.647739 c6
2 R*2 = 0.98478417 ®
2 8- Type:Linear, Crigin:lgnore, Weight:1/x*2

w

Q

1

3 2 3 a 5 6 7 8 9 10 11 12

Concentraticn {(ng/ml)
Muestra Tiempode Concentracion de Concentracion %
Naproxeno retencién exposicionng/mL cuantificada ng/mL desviacién
Cl 1.454 1.500 1.511 0.762
c2 1.450 4.000 4.051 1.263
Cc3 1.447 6.000 5.395 10.091
c4 1.447 8.000 8.703 8.787 Concentracién en ng/mL
C5 1.444 10.000 8.920 10.802 Volumen de inyeccigl:'ln: 5L
c6 1.444 12.000 13.210 10.082 . control
PCB 1.450 3.000 2.893 3.552  pCB: punto de control bajo
PCM 1.447 7.000 7.663 9.474 PCM: punto de control medio
PCA 1.444 9.000 10.184 7.417 PCA: punto de control alto

Fig. 43 Curva de calibracién de naproxeno

Se perciben algunos de los cromatogramas de naproxeno adquiridos por medio de la
metodologia ya mencionada; se observa la inyeccion del blanco reactivo, esta para determinar
gue no existiera una respuestas que pudiera sumarse a las concentracién final del farmaco
también se visualiza la inyeccién del punto de control: bajo, medio y; el tiempo de retencién
aproximado es de 1.45 min; la sefial y los tiempos de retencién indican que el farmaco estd
presente en los puntos de control; en la muestra 1, 2 y 3 se observa que el tiempo de retencién
concuerda con el aproximado; las sefiales observadas y el tiempo de retencidn de las muestras

de agua compuesta corresponden al farmaco naproxeno (Fig. 44).
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Fig. 44 Cromatogramas de naproxeno

7.4.2.4 Andlisis quimicos paracetamol
En la curva de calibracién se observan los tiempos de retencion para este farmaco (tiempo de
retencion aproximado 1.18 min); la figura muestra
concentracion cuantificada y porcentaje de desviacion, este Ultimo pardmetro para todos los

controles no excede el 15% de la concentracion nominal; el volumen de inyeccién fue de 5 plL

(Fig.45).
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PCT - 6 Levels, 6 Levels Used, 6 Points, 6 Points Used, 3 QCs
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Concentration (ng/ml)
Muestra Tiempo de  Concentracién de Concentracién %
Paracetamol retencién  exposicién ng/mL cuantificada ng/mL  desviacién
c1 1.182 10.000 9.702 2.982
c2 1.185 20.000 19.127 4.363
c3 1.182 40.000 45.669 14,172
ca 1.182 60.000 56.652 5.579
cs 1.179 80.000 79.613 0.484 Concentracién en ng/mlL
c6 1.182 100.000 99.237 0.763 ‘c’_"l‘:ﬁ‘:glde inyeccion: 5 ul
PCB 1.185 15.000 14,574 2.838  peg. punto de control bajo
PCM 1.182 35.000 55.519 11.037  pcm: punto de control medio
PCA 1.182 90.000 93.447 3.830  PCA: punto de control alto

Fig. 45 Curva de calibracién de paracetamol

Se perciben algunos de los cromatogramas obtenidos de paracetamol por medio de la
metodologia antes mencionada; se observa la inyeccidon del blanco reactivo, esta para
determinar que no existiera una respuestas que pudiera sumarse a las concentracién final del
farmaco, se observa la inyeccién del punto de control: bajo, medio y alto donde el tiempo de
retencidén aproximado es de 1.18 min, la sefial indica que el fdrmaco esta presente en los puntos
de control; en la muestra 1, 2 y 3 el tiempo de retencidn concuerda con el tiempo de retencién
aproximado de los controles, lo cual indica que la sefal de la muestras de agua compuesta
corresponden al farmaco paracetamol indicando que esta presente en este tipo de aguas (Fig.

46).
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Fig. 46 Cromatogramas paracetamol
7.4.3 Cuantificacion
El software MassHunter Optimizer de Agilent determina automdticamente las transiciones de
los analitos y los parametros instrumentales éptimos para conseguir la maxima sensibilidad. La
innovadora monitorizacion de reacciones multiples (MRM) programada simplifica
adicionalmente el desarrollo de métodos y garantiza la obtencién de estadisticas idnicas
consistentes que permitan obtener datos cuantitativos de la maxima calidad posible. En cuanto
a las concentraciones de farmacos AINEs cuantificadas en la muestra compleja de agua residual
se observan en la tabla XVII; para cada farmaco la cuantificacion se realizé por triplicado. Para
acido acetilsalicilico los valores cuantificados van desde 0.000 a 0.387 ng/mL, el promedio es de
0.129 ng/mL en el caso de la muestra 1 y 2 no se obtienen valores de cuantificacion debido a
gue los valores estan muy por debajo de los limites de deteccion y cuantificacidn; el farmaco
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ibuprofeno presenta concentraciones de 0.72 a 1.83 ng/mL, con un promedio de 1.27 ng/mL, el
siguiente farmaco en cuantificar fue el naproxeno en concentraciones de 9.38 a 10.98 ng/mlL,
con una media de 10.28 ng/mL y finalmente el paracetamol con valores de 45.71 a 49.83 ng/mL,
con una media de 48.37 ng/mL. Como se muestra en la tabla XXXIV el tiempo de retencién
aproximado para los cuatro farmacos antes mencionados corresponden a los tiempos de
retenciéon encontrados en las muestras inyectadas, lo cual propicia la correcta cuantificacion. En
caso de que el tiempo de retencidn de las muestras problema estén muy alejados del tiempo de
retencidn aproximado, indica que el farmaco no esta presente o la concentracion es muy baja

con respecto a la curva de calibracién, en la misma tabla se observa la conversion a ug/mLy pg/L.

Tabla XXXIV. Cuantificacién de AINEs de agua residual de Pachuca-Mineral de la Reforma

Tiempo de Tiempo de ., ., .,
, ., ., Concentracion Concentracion Concentracion
Farmacos retencion retencion muestra
. ng/mL ng/mL me/L
aprox. Min.

1.509

Acido 1.408 ---- - -
acetilsalicilico 1.06 1.053 0.387 0.000387 0.387
————— X=0.387 0.000387 0.387

2.092 1.27 0.00127 1.27

2.082 1.83 0.00183 1.83

buprofeno 2.08 2.082 0.72 0.00072 0.72
----- X=1.27 X=0.00127 X=1.27

1.447 10.98 0.01098 10.98

Naproxeno 145 1.450 9.38 0.00938 9.38
1.447 10.47 0.1047 10.47

----- X=10.28 X=0.1028 X=10.28

1.179 49.57 0.04957 49.57

Paracetamol 118 1.179 45.71 0.04571 45.71
1.185 49.83 0.04983 49.83

----- X=48.37 X=0.04837 X=48.37
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7.5 Matriz de colorimetria
La suma de la totalidad de las variables, muestra al naproxeno con 28 puntos y paracetamol 24

puntos, como farmacos de preocupacion prioritaria (Tabla XXXV).

La suma de la totalidad de las variables, muestra diclofenaco con 19 puntos e ibuprofeno con

23 puntos como farmacos de preocupacion alta (Tabla XXXV).

La suma de la totalidad de las variables, muestra al acido acetilsalicilico con 19 puntos como un

farmaco de preocupacion intermedia (Tabla XXXV).

Tabla XXXV. Matriz de colorimetria

5 . Preocupacion prioritaria 30-24 puntos
4 . Preocupacion alta 23-18 puntos
3 Preocupacidn intermedia 17-12 puntos
2 Preocupacion baja 11-6 puntos

1 . Preocupacion minima <6 puntos

¢? Desconocido

Variables Acido Paracetamol Diclofenaco Naproxeno Ibuprofeno
acetilsalicilico

Potencial de Riesgo 3
Ventas 3
Prescripcion médica 2
Concentracién >
cuantificada

Toxicidad 2
Teratogénesis 3

TOTAL 15
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8. DISCUSION

Este es el primer estudio de diagndstico acerca la presencia indirecta de cinco AINEs en el
ambiente en la zona de Pachuca-Mineral de la Reforma, ademds del problema de
automedicacién. Las ventas de productos farmacéuticos aumentan cada afio en un 5-7%
aproximadamente; en 2012 la venta mundial de farmacos dejo una cifra total de ganancia de
962 billones de délares (Corcoran et al.,, 2010; IMS, 2013). Los farmacos son contaminantes
emergentes de aguas superficiales, subterrdneas y potables (Santos et al., 2010). Se ha
demostrado que los AINEs analizados tienen efectos genotdxicos, toxicos y crénicos (Rodriguez-
Anaya et al.,, 2014), el presente trabajo muestra evidencias de efecto tdxico y teratogénico de:
acido acetilsalicilico, paracetamol, naproxeno, ibuprofeno y diclofenaco. Es evidente que estas
sustancias al ser de alto consumo, llegan al ambiente al ser excretados después de la ingesta,
ademas de la mala disposicion de estos al concluir un tratamiento; estos se introducen en
diferentes ambientes acudticos que son utilizados de manera directa como consumo humano
(agua potable) y de manera indirecta en zonas de riego de cultivos (agua residual), ademas que
los diferentes cuerpos de agua albergan biodiversidad y son de vital importancia para la

prevalencia de los ecosistemas.

Los centros de salud en donde se prescribe mayor cantidad de farmacos es en lugares que
cuentan con una mejor infraestructura, es decir, instalaciones nuevas y grandes, mayor cantidad
de personal, mayores insumos etc., por lo tanto, atienden a la poblacién de un mayor nimero
de colonias de la zona de estudio. Las ventas de farmacos son altas y es la principal via de
adquisicidon de estos, debido a que estos cinco AINEs se pueden comprar sin contar con una
receta médica, ademas de que alivian malestares comunes en la poblacién como: cualquier tipo
de dolor, inflamacién y disminuir temperatura, ademas son de bajo costo, de hasta cinco pesos

mexicanos, por una presentacion de 30 tabletas en diferentes gramajes.

La poblacién de la zona de Pachuca-Mineral de la Reforma prefiere adquirir estos
medicamentos a través de las farmacias particulares, ya que en los centros de salud pequefios y
arraigados, los fdrmacos analizados son de poca existencia o a veces nula, en centros de salud

de mejor infraestructura la problematica no radica en la disponibilidad de los farmacos, sino en
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el tiempo de espera exagerado para la atencion médica; las ventajas de las farmacias es que
estan disponibles en horarios mds amplios y se encuentran cerca de la poblacién, ya que, por lo
general existe una o mds por colonia y muchas de estas cuentan con un médico con costos
accesibles, la espera para la atencién es breve y en la mayoria de los casos con mejor calidad
humana. Es necesario realizar un monitoreo en donde se tomen en cuenta variables
socioecondmicas, afecciones particulares, distribuidores de farmacos, horarios laborales,
farmacos con diferentes compuestos activos, comparacién entre marcas, comparacién en
diferentes sitios de Hidalgo para asi poder determinar un perfil mas detallado de venta y

prescripciones médicas en la poblacién de estudio.

Este estudio sirve para dar una perspectiva del actual del problema ambiental y de
automedicacién, por la alta venta de medicamentos en farmacias de Pachuca-Mineral de la
Reforma observando cifras de 5 kg/dia de diclofenaco, 15 kg/dia acido acetilsalicilico, 23 kg/dia
de ibuprofeno, 25 kg /dia de paracetamol y 27 kg/dia de naproxeno; los elevados consumos y
prescripcion de AINEs incrementan el potencial de riesgo en la salud humana y deterioro

ambiental, incluyendo flora y fauna silvestre por presencia del compuesto activo y metabolitos.

EPRAS “Evaluacidon de Potencial de Riesgos Ambientales y a la Salud”, es una metodologia
alternativa para la toma de decisiones rdpidas, en este caso de los farmacos (AINEs), la cual es
una herramienta que permite identificar situaciones de potencial de riesgo bioldgico vy
ambiental, basada en el analisis sistematico de reportes bibliograficos y observaciones simples,
para determinar cualitativamente el impacto de variables ambientales, bioldgicas vy
situacionales de manera clara, rapida y resumida. Esta metodologia esta basada en diferentes
metodologias que la sustentan (Tambutti et al., 2001; Sdnchez et al., 2007; Gaytan et al., 2012;
Quiterio-Pérez en el 2012), pero con diferencias tangibles en el cuestionario. Tiene la flexibilidad
de aplicarse en otros contaminantes emergentes, como lo aplicd Reyes-Silva en el 2016 con
antibidticos, obteniendo resultados de potencial de riesgo comparables con la parte

experimental.

En cuestiones gubernamentales se requiere de toma de decisiones rapidas por el tiempo corto

de entrega de los proyectos, como también reiteradamente no se cuenta con el presupuesto
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para andlisis quimicos costosos y pruebas bioldgicas, por lo general se requiere de una
perspectiva general para priorizar sobre un contaminante o en su caso una cuestién ambiental
urgente a evaluar, con los aspectos anteriormente descritos, en lo personal esta metodologia es
una alternativa confiable, porque se basa en resultados experimentales reportados en el
presente trabajo; esta metodologia sitla a: naproxeno, paracetamol, ibuprofeno y diclofenaco
en la categoria de alto potencial de riesgo, estos resultados se equiparan con la revision
bibliografica en donde, diversos autores como: Murray y colaboradores en el 2010, Almeida y
colaboradores en el 2013 asi como Grenni y colaboradores en el 2013, indican que el
naproxeno, diclofenaco, ibuprofeno y paracetamol son farmacos frecuentemente detectados en
el medio ambiente acudtico, incluyendo agua potable, los datos sobre su destino ambiental son
muy escasos. Estos farmacos son alta prioridad en base a su alto consumo, propiedades fisico-

guimicas, toxicidad, persistencia y presencia de agua.

Este trabajo, confirma a EPRAS como una metodologia facil de usar, con la capacidad de
identificar el potencial de riesgo de AINEs de manera anticipada a analisis quimicos y bioldgicos,
a través de su cinética ambiental, cuestiones situacionales, exposicidn, biodisponibilidad,
sectores expuestos, finalmente efectos potenciales y efectos reportados; tiene adaptabilidad
para alguna cuestidn en particular que se quiera analizar, por lo tanto, es una nueva
metodologia para las ciencias ambientales, que puede ser modificada para su constante
actualizacion y mejoramiento para determinar el potencial de riesgo de diferentes

contaminantes o en su caso de otros AINEs, dandole un valor agregado.

Diferentes farmacos producen efectos téxicos crénicos (estrogénicos, genotoxicos, cancerigenos
y teratogénicos entre otros) y toxicos agudos durante su exposicion, debido a que un gran
numero de especies son mucho mas sensible a los efectos de un fdrmaco en comparacion con la
de los seres humanos o animales de crianza (Corcoran et al., 2010). Los cinco farmacos

analizados mostraron efectos toxicos.

Acido acetilsalicilico es el farmaco de menor toxicidad con un incremento de muerte de
embriones del 0.13% por cada ppm; este es el farmaco con la concentracion mas alta entorno a

la CLso, establecida en 350 mg/L, debajo de esta concentracion, se localizan las concentraciones
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subtdxicas y concentraciones superiores a la CLsg son tdxicas; se establece que es un farmaco de
accion de corto plazo (24 horas) con respecto al ciclo de vida de este organismo, el tiempo de

exposicidn y concentracion actiuan de manera independiente en la muerte de embriones

Con respecto a la toxicidad de paracetamol, es consecutivo del acido acetilsalicilico, mostrando
un incremento de muerte de embriones del 0.34% por cada ppm del farmaco; este es el
farmaco consecutivo del acido acetilsalicilico con la concentracién mas alta entorno a la CLsy,
establecida en 150 mg/L, debajo de esta concentracidn, se localizan las concentraciones
subtodxicas y concentraciones superiores a la ClLsp, son toxicas; se considera un farmaco de
toxicidad a corto plazo (24 horas) con respecto al ciclo del vida del organismo, en donde el
tiempo de exposiciéon y concentraciéon actian de manera dependiente en la muerte de

embriones, esta dependencia también se observa en: diclofenaco, naproxeno e ibuprofeno.

Las concentraciones que presentaron toxicidad de acido acetilsalicilico y paracetamol son muy
similares a las presentaciones disponibles para el consumo humano. Para naproxeno,
diclofenaco, e ibuprofeno, las concentraciones téxicas estan por debajo de las presentaciones
gue estan en venta libre y de prescripcién médica, por lo tanto, se eleva el potencial de riesgo al

ser concentraciones mas bajas que las que se estan en el mercado farmacéutico.

En naproxeno, es un en donde el mayor efecto toxico se observa en las primeras 48 horas,
pasado este tiempo de exposicidn, la mortalidad disminuye gradualmente, este es el segundo
farmaco mas agresivo de los cinco probados, debido a que incrementan las muertes de
embriones en 2.51% por cada ppm del farmaco, es el segundo con la concentracién mas baja
entorno a la Clsg, establecida en 19.4 mg/L, debajo de esta concentracién se localizan las

concentraciones subtoxicas.

El diclofenaco es considerado un farmaco de toxicidad a largo plazo (72 horas) con respecto al
ciclo de vida de Danio rerio, mostrando mayor toxicidad a las 72 horas; es el tercer fdrmaco mas
agresivo de los cinco probados, ya que incrementan las muertes de embriones en 2.09% por
cada ppm del fdrmaco, ademas es el tercer farmaco con la concentracidon mads baja entorno a la
CLso, establecida en 22 mg/L, debajo de esta concentracidn, se localizan las concentraciones
subtodxicas.
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El ibuprofeno posee variabilidad en la mortalidad, considerado altamente agresivo, ya que se
observaron diferentes picos de incremento de mortalidad a diferentes tiempos de exposicion;
este es el farmaco mas téxico de los cinco analizados, en donde hay un 2.86% en el incremento
de muertes de embriones por cada ppm del fadrmaco. Ademads de los cinco farmacos analizados,
es el de la concentracidn mas baja entorno a la CLsy establecida en 16.8 mg/L, debajo de esta

concentracion, se localizan las concentraciones subtdxicas.

Con estos datos se establecen las curvas de dosis-respuesta en embriones de Danio rerio para

este tipo de farmacos, siendo un aporte de este trabajo.

La variable que eleva el potencial de riesgo es la concentracidn; para futuras investigaciones con
otros farmacos o con los mismos AINEs es necesario realizar pruebas estadisticas que
demuestren la independencia de las variables de tiempo y concentraciéon de exposicién o en su
caso la dependencia de estas, ya que los fdrmacos tienen un accionar diferente, recordando que
para cuatro de los fadrmacos analizados con excepcion del adcido acetilsalicilico las variables de

tiempo y concentracidon dependen una de la otra.

El presente trabajo es el primer registro de efecto teratogénico en columna vertebral, por
accion de estos farmacos de manera individual en embriones de pez cebra, en condiciones
controladas, el efecto se observé en los cinco farmacos; se tenia registro de retraso en la
eclosidn sin malformaciones, anomalias cardiacas, alteraciones en aleta pectoral en embriones,
reduccion de longitud de cola y cambios en presién arterial media en las primeras etapas de
alevin, muerte elevada de ovocitos y alteraciones histolégicas en rifiones por exposicion de:
diclofenaco, ibuprofeno, paracetamol y la mezcla de estos con otros farmacos (Hallare et al.,

2004; David y Pancharatna, 2009; Madureira et al., 2011; Galus et al., 2013).

En acido acetilsalicilico, el dafio teratogénico se presentd en 50, 100, 200 y 400 mg/L; el mayor
efecto se presentd de igual manera en 400 y 200 mg/L seguido de 50 y 100 mg/L en un mismo
grado de efecto teratogénico; las malformaciones con mayor frecuencia fueron las sencillas

seguidos de aleta caudal y curvas.
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El efecto teratogénico de paracetamol se observé en 37.5, 75 y 150 mg/L en estas
concentraciones el grado de efecto teratogénico fue el mismo y las malformaciones con mayor

frecuencia fueron las sencillas seguidos de aleta caudal y gancho.

El efecto teratogénico de ibuprofeno, se observé a partir de 6 y 12 mg/L con un mismo grado de
efecto teratogénico en ambas concentraciones; las malformaciones con mayor frecuencia son

las sencillas seguidas de las de aleta caudal y curvas.

En naproxeno y diclofenaco se muestra el mismo grado de efecto teratogénico en 5, 10 y 20
mg/L, para naproxeno las malformaciones de mayor frecuencia son las sencillas seguidas de
aleta caudal y tipo curva; en el caso de diclofenaco las malformaciones de mayor frecuencia son

las sencillas seguidas de las curvas y tipo gancho.

El tipo de malformaciones en el caso de acido acetilsalicilico, ibuprofeno y naproxeno sigue la
misma tendencia, presentando malformaciones sencillas seguidas de las de aleta caudal y
finalmente curvas. Para diclofenaco se observa que la tendencia es malformaciones sencillas,
curvas y gancho, finalmente paracetamol la tendencia de frecuencias de malformaciones, es
sencillas seguidos de aleta caudal y gancho. En el caso de los cinco farmacos las malformaciones
de mayor frecuencia son las sencillas y en ningin farmaco se observé malformaciones en
espiral, para cuatro farmacos con excepcién del diclofenaco la tendencia es malformaciones
sencillas seguida de malformaciones en aleta caudal. La frecuencia del tipo de malformaciones
puede inferir en un andlisis de efecto teratogénico en muestras ambientales complejas la
presencia de farmacos AINEs, el obtener con mayor frecuencia malformaciones sencillas
seguidas de las de aleta caudal y curvas, ademas de la ausencia de malformaciones en espiral,
infiere que el efecto teratogénico se debe a la posible presencia de los AINEs anteriormente

mencionados.

Se demuestra que el biomarcador de columna vertebral es facil de identificar y muestra ventajas
considerables sobre otro tipo de biomarcadores. Es necesario mantener las condiciones
fisicoquimicas adecuadas para obtener un nuUmero adecuado de embriones para la
experimentacion, ya que el no cumplir con estos simples requisitos, la conducta reproductiva se
ve afectada ademads del incremento de la tasa de mortalidad de los embriones.
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De manera de menor a mayor concentracién de exposicion de mg/L del farmaco en cuestion, en
donde se observa efecto teratogénico, el ibuprofeno es el fdrmaco en donde se observa efecto
teratogénico a menores concentraciones, seguido de naproxeno y diclofenaco, continuando con

paracetamol y finalmente acido acetilsalicilico

Las concentraciones cuantificadas de acido acetilsalicilico fueron las mas bajas en comparacién
con los demds farmacos; la cuantificacién se realizé en una muestra compleja de agua residual
de la zona de Pachuca-Hidalgo en donde se cuantifico 0.38 pg/L de este farmaco, este es el
primer registro a nivel nacional, por lo tanto, no se puede comparar con alguna concentracion
encontrada, pero a nivel internacional, estdn por debajo del rango cuantificado 0.030 y 19.4

ug/L por Moldovan en el 2006 y Nakada en el 2006.

El promedio cuantificado de ibuprofeno fue de 1.27 pg/L, concentraciéon consecutiva al
promedio de d4cido acetilsalicilico, esta se encuentra dentro del rango cuantificado por
diferentes autores de 0.015-100.40 pg/L en diferentes cuerpos de agua en México, desde aguas
residuales hasta agua potable (Siemens et al., 2008; Gibson et al., 2010; Félix-Cafiedo, 2013;

Gonzdlez-Gonzdlez et al., 2014; SanJuan-Reyes et al., 2015).

El promedio cuantificado de naproxeno es de 10 pg/L, promedio sucesivo al ibuprofeno, esta
concentracion se encuentra en el rango cuantificado por diferentes autores de 0.0052-1717.31
ug/L en diferentes cuerpos de agua en México, desde aguas residuales hasta agua potable
(Siemens et al., 2008; Gibson et al., 2010; Félix-Cafiedo, 2013; Gonzalez-Gonzalez et al., 2014;

SanJuan-Reyes et al., 2015).

El promedio cuantificado de paracetamol 48.37 pg/L, promedio mas alto de los farmacos
cuantificados, esta concentracidén se encuentra debajo del 698.30-3034.41 pg/L, cuantificado
por SanJuan-Reyes y colaboradores en el 2015, este rango alto se debe a que proceden de un

efluente de planta de manufactura de AINEs en Toluca, México.

El diclofenaco no se logré cuantificar debido a la disponibilidad del equipo, ya que este es ajeno
a la UAEH vy seguian los lineamientos de la unidad especializada de analisis farmacoldgicos con

sede en la ciudad de México. Se tenia presupuestado la disponibilidad del equipo hasta agosto-
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septiembre del 2016, esta problematica se reflejaria en la viabilidad de la muestra afectando los
resultados. No se descarta la presencia del diclofenaco en la muestra, ya que se infiere, que de
manera indirecta este presente por su consumo en ventas y prescripciones médicas en la zona
de estudio, ademas de que ha sido detectado en diferentes cuerpos de agua en México, desde
aguas residuales hasta agua potable en un rango de 0.028-104.63 pg/L (Siemens et al., 2008;
Gibson et al., 2010; Félix-Cafiedo, 2013; Gonzalez-Gonzalez et al., 2014; SanJuan-Reyes et al.,

2015), se recomienda realizar analisis de este farmaco en futuras investigaciones.

Es necesario llevar a cabo una revisidn bibliografica acerca de la técnica analitica a utilizar para
la cuantificacion y deteccion de AINEs en el ambiente; la técnica de quimica analitica de HPLC-
MS/MS utilizada en este trabajo para la evaluacién de farmacos como contaminantes
emergentes es eficiente para muestras complejas de aguas residuales, debido a que el limite de
deteccion se puede situar hasta los fentogramos (1x10™*° g) con suficiente especificidad para
distinguir y cuantificar a cada uno los contaminantes emergentes; aunque es necesario innovar
en nuevas técnicas analiticas de bajo costo, ya que la técnica antes mencionada tiene costos

elevados y la accesibilidad es limitada.

Las concentraciones que presentan toxicidad y teratogénesis estdan por debajo de las
concentraciones cuantificadas en este trabajo, ademds de cuantificaciones en diferentes
cuerpos de agua de México (Siemens et al., 2008; Gibson et al.,, 2010; Félix-Cafiedo, 2013;
Gonzdlez-Gonzdlez et al., 2014; SanJuan-Reyes et al., 2015) pero aun se desconoce en su
totalidad los efectos secundarios de estos farmacos, al interactuar con poblaciones silvestres de
flora, asi como de fauna, ademas de los posibles efectos de sinergia y/o antagonismo al tener

interaccion con otros contaminantes.

El cuantificar concentraciones bajas en el ambiente no significa que se deba descartar a estos
farmacos como contaminantes emergentes, la metodologia propuesta con el nombre de EPRAS
de alta confiabilidad demostrada, situa a diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno y paracetamol con
un alto potencial de riesgo, el caso del acido acetilsalicilico con un potencial de riesgo
intermedio, estas categorias se deben a su cinética ambiental, exposicidén, biodisponibilidad,

sector poblacional expuesto, efectos potencial y efectos reportados del farmaco en cuestién.
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La matriz de colorimetria con las variables experimentales probadas en el presente trabajo que
fueron: potencial de riesgo, ventas, prescripcién médica, concentracion cuantificada, toxicidad y
teratogénesis, en conjunto para cada fdrmaco, sita a naproxeno asi como paracetamol en
preocupacion prioritaria, ibuprofeno como también diclofenaco, en preocupacion alta y acido
acetilsalicilico como preocupacién intermedia; por lo tanto con estos fundamentos se insiste
que estos farmacos son contaminantes emergentes, por lo tanto, no se deben de descartar solo
por las cuantificaciones bajas encontradas, en un muestreo puntual, existen otras variables que
los sitlan con una preocupacién de intermedia hasta prioritaria para el ambiente y la salud,
ademads que es necesario incrementar los horizontes realizando monitoreos mensuales en
diferentes cuerpos de agua, principalmente en cuerpos receptores de aguas residuales
municipales como hospitalarias, igualmente de monitoreos en ecosistemas sensibles como
arrecifes, sistemas lagunares, manglares entre otros, para tener cifras mas cercanas a la
cantidad real de farmacos en el ambiente, asimismo del dafio biolégico que estas
concentraciones pudieran estar ocasionando, ya que la percepcién general de pérdida de
biodiversidad se debe a contaminantes conocidos como metales pesados y plaguicidas, pero los
farmacos estan disefiados para ocasionar un efecto, el estar presentes en ambientes puede ser
factor de la disminucién de la poblacion de algunas especies, por los diferentes dafios como:
efectos en la conducta reproductiva, muerte de embriones, dafios en estructuras internas-
externas que afecten el funcionamiento normal en el ciclo de vida, bioacumulacién y

genotoxicidad que pudieran estar ocasionado.
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9. CONCLUSIONES

Encuestas en la zona de estudio

El presente estudio representa el primer trabajo a nivel estatal relacionado

cuantitativamente con la prescripcion y venta de AINEs.

El fdrmaco de mayor prescripcion en el sector salud es el paracetamol seguido del

naproxeno, acido acetilsalicilico y diclofenaco.

El fdrmaco de mayor venta en las farmacias particulares es el: naproxeno, sucesivo del

paracetamol, ibuprofeno, acido acetilsalicilico y diclofenaco.

La via de mayor interacciéon entre la poblacidn y estos compuestos es a través de la venta

en farmacias debido al acceso libre.

Los altos niveles de prescripcién médica y ventas identificados en el presente trabajo,

permiten evidenciar el posible potencial de riesgo a la salud y el ambiente.

Analisis quimicos

La cuantificacidon de AINEs en aguas residuales de Pachuca-Mineral de la Reforma es el

primero de su tipo a nivel municipal.

A nivel nacional es el primer reporte de deteccién y cuantificacién para acido

acetilsalicilico, el segundo de paracetamol y el sexto para ibuprofeno y naproxeno.

El fdrmaco de mayor concentracién cuantificada en la zona es el paracetamol, seguido

del naproxeno, ibuprofeno y acido acetilsalicilico; el diclofenaco no se logré cuantificar.
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Efecto biologico

e Se validd el etanol absoluto al 0.5% como un control negativo, para evaluar el efectos

toxicos y teratogénicos en columna vertebral en embriones de pez cebra.

e En los cinco AINEs analizados con embriones de Danio rerio, permite establecer la ClLsg y

sus concentraciones subtoéxicas respectivas.

e El farmaco que presentd mayor efecto toxico fue el ibuprofeno seguido del diclofenaco,

naproxeno, paracetamol y acido acetilsalicilico.

e La toxicidad de los cinco AINEs evaluados mostré una relacion lineal entre concentracion

y efecto.

e Los cinco AINEs evaluados con embriones de Danio rerio, son positivos para el efecto

teratogénico con el biomarcador de columna vertebral.

e El| farmaco que presentd mayor efecto teratogénico fue el ibuprofeno, seguido de,

naproxeno y diclofenaco, paracetamol y finalmente acido acetilsalicilico.

e La malformacién que presentd mayor frecuencia de aparicion en los cinco farmacos fue
la malformacidn sencilla, expresandose todas las malformaciones a excepcion de la de

espiral.

e Los resultados de los efectos toxicos y teratogénicos de esta investigacion justifican la
actual preocupacién acerca de los posibles efectos biolégicos negativos de los farmacos
en el ambiente acudtico como contaminantes emergentes, aunado al alto consumo,

ventas y a las diferentes vias de entrada de estos contaminantes al ambiente.
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Potencial riesgo EPRAS

El modelo tripartita, fundamenta la metodologia EPRAS con indicadores enddgenos, en

un sistema que permite identificar el potencial de riesgo para AINEs.

La “Evaluacion de Potencial de Riesgos Ambientales y Efectos a la Salud (EPRAS)”
propuesta en el presente trabajo, es una alternativa para la toma de decisiones rapidas
en estudios ecotoxicoldgicos de farmacos, basada en metodologias similares pero con
mejoras en las variables de identificacién, de manera especifica para AINEs, pero con la
capacidad de adecuarse a otros farmacos, los resultados experimentales de este trabajo

son equiparables con EPRAS por lo tanto le da un valor agregado de confiabilidad.

Esta metodologia clasifica a cuatro de los cinco farmacos analizados con un alto
potencial de riesgo (diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno y paracetamol) y acido

acetilsalicilico con un potencial de riesgo intermedio.

Perspectiva general

A pesar de las concentraciones bajas encontradas aun se desconoce en su totalidad los
efectos secundarios de estos farmacos, al interactuar con poblaciones silvestres de flora
y fauna, ademas de los posibles efectos de sinergia y/o antagonismo al tener interaccién

con otros contaminantes.

El tener evidencia cuantitativa de concentraciones en ambientes acuaticos, manifiesta la

importancia de este trabajo.

El total de las variables analizadas indica al naproxeno y paracetamol de preocupacion
prioritaria, ibuprofeno y diclofenaco preocupacién alta y acido acetilsalicilico

preocupacion intermedia.

Este trabajo abre nuevas lineas de investigacion, es necesario medir otros
biomarcadores como: efectos en la conducta reproductiva, dafios en estructuras
internas y externas que afecten el funcionamiento normal en el ciclo de vida,

bioacumulacién, mutagénesis, dafno genotdxico, cambios etoldgicos y dafo teratogénico
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en algun otro biomarcador como: opérculo, ojo, aleta entre otros, en los cuales el pez
debe de desarrollarse hasta una etapa juvenil-adulta para poder determinar si el dafio
estd presente, ademas de realizar muestras complejas de las concentraciones mdaximas

encontradas.
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