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RESUMEN

Los contaminantes emergentes, tales como farmacos de uso humano y veterinarios,
generan creciente preocupacion por sus efectos toxicos potenciales en organismos
acuaticos. Los antinflamatorios paracetamol e ibuprofeno estan entre los farmacos mas
consumidos a nivel mundial y se han encontrado en ecosistemas acuaticos como rios y
lagos. El objetivo de este trabajo fue evaluar la toxicidad de paracetamol e ibuprofeno
y sus interacciones sobre la microalga Pseudokirchneriella subcapitata. Para ello, se
prepararon concentraciones crecientes de ambos compuestos farmacéuticos y se rea-
lizaron bioensayos de toxicidad con P. subcapitata, en tanto que para las interacciones
se prepararon mezclas binarias en proporciones de 4:1, 1:4 y 1:1 de acuerdo con los
Clao determinados previamente. Las interacciones se determinaron de acuerdo con
los modelos concentracion-adicién y proporcion-sinergia. Los resultados muestran
que la toxicidad del ibuprofeno fue mayor que la de paracetamol (Cly-72 hde 12.7 y
23.9 mg/L, respectivamente). Las interacciones se clasificaron como antagonicas.
En conclusion, los resultados sugieren un bajo riesgo ambiental para los productores
primarios como la microalga P. supcapitata, ya que las concentraciones que provocan
efectos toxicos son superiores a las reportadas en ecosistemas acuaticos naturales como
lagos y rios en diferentes partes del mundo. Por otra parte, la presencia conjunta de
ambos farmacos inhibe sus toxicidades individuales sobre P. subcapitata.
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ABSTRACT

Emerging contaminants, such as drugs for human and veterinary use, are of growing
concern due to their potential toxic effects on aquatic organisms. The anti-inflammatories
paracetamol and ibuprofen are among the most consumed drugs worldwide and have
been found in aquatic ecosystems such as rivers and lakes. The aim of this work was to
evaluate the toxicity of paracetamol and ibuprofen and their interactions on the microal-
ga Pseudokirchneriella subcapitata. For this purpose, increasing concentrations of both
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pharmaceutical compounds were prepared, toxicity bioassays were performed with
P. subcapitata, while for interactions, binary mixtures were prepared in the following
ratios: 4:1, 1:4, and 1:1 according to the Clyo previously determined. The interactions
were determined according to the concentration-addition and synergy-ratio models.
The results show that the toxicity of ibuprofen was higher than paracetamol (72-h Clyo
of 12.7 and 23.9 mg/L, respectively). The interactions were classified as antagonistic.
In conclusion, the results suggest a low environmental risk for primary producers such
as the microalgae P. supcapitata, since the concentrations that cause toxic effects are
higher than those reported in natural aquatic ecosystems such as lakes and rivers in
different parts of the world. On the other hand, the joint presence of both drugs inhibits

their individual toxicities on P. subcapitata.

INTRODUCCION

Los contaminantes emergentes tales como far-
macos de uso humano y veterinarios, productos de
aseo personal, aditivos industriales, esteroideos y
hormonas, asi como los subproductos para desinfec-
cion, son de creciente interés por sus efectos toxicos
potenciales en organismos acudticos, a los cuales
pueden llegar a través de descargas puntuales y difu-
sas (Gomez-Olivan et al. 2014, Williams et al. 2019,
Ding et al. 2020, Angeles-de Paz et al. 2023). La
mayoria de estos contaminantes no esta regulada por
las normas de calidad ambiental (Ramirez-Morales
et al. 2022). Estos agentes quimicos no son elimina-
dos por los sistemas convencionales de tratamiento
actualmente utilizados, descargandose directamente
a los cuerpos de agua (Cleuvers 2004, Grujic et al.
2009, Mathias et al. 2018, Ding et al. 2020).

El desarrollo de farmacos y compuestos bioacti-
vos evoluciona rapidamente, y en muchos casos sus
mecanismos de accion son nuevos para los sistemas
bioldgicos, de manera que las consecuencias en el
ambiente son inciertas. Por estos motivos, la infor-
macion disponible sobre los impactos potenciales
de muchas de estas sustancias es limitada (Ding et
al. 2020). En esta nueva generacion de contami-
nantes destacan los antinflamatorios no esteroideos
(AINE), los cuales son usados para tratar diferentes
tipos de dolor, tanto agudo como crénico; por lo
tanto, también son los mas estudiados (He et al.
2017, Ding et al. 2020). Desde hace muchos afios
es sabido que los AINE actuan periféricamente
reduciendo la produccion de prostaglandinas,
potentes mediadores hiperalgésicos que modulan
multiples sitios a lo largo de la via nociceptiva e
intensifican tanto el proceso de transduccion (efecto
de sensibilizacion periférica) como el de transmi-
sion (efecto de sensibilizacion central) (Burian y
Geisslinger 2005).

Los antinflamatorios paracetamol e ibuprofeno
estan entre los firmacos mas consumidos en Chile, y
diversos estudios muestran que provocan efectos to-
xicos en organismos acuaticos. Mathias et al. (2018)
senalan que el ibuprofeno provoca nefrotoxicidad e
inmunosupresion en Rhamdia quelen. Asimismo, se
ha reportado que genera estrés oxidativo en el pez
cebra y la carpa comun (Bartoskova et al. 2013, Islas-
Flores et al. 2014), provoca dafio genético en bivalvos
y cladéceros de agua dulce como Daphnia magna
(Parolini y Binelli 2012, Gomez-Olivan et al. 2014),
y produce embriotoxicidad (David y Pancharatna
2009). Kim et al, (2012) reportan que el paracetamol
provoca toxicidad aguda en Daphnia magnay Moina
maccodropoa con una concentracion efectiva (CEsp)
a las 24 h de 53.87 y 109.5 mg/L, respectivamente,
en tanto que la sobrevivencia de peces juveniles es
afectada a los 95 mg/L.

Para proteger a los organismos que habitan en
ecosistemas acuaticos se han establecido normas
y/o regulaciones ambientales basadas en concentra-
ciones totales y disueltas maximas de los elementos
quimicos en forma individual, sin considerar el papel
que juegan los factores ambientales. Asi, esta aproxi-
macion no garantiza la proteccion de los organismos
acuaticos debido a que la toxicidad de los agentes
quimicos es afectada por factores fisicos y quimicos
como pH, dureza y materia organica (Gaete y Chavez
2008). Otro factor que puede afectar la toxicidad
individual de un contaminante es la presencia de
otros contaminantes, debido a las interacciones que
ocurren al mezclarse (sinérgica, antagonica, aditiva)
(Ukica et al. 2019). En los ultimos afios ha habido
un creciente interés por estudiar las interacciones
entre agentes quimicos con el objeto de predecir su
impacto sobre los organismos que habitan los ecosis-
temas acuaticos (Wang et al. 2022). En este sentido,
el conocimiento de los efectos ecotoxicologicos de
los productos farmacéuticos sobre los productores
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primarios de ecosistemas acuaticos, tanto de manera
individual como en mezclas, es escaso.

Entre los organismos que pueden estar expuestos
a estos agentes quimicos estan los productores pri-
marios, los cuales son claves en el funcionamiento
de los ecosistemas acuaticos (Grzesiuk et al. 2016).
Para evaluar el efecto de los agentes quimicos sobre
los productores primarios en ecosistemas acuaticos se
han desarrollados bioensayos de toxicidad, entre ellos
el bioensayo con la microalga Pseudokirchneriella
subcapitata, la cual se caracteriza por su facilidad
de cultivo, sensibilidad a los agentes quimicos y
replicabilidad de los ensayos (Vannini et al. 2011,
Magdaleno et al. 2015, Yamagishi et al. 2017).

Los farmacos ibuprofeno y paracetamol pueden
estar presentes en las descargas de plantas de trata-
miento de aguas residuales domésticas y ser trans-
portados a los ecosistemas acuaticos, donde forman
mezclas complejas que pueden generar interacciones
que afectan su toxicidad individual. Los efectos ad-
versos sobre las especies no objetivo son evaluados
en estudios de laboratorio mediante la determina-
cion de variables respuesta en especies expuestas
a concentraciones conocidas de formas puras y de
grado analitico de sustancias activas farmacéuticas,
desconociéndose el efecto de las formulaciones
comerciales. En consideracion de lo anterior, es
importante determinar el tipo de interaccion de estos
agentes quimicos en sus respectivas formulaciones
comerciales (Cleuvers 2004, Sampaio et al. 2020).
Esta informacion es relevante en la determinacion
de estandares y normas ambientales para la protec-
cion de los organismos y el funcionamiento de los
ecosistemas acuaticos. En relacion con lo anterior, el
objetivo general fue evaluar la toxicidad de formu-
laciones comerciales de la mezcla de paracetamol e
ibuprofeno sobre la microalga P. subcapitata.

MATERIALES Y METODOS

Los ensayos de toxicidad se realizaron con la
microalga unicelular P. subcapitata, perteneciente
al orden Chlorococcale, clase Chlorophyceae. Es
un alga verde con forma de media luna cuyo largo
aproximado es de 14 um. La cepa fue cultivada en
el Laboratorio de Ecotoxicologia de la Universidad
de Valparaiso, de acuerdo con la norma NCh 2706
(INN 2002).

Las soluciones de prueba de los fArmacos se reali-
zaron a partir de formulaciones comerciales, prepara-
das de acuerdo con el porcentaje de ingrediente activo
y solubilidad del paracetamol e ibuprofeno (100 y

75 mg/L, respectivamente). Se utilizé un solvente
organico, el cual permitié una mejor solubilidad. La
concentracion de éste en las soluciones de prueba fue
inferior al 2 % del total de la solucién de acuerdo con
la norma NCh 2706 (INN 2002).

Primer experimento

El experimento consistio en determinar la toxici-
dad aguda de cada farmaco en forma individual, para
lo cual se realizaron bioensayos de acuerdo con la
norma NCh 2706 (INN 2002). Antes del bioensayo
se prepar6é una solucion de nutrientes compuesta
por cinco soluciones de reserva, las cuales conte-
nian micronutrientes, macronutrientes, Fe-EDTA,
elementos traza y NaHCO3. Posteriormente la mi-
croalga fue inoculada en matraces Erlenmeyer de
500 mL en volumen igual para todas las muestras y
a partir de un cultivo de reserva realizado al menos
tres dias antes para que las microalgas presentes en
¢l estuviesen en fase exponencial de crecimiento. A
continuacion fueron enriquecidas con una misma
concentracion de nutrientes para evitar falsos nega-
tivos y se afiadieron los volimenes de paracetamol
e ibuprofeno para alcanzar las concentraciones de
prueba (Cuadro I). Por ultimo, se aforaron con
agua destilada hasta generar un volumen de 300 mL.
Adicionalmente se prepard un testigo que contenia
solamente el indculo de P. subcapitata, nutrientes
y agua. Cada solucion a las distintas concentra-
ciones y el blanco se realizaron por triplicado y se
expusieron a luz blanca fria continua con intensidad
luminica de 4608 lux (equivalentes a cuatro tubos
fluorescentes de 30 W), manteniendo una tempera-
tura de 23 + 2 °C y agitando manualmente todos los
dias. El inéculo inicial fue de a 2.6 x 10° cel/mL.
A las 72 h se determind la concentracion de inhibi-
cion del 20 % de la tasa de crecimiento (Clx-72 h),
ya que el 50 % fue superior a las concentraciones
probadas para el paracetamol. Para ello se utiliz6 el
programa Inhibition Concentration (Icp) de la USE-
PA, en tanto que la determinacion de la concentracion
sin efecto observable (CSEQO) y la concentracion mas
baja a la que se observan efectos (CBOE) de cada

CUADRO I. CONCENTRACIONES DE LOS FARMACOS
PROBADOS EN LOS BIOENSAYOS DE TO-
XICIDAD CON P. subcapitata.

Elementos quimicos Concentraciones crecientes (mg/L)

Paracetamol
Ibuprofeno

1,25, 50,75, 100
0.75, 10, 25, 50, 70
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compuesto se determinaron a través de la prueba de
Dunnett.

Segundo experimento

Para la determinacion del tipo de interaccion entre
farmacos se sigui6 el trabajo Otitoloju (2002). De acuer-
do con los valores de Cl-72 h individuales se realizaron
ensayos con las mezclas binarias de los farmacos en pro-
porciones de 4:1, 1:1y 1:4 de sus respectivos Clx-72 h
(Cuadro II). Se prepararon cinco concentraciones
crecientes para cada una de las mezclas.

CUADRO II. CONCENTRACIONES CRECIENTES PARA
MEZCLAS BINARIAS PROBADAS EN
BIOENSAYOS DE TOXICIDAD CON P.
subcapitata.

Proporcion Concentraciones
paracetamol:ibuprofeno probadas (mg/L)
4:1 1,25, 50,75, 100

1:1 1, 25, 50, 75, 100

1:4 5,20, 35, 50, 65

Cdlculo de la tasa de crecimiento (k)

Se calculo la tasa de crecimiento para cada cul-
tivo transcurridas 72 h de exposicion, a partir de la
ecuacion 1:

InN, — InN,
e (1)

donde t#, es el tiempo transcurrido entre el inicio y el
fin del ensayo, Ny la densidad celular inicial nominal
y Nn la densidad celular al final del ensayo.

k=

Cilculo del porcentaje de inhibicion del 20 % de la
tasa de crecimiento a las 72 h (Clz-72 h)

Se calculo el porcentaje de inhibicion para cada
concentracion con respecto al testigo segun la ecua-
cion 2:

ke —kj
L= k—lx 100 ()

c

donde /i es el porcentaje de inhibicion de la tasa
de crecimiento para la concentracion i, k. la tasa de
crecimiento promedio para el testigo y K la tasa
de crecimiento promedio para la concentracion i.

Modelo concentracion-adicion (Otitoloju 2002)

Cl,, estimada
(3)

donde C4 = 1 indica que el efecto es aditivo, CA >
1 que hay sinergia y CA <1 que hay antagonismo.

CA =

CL,, experimental de la mezcla

Modelo proporcion-sinergia (PS) (Otitoloju 2002)

Cly del elemento quimico

actuando individualmente

PS =
Cly, de la mezcla 4)

donde PS =1 indica aditividad, PS> 1 indica sinergia
y PS <1 indica antagonismo.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro III se muestran los valores de Clyo-
72 h para los farmacos evaluados individualmente
y las mezclas binarias. El Clso para paracetamol
fue superior a la concentracion probada mas alta,
lo que concuerda con Nunes et al. (2014), quienes
reportan una concentracion efectiva del 50 % (CEso)
de paracetamol en P. supcapitata de 292.6 mg/L. Se
observa que el ibuprofeno presenta casi el doble de
toxicidad que el paracetamol, lo cual puede atribuirse
a las diferencias en sus estructuras moleculares (de-
rivados arilpropionicos en el caso del primero y de
p-aminofenol en el segundo; Simpson et al. 2011).
De manera similar, aunque en peces, Xia et al. (2017)
encontraron un efecto toxico mayor de ibuprofeno
que de paracetamol sobre las variables natatorias
y la expresion genética neuroldgica en el pez cebra
Danio rerio.

CUADRO III. VALORES DE ClI»-72 h PARA LOS ELE-
MENTOS QUIMICOS EVALUADOS INDI-
VIDUALMENTE Y EN MEZCLAS CON P,
subcapitata.

Elementos quimicos Clx0-72 h (mg/L)

Paracetamol 23.9 (15.6-32.0)
Ibuprofeno 12.7 (9.94-15.2)

1:1 52.9 (44.6-61.7)

1:4 (paracetamol:ibuprofeno) 36.7 (32.3-40.9)
4:1 (paracetamol:ibuprofeno) 50.0 (43.5-56.3)

Latoxicidad del paracetamol y el ibuprofeno pue-
de deberse a que inducen al estrés oxidativo (lo que
ha sido observado en microcrustaceos como Daphnia
magna 'y anfipodos como Hyalella azteca), atectando
algunas biomoléculas como proteinas, membrana
lipidica y ADN (Goémez-Olivan et al. 2014). En
algas se ha encontrado que reducen la cantidad del
precursor de cloroplasto glutamina sintetasa (GS),
que cataliza la sintesis de glutamina, un precursor
importante para las vias biosintéticas de aminoacidos
(Vannini et al. 2011). Palatnik et al. (1999) mostraron
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CUADRO IV. VALORES DE Clx-72h (mg/L) ESTIMADA'Y EXPERIMENTAL.*

Mezcla Cl-72h Clx-72 h CA
paracetamol-ibuprofeno estimada (mg/L) experimental (mg/L)

: 18.3 (12.8-26.3) 52.9 (44.6- 61.7) 0.34

1:4 14.9 (11.1-16.6) 36.7 (32.3- 40.9) 0.41

4:1 21.7 (14.5-28.6) 50.0 (43.5 - 56.3) 0.43

*Los valores de concentracion-adicion corresponden a los del modelo concentracion-
adicion, el cual indica que si CA =1 el efecto es aditivo, si CA > 1 hay sinergia y si CA

<1 hay antagonismo.

CUADRO V. VALORES DE Cly-72 h PARA CADA FARMACO INDIVIDUAL Y
PARA CADA UNA DE SUS MEZCLAS.

Mezcla Cl0 -72 h (mg/L) PS1 PS2
Paracetamol-ibuprofeno Par Paracetamol  Ibuprofeno

4:1 50.0 (43.5-56.3) 0.47 0.25

1:1 52.9 (44.6-61.7) 0.45 0.24

1:4 36.7 (32.3-40.9) 0.65 0.34

*PS1 y PS2 pertenecen la modelo proporcion-sinergia (PS), donde PS1 =1 indica adi-
tividad, mientras que PS > 1 indica sinergia y PS < 1 antagonismo.

que la GS cloroplastica es particularmente propensa
a la degradacion en condiciones de estrés oxidativo.
En comparacion con el presente estudio, Ching-Yee
etal. (2015) reportan una menor toxicidad de parace-
tamol con valores de CE50-96 h de 250y 91.4 mg/L,
através de las variables respuesta de densidad optica
y concentracion de clorofila d, respectivamente,
sobre la misma especie. Por otra parte, Geiger et al.
(2016) reportan en menor toxicidad del ibuprofeno
que el presente estudio, con valores de Cl»0-96 h de
51.05 mg/L en Chlorella vulgaris. Estas diferencias
con nuestro estudio pueden deberse a las variables
respuestas evaluadas, asi como a la variacion interes-
pecifica y el tiempo de exposicion. Adicionalmente,
la mayor toxicidad en el presente estudio podria estar
asociada con la utilizacion de formulaciones comer-
ciales, ya que en algunos fairmacos éstas contienen
excipientes (coadyuvantes) que podrian aumentar
su biodisponibilidad y por lo tanto su toxicidad. Al
respecto, Politakis et al. (2018) senalan que el me-
dicamento Buscopan plus (Boehringer Ingelheim,
Alemania) contiene butilbromuro de hiosicina y
acetaminofeno (n-acetil-para-aminofenol, tambien
conocido como paracetamol) como sustancias acti-
vas. En este sentido, se ha reportado que formulacio-
nes comerciales de pesticidas son mas toxicas que el
ingrediente activo (Cossi et al. 2020), lo que podria
explicar en parte los resultados del presente estudio.

En los Cuadros IV y V se muestran las clasifi-
caciones de las interacciones binarias determinadas
a través de los dos modelos. En el caso del modelo
concentracion-adicion se observa que el tipo de
interaccion es de tipo antagénica, al igual que en
el modelo proporcion-sinergia. Estos resultados
concuerdan con diversos estudios acerca del antago-
nismo competitivo entre los firmacos estudiados en
diferentes organismos (Kenakin 2006), entre los que
destaca el de Gomez-Olivan et al. (2014) realizado
con H. azteca y una mezcla binaria de AINE entre
los que se encontraban paracetamol e ibuprofeno. En
dicho estudio también se pudo observar que la inte-
raccion entre ambos farmacos es de tipo antagonico,
al igual que en el trabajo de Varano et al. (2017) con
D. magna, en el cuyal se realizaron mezclas binarias
con fluoxitina y propanolol, encontrandose mediante
el modelo concentracion- adicion que esta interaccion
es antagonica. El trabajo de Di Nica et al. (2016) ob-
tuvo resultados similares con A/iivibrio fischeri y una
mezcla de AINE. Este tipo de interaccion antagonica
es un comportamiento conocido como antagonismo
competitivo entre dos moléculas que tienen similar
modo de accidn, debido a que los sitios receptores
son limitados y dichas moléculas deben competir por
el acceso a ellos (Jespersen et al. 2013). Dong et al.
(2019) reportaron resultados similares en los tipos de
interaccion ibuprofeno mas azitromicina e ibuprofeno
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mas triclosan, clasificadas como antagdnicas, sobre
Vibrio fischeri, senalando que los diferentes grupos
funcionales de los farmacos estudiados podian afec-
tar las reacciones fisioldgicas y bioquimicas de los
organismos.

En este estudio, las concentraciones mas bajas a
las que se observaron cambios significativos en las
tasas de crecimiento fue de 1y 0.75 mg/L para para-
cetamol e ibuprofeno, respectivamente (Figs. 1y 2).
Buetal. (2013) reportaron valores de CSEO y CBOE
para ibuprofeno de 0.1 y 1 mg/L, respectivamente,
sobre Hydra attenuata, que son del mismo orden de
magnitud que el presente estudio. Por otra parte, en
paracetamol, Kim et al. (2012) reportaron una CSEO
de 5.72 mg/L en D. magna.
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Fig. 1. Comparacion de la tasa de crecimiento de P, subcapitata
con las concentraciones de paracetamol y el testigo. Los
valores corresponden al promedio y desviacion estandar.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos (p < 0.05).
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Fig. 2. Comparacion de la tasa de crecimiento de P. subcapitata
con las concentraciones de ibuprofeno y el testigo. Los
valores corresponden al promedio y desviacion estandar.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos (p < 0.05).

CONCLUSION

Al comparar la toxicidad entre farmacos sobre
la microalga P. supcapitata, el ibuprofeno fue mas

toxico que el paracetamol. El tipo de interaccion
entre los farmacos estudiados fue antagoénico. Estos
resultados sugieren un bajo riesgo ambiental para los
productores primarios como la microalga P. supcapi-
tata, ya que las concentraciones que provocan efectos
toxicos son superiores a las reportadas en ecosistemas
acuaticos naturales como lagos y rios en diferentes
partes del mundo. Finalmente, este estudio destaca la
importancia de realizar estudios ecotoxicologicos de
interaccidn entre contaminantes emergentes, debido
a que estudios de toxicidad de agentes quimicos
individuales podrian sobreestimar o subestimar su
riesgo ambiental.
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