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Abreviaturas

AINE antiinflamatorio no esteroideo
CAT catalasa

CE concentracion efectiva

CL concentracion letal

DNA acido desoxirribonucleico
ENDO endonucleasa Il

ERO especies reactivas de oxigeno
FPG formamidopirimidina glicosilasa
GPx glutation peroxidasa

GSH glutation

GSSH glutation reducido

LPO lipoperoxidacion

POx proteinas oxidadas

PT proteinas totales

RL radicales libres

SOD superoxido dismutasa
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RESUMEN

El agua es un liquido vital para la existencia de todos los organismos vivos. Sin
embargo, este recurso se encuentra amenazado por el rapido crecimiento de la
poblacién y la contaminacion. La toxicidad producida por contaminantes como
metales pesados, hidrocarburos y plaguicidas en ambientes acuaticos ha sido
ampliamente evaluada, pero pocos son los estudios sobre el efecto de los
productos farmacéuticos. El diclofenaco, un antiinflamatorio no esteroideo, es uno
de los medicamentos de venta libre mas utilizados en México. De acuerdo a la
clasificacion sueca de peligro ambiental y valoracion de riesgo de ingredientes
farmacéuticos, esta considerado como peligroso para el ambiente, sin embargo en
nuestro pais no se cuenta con ninguna legislacién al respecto. Diversos estudios
han demostrado la toxicidad de este farmaco en mamiferos y recientemente ha
sido demostrado que puede generar especies reactivas de oxigeno y radicales
libres, asi como apoptosis en hepatocitos humanos y de ratas. Sin embargo no
existen reportes de su toxicidad en especies acuaticas. El objetivo del presente
estudio fue evaluar la toxicidad producida por el diclofenaco sobre Daphnia
magna, mediante ensayos de toxicidad aguda y subletal, valorando para este
altimo biomarcadores de estrés oxidativo como el grado de lipoperoxidacion, la
actividad de enzimas antioxidantes (superoxido dismutasa, catalasa y glutation
peroxidasa) y contenido de proteinas carboniladas, asi como biomarcadores de
dafio al material genético. Los resultados obtenidos fueron: El ensayo agudo
mostré que la CLsp a 48 horas fue de 116.6 y 96.6 mg/L, para neonatos y adultos
de 14 dias respectivamente, siendo entonces estos Ultimos mas sensibles a la
exposicién al farmaco. El ensayo subletal, demostr6 que la exposicion de D.
magna a este medicamento produce estrés oxidativo (incremento en el grado de
lipoperoxidacion y contenido de proteinas carboniladas, asi como modificaciones
en la actividad de las enzimas antioxidantes), asi como dafio al DNA. En
conclusion, el diclofenaco produce dafio oxidativo y genético a D. magna y
considerando que este tipo de organismo es fundamental para los ecosistemas
acuaticos, este medicamento deberia ser calificado como ecotdéxico y su

incorporacion al ambiente legislada.
Vi
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ABSTRACT

Water is essential for living organisms. Nevertheless, it is threaten by demographic
growth and pollution. The toxicity produced by contaminants such as heavy metals,
hydrocarbons and pesticides in aquatic environments has been widely studied, but
there are only few studies about the effect of pharmaceutical products. The
diclofenac, a non steroidal anti-inflammatory, is one of the most used drugs in
México and it can be sold without medical prescription. According to the Swedish
Environmental Danger and Risk Assessment of Pharmaceutical Ingredients
Classification, it is considered dangerous to the environment, however in our
country there is no legislation about this matter. Many studies had demonstrated
that it can produce reactive oxygen species and free radicals, as well as apoptosis
in human and rat hepatocytes, but no information about aquatic species are
available. The aim of the present work was to assess the toxicity produced by
diclofenac on Dapnia magna, by acute and sublethal toxicity assays, evaluating
oxidative stress biomarkers such as lipid peroxidation level, antioxidant enzymes
activity (superoxide dismutase, catalase and glutathione peroxidase) and carbonyl
protein content, as well as genetic material biomarkers. The obtained results were:
The acute assay showed that LCsy at 48 h was 116.6 y 96.6 mg/L, for neonates
and 14 day adults respectively, hence being the last ones more sensitive to the
drug exposure. The sublethal assay demonstrated that the exposure of D. magna
to this compound produced oxidative stress (increment in lipid peroxidation level
and carbonyl protein content, as well as modification of the antioxidant enzymes
activity) and DNA damage, depending on the concentration used. In conclusion,
diclofenac produced oxidative and genetic damage to D. magna and considering
that this type of organism in fundamental to the aquatic ecosystems, this drug must
be qualified as ecotoxic and its incorporation to the environment legislated.

Viii
Abstract
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I. INTRODUCCION

1.1 El agua

El agua es un liquido vital para la existencia de todos los organismos vivos, ya que
es indispensable en los procesos bioldgicos y es habitat de multiples comunidades
acuaticas. Su extraccion para uso domeéstico, agricola, minero, industrial, para la
generacion de energia, asi como el vertido de contaminantes, puede llevar a un
deterioro en su calidad y cantidad, impactando no solo al ecosistema acuatico,
sino también a la disponibilidad de agua segura para consumo humano (SAGAN,
2007).

1.2 Contaminacién del agua

Se considera contaminacién a la adicion de cualquier sustancia en cantidad
suficiente para que cause efectos dafinos mensurables en la flora y la fauna,
debido a causas naturales o0 geoquimicas o a causas provocada por las
actividades antropogénicas (SAGAN, 2007):

La toxicidad producida por contaminantes como metales pesados, hidrocarburos y
plaguicidas en ambientes acuaticos ha sido ampliamente evaluada, pero pocos

son los estudios sobre el efecto de los productos farmacéuticos.

Sustancias como aceites, grasas, breas, tinturas, productos quimicos sintéticos,
plaguicidas y otros afectan los procesos metabdlicos de los organismos acuaticos,
incluso se ha demostrado que producen estrés oxidativo. Investigaciones
realizadas en anfipodos de agua dulce (Gammarus lacustris Sars y Gammarus
tigrinus), expuestos a disolventes organicos presentes en aguas negras,
mostraron una elevacion significativa en los niveles de catalasa, peroxidasa,

1
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glutatién s-transferasa y en la concentracion celular de peroxido de hidrogeno, lo
cual puede derivar en la acumulacion del H,O, y provocar dafio a las estructuras
lipidicas derivando en una lesion celular o en la muerte del organismo (SAGAN,
2007; Timofeyey et al., 2006)

Otros contaminantes como metales, ciertos plaguicidas, cianuros, hidrocarburos,
arseénico y fenol provocan dafos, por ejemplo, se ha demostrado que el mercurio
administrado a ratas tiene la capacidad de depositarse principalmente en rifiones,
ademas de que existe una interaccion entre el selenio y el mercurio, de modo que
el Se disminuye los niveles de Hg en rifiones, pero los aumenta en higado y

sangre, ademas de inhibir la actividad oxidativa del Hg (Wang et al., 2008).

1.3 Contaminacién del agua por productos farmacéuticos

Los farmacos son componentes biolégicamente activos, empleados para
restablecer la salud tanto de los seres humanos como de los animales. Estas
sustancias pueden tener efectos parecidos, incluyendo los adversos, en
mamiferos y no mamiferos, ya que comparten muchos receptores y moléculas
blanco similares, que se han conservado a través de la evolucion. Sin embargo,
pueden producir respuestas inesperadas en organismos menores debido a
diferencias farmacocinéticas, farmacodindmicas y fisioldgicas (Fent et al., 2006b).

Los farmacos pueden ser introducidos al ambiente (Figura 1) después de su uso
en pacientes y animales, ya que son excretados de forma inalterada o como
metabolitos a través de la orina o las heces en las descargas de agua doméstica
hacia rios y lagos. Aunque una pequefia parte de estos productos puede ser
removida por plantas de tratamiento de agua, la gran mayoria no logra eliminarlos
en su totalidad (SEMARNAT, 2007; Jemba, 2006; Zuccato et al., 2006; Jones et
al., 2004; Lange y Dietrich, 2002; Seiler, 2002; Toledo, 2002; Kummerer, 2001).

Introduccién
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Producto Fabricacion Producto
Uso Humano Uso veterinario
excrecio Incineracion/relleno abono
sanitarios
h 'I._nl:lnstratadus
Tratamlento de ....................................................
Aguas residuales .
S 0‘9 ...................... ’ Suelo
o
efluente NSO
Ge_o_.:%-' aguas
- subterraneas

Aguas superficiales
y sedimentos

biodispmihil% Irrigacié_n por
/ aguas residuales

Agua

potable

Figura 1. Trayecto de los productos farmacéuticos hacia el ambiente, tomado y

modificado de Jones et al., 2004.

Productos farmacéuticos, tales como analgésicos, antibidticos, anticonvulsivantes,
hormonas y otros, se han encontrado en cuerpos de agua alrededor de todo el
mundo. Los primeros hallazgos fueron reportados en 1970. Dentro de los primeros
estudios realizados se encuentra uno realizado en Alemania entre 1996 a 1998,
que reporto la presencia de 55 farmacos en efluentes de plantas de tratamiento,
otra investigacion similar se realizé en Estados Unidos en 1999 y 2000, en donde

se detectaron 82 componentes farmacéuticos en un arroyo (Ternes et al., 2004).

Introduccién
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La contaminacion por farmacos puede ocurrir en concentraciones traza (ppb y
ppt), las cuales son relativamente bajas y dificiles de detectar (Jones et al., 2004).
Sin embargo, los antiepilépticos, carbamazepina y gemfibrozil, han sido reportados
en concentraciones de ng/L en muestras de agua para consumo humano en
Alemania y Canada, respectivamente (Jones et al.,, 2004). Por otro lado
Borgmann et al., (2007), detectaron paracetamol, triclosan, ibuprofeno, naproxeno,
acido salicilico y diclofenaco en agua, a concentraciones superiores a 1750 ng/L
(Fent et al., 2006b).

1.3.1 Comportamiento de los farmacos en el ambiente

Una vez descargados al agua, la concentracion de los farmacos en la fase acuosa
puede disminuir por su adsorcién a la fase sdlida, esto es a los sélidos en
suspension, sedimentos o biota. Sin embargo, muchos medicamentos son
componentes hidrofilicos y es poco probable que su absorcion sea un factor
significativo en la reduccion de la concentracién en la fase acuosa (Jones et al.,
2004).

La biodegradacion puede ser la principal ruta de eliminacion de algunos
componentes de los medicamentos. Sin embargo este proceso depende no solo
del tiempo de vida media, inherente a las caracteristicas fisicoquimicas de éstos,
sino también de las condiciones ambientales, el flujo del cuerpo de agua, las
caracteristicas bibticas y abioticas, entre otras. Asi, ciertos farmacos como los
anticancerigenos y algunos antibioticos han mostrado que no son degradables
(Jones et al., 2004).

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

ambiente acuatico estan (Gurr y Reinhard, 2006):

Introduccién
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e Dispersion y dilucion: la concentracion del componente puede disminuir y
asi la concentracion no sera suficiente para producir un efecto en los
organismos. Este proceso sucede solo en regiones que reciben volimenes

importantes de precipitaciones pluviales.

e Volatilizacion: sucede con las sustancias que tienen una constante de

Henry elevada.

e Sorcidn: este proceso incluye tanto adsorcién como absorcion. La captacion
de los contaminantes por los sedimentos y por los sélidos suspendidos es
una forma importante de mitigacion, pero este material puede volver a la

columna de agua cuando exista turbulencia en el medio.

e Fotolisis: es el proceso de disociacion de las moléculas por efecto de la luz,
y se divide en directa (cuando el téxico absorbe la luz y como resultado
directo se transforma) e indirecta (cuando otras especies excitadas
transfieren energia, electrones o atomos de hidrégeno provocando una

transformacion).

e Biodegradacion y biotransformacion: se lleva a cabo a través de enzimas
producidas por las bacterias presentes en el ambiente para su utilizacién

como fuente de energia.

1.3.2 Efecto de los productos farmacéuticos sobre la biota

Un farmaco de uso humano no necesariamente producira una actividad similar en

otros organismos, ya que el mismo blanco puede gobernar diversos procesos en

diferentes especies, esto es especialmente importante para los invertebrados
(Heckmanna et al., 2007; Nentwing, 2007).

Introduccién



Evaluacién de la toxicidad producida por diclofenaco sobre Daphnia magna

Diversas investigaciones han demostrado que los farmacos y sus metabolitos en
el ambiente producen efectos toxicos sobre la biota. Asi, Jones et al, (2004),
indican que algunos antibidticos inhiben el crecimiento de las bacterias
encargadas de la degradacion de la materia organica y por lo tanto interfieren con
el proceso de nitrificacion y desnitrificacion (SEMARNAT, 2007). Por su parte,
Nentwing (2007) reportd que la fluoxetina disminuye el crecimiento del alga
Pseudokirchneriella subcapitata y la fecundidad de Ceriodaphnia dubia, por lo que
este farmaco afecta a los organismos que habitan en los sedimentos asi como en

la columna de agua.

En peces se ha reportado que los medicamentos beta-bloqueadores tienen un
efecto inhibidor de la actividad espermatica en algunas especies (Jones et al.,
2004). Otros estudios refieren la produccion de vitelogenina en peces machos
debido a componentes estrogénicos en el agua que habitan, de tal modo que
afectan el contenido de sus hormonas sexuales y su homeostasis (Borgmann et
al., 2007; Fent et al., 2006a). Adicionalmente Nentwing (2007) indica que el
etilenestradiol afecta de forma considerable la vida acuética en concentraciones

de 10 ng/L, particularmente a la poblacion de peces.

Un estudio de toxicidad cronica realizado con ibunoprofeno (antiinflamatorio no
esteroide) sobre Daphnia magna mostro la disminucion del crecimiento, asi como

la reduccion de la reproduccion de los organismos (Heckmann et al., 2007).

1.3.3 Legislacion y valoracién del riesgo ambiental de los farmacos

Los requerimientos legales en algunas regiones como Europa, Estados Unidos y
Canada, exigen una valoracion del riesgo ambiental para los nuevos farmacos que
van a ser introducidos al mercado, para lo cual se realizan estudios toxicolégicos
en tres o cuatro especies diferentes (algas, Daphnia sp y peces) para valorar su
comportamiento en el ambiente (Lange y Dietrich, 2002).

6
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Para estos estudios es necesario calcular la concentracion de farmaco que va a
ser introducida al ambiente, basada en cinco afios de produccion. Si la
concentracion del medicamento o la de alguno de sus metabolitos es menor a 1
pg/L (1 ppb), es considerado como aceptable y se le asigha una categoria de
exclusion para posteriores analisis. Por el contrario si es mayor a 1 pg/L se tiene
que realizar una bateria de pruebas toxicoldgicas, las cuales incluyen efectos en la
respiracion microbiana y pruebas de toxicidad aguda en al menos una especie de
alga, un invertebrado y un pez. Las pruebas de toxicidad crénica son necesarias si
el farmaco tiene la capacidad de bioacumularse (Snyder et al., 2005; Jones et al.,
2004).

La agencia Europea de medicina publico una guia para la evaluacion del riesgo
ambiental de productos farmacéuticos de uso humano, en la cual se especifican
las consideraciones generales y los procedimientos para su realizaciéon (EMEA,
2006).

Con respecto a México, en la actualidad no se cuenta con alguna legislacién que
contemple la presencia de productos farmacéuticos o de cuidado personal en el

agua, mucho menos limites permisibles de éstos.

7
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1.4 Diclofenaco

1.4.1 Caracteristicas generales

Cl

NH

Cl OH

@)

Figura 2. Estructura quimica del diclofenaco

Nombre quimico: acido 2-[2-[(2,6-diclorofenil)amino]fenillacético.
Formula quimica: C14-H11-CI2-N-O2

Log Kow: 1.56

Log D: 1.22

pKa: 3.90

Solubilidad en agua (g/L): 21.3

Clasificacion farmacoldgica: Antiinflamatorio no esteroideo (AINE)

Clasificacion terapéutica: antiinflamatorio, antirreumatico.

El diclofenaco (Figura 2) es un antiinflamatorio no esteroideo (AINE) derivado del
acido benzenoacético, que posee propiedades analgésicas, antipiréticas y
antiinflamatorias. Es utilizado ampliamente para el alivio del dolor en inflamaciones
agudas y cronicas, sindromes reumaticos, procesos degenerativos, dolor
inflamatorio agudo de tipo lumbar, postoperatorio, tendinitis, bursitis, ciatica, gota,
cirugia dental, dismenorrea y cefalea. En México su venta no requiere receta
médica y es uno de los medicamentos mas utilizados por la poblacion (Gémez-
Olivan et al., 2009)

Introduccién



Evaluacién de la toxicidad producida por diclofenaco sobre Daphnia magna

1.4.2 Farmacodinamia

El principal mecanismo de accién del diclofenaco es la inhibicion competitiva de la
enzima ciclooxigenasa (COX), responsable de la sintesis de prostaglandinas a
partir de acido araquidénico. Ademas bloguea la accion del glutamato,
neuromodulador responsable del proceso de amplificacion de la respuesta refleja
de sensibilizacién periférica al dolor, activa la via inhibitoria descendente
serotoninérgica, es decir activa la liberacion de opiodes enddgenos y de
serotonina, neurotransmisores involucrados en promover diversos grados de
analgesia, e inhibe a la elastasa de los granulos de los leucocitos
polimorfonucleares, proteinas que participan en la degradacién del cartilago en los
procesos reumaticos crénicos (Roberts y Morrow, 2007; Dipiro, 2001).

1.4.3 Farmacocinética

Absorcion: después de la administracion oral, el diclofenaco se absorbe rapida y

completamente en el duodeno.

Distribucion: la concentracion plasmatica maxima se alcanza entre dos a tres

horas después de su administracion. La union a proteinas es del 99%.

Biotransformacion: se metaboliza en el higado por accién de la isoenzima de la
subfamilia CYP2C del citocromo Pys50 a 4-hidroxidiclofenaco que es el metabolito
principal y otras formas hidroxiladas, sufriendo posteriormente glucuronidacién y
sulfatacion (Roberts y Morrow, 2007; Dipiro, 2001). También se ha identificado que
el diclofenaco sufre una biotransformacion (10 al 50 %) por medio de las enzimas
CYP2C8 y 9, a travées de una glucoronidaciéon por la enzima uridin 5'-
difosfoglucoronosil transferasa (UGT2B754) y diversas vias de hidroxilacion. Otro
metabolito generado es el 5-hidroxidiclofenaco resultado de las enzimas CYP2CS8,
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CYP2C18, CYP2C19 y CYP2CS8, el diclofenaco glucoronizado es metabolizado
por CYP2C8 (Martinez et al., 2006).

Excrecion: se excreta en la orina (65 %) y por la bilis (35 %). Mas del 90% es
excretado en 72 horas. El tiempo de vida media oscila alrededor de 2 horas. Se
acumula en el liquido sinovial después de su ingestion, lo cual explica la duracién

del efecto terapéutico que es mucho mas largo que su vida media plasmatica.

Efectos adversos en humanos: En algunos pacientes se producen sangrado y
ulceracién de la pared gastrointestinal. Entre el 5 y 15 % de los usuarios se
inducen ligeramente los niveles de transaminasas hepaticas en plasma. Es posible
encontrar también efectos en el sistema nervioso central, erupciones, reacciones
alérgicas, retencion de liquido y edema, en raras ocasiones se presenta
deficiencia en la funcién renal. Interfiere con el efecto antiplaquetario de la aspirina
(Roberts y Morrow, 2007; Dipiro, 2001).

1.4.4 Efectos toxicos del diclofenaco en diversas especies

En el 2004, el diclofenaco se consider6é el responsable de la muerte de tres
especies de buitres en la India y Pakistan. Estudios posteriores encontraron que
éste produjo falla renal debido a la acumulacion de acido urico (Fent et al., 2006b).
Por otro lado, Gbmez-Lechon et al., (2003), demostraron que este farmaco puede
inducir apoptosis de hepatocitos humanos y de ratas, debido a la generacion de
especies reactivas de oxigeno a causa de uno de sus metabolitos principales, el
5"0OH-diclofenaco. Efectos similares fueron descritos en el pez japonés Oryzias
latipes, mientras que en Onchorynchus mykiss produjo alteraciones en el rifidén y
su acumulacion en 6rganos como higado y tejido muscular, por lo cual se concluyé
que la exposicion prolongada en el ambiente produce deficiencia en la condicion
general del pez (Schwaiger et al.,, 2004). Por su parte, Han et al., (2007)
encontraron un incremento en la expresion del gen para la produccion de
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vitalonogenina, por lo que el diclofenaco también puede ser un potencial agente

estrogeénico.

Jones et al. (2002) propusieron una clasificacion de la toxicidad de medicamentos
en funcién del grupo farmacéutico al que pertenecen, con base en la CEsg (tabla 1)
para diferentes organismos de prueba, encontrandose que los analgésicos como
el diclofenaco, resultan toxicos para los crustaceos y dafinos para los peces. Por
otro lado, de acuerdo a la clasificacion de peligro ambiental y valoracion de riesgo
de ingredientes farmacéuticos en Suecia (2002), el diclofenaco esta clasificado
como peligroso para el ambiente, y se considera ademas potencialmente
bioacumulable (Carlsson et al., 2006; Escher et al., 2005).

Tabla 1. Clasificacion de la toxicidad de productos farmacéuticos en el ambiente

acuatico
Extremadamente téxico | Muy toxico Téxico Dafiino No tdxico
Substancia CEsp <0.1 CEs0 0.1-1 CEso 1-10 CEso 10-100 CEso >100
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
Analgésicos D D,E
Antibidticos A B
Antidepresivos D
Antiepilépticos C D,E
Cardiovasculares D
Citostaticos A D,E
donde: A-microorganismos; B-alga; C-Cnidaria; D-Crustaceos; E-Peces. (Jones et al., 2002)

1.5 Bioensayo

El efecto de los contaminantes en los organismos se valora mediante pruebas
controladas de laboratorio conocidas como ensayos biolégicos o "bioensayos", los

cuales consisten en medir la toxicidad de los contaminantes ya sea en forma

11
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individual o en mezcla, sometiendo deliberadamente a algun ser vivo a distintas

concentraciones de éstos (Eissa et al., 2003; Moreno, 2003).

Los ensayos en animales tienen mdltiples ventajas. Una de ellas es que son
realizados bajo condiciones rigurosamente controladas y se puede establecer una
relacion causal entre la exposicion al agente y el efecto producido de forma
concluyente (relacion concentracion-respuesta). Ademas, es posible identificar el
mecanismo de accién de los téxicos por el analisis del dafio producido tanto a los

animales de ensayo como a sus tejidos (Moreno, 2003).

Los bioensayos se llevan a cabo frecuentemente en especies aisladas que se
eligen considerando su distribucion geogréafica, su importancia ecolbgica y
econOmica, la duracion de su ciclo de vida, su talla méaxima, asi como la

sensibilidad de su respuesta (Espina y Vanegas, 1996; O"connor, 1994).

Los objetivos principales de los bioensayos son:
a) Predecir los efectos toxicos agudos y subletales de los contaminantes en
los ambientes acuéticos.
b) Comparar la sensibilidad de una o mas especies a varios téxicos o al
mismo.
c) Establecer la toxicidad de las sustancias y de los efluentes.

d) Proporcionar elementos para la regulacion de las sustancias evaluadas.

1.6 Bioindicadores

El monitoreo de la calidad del ambiente acuatico se puede realizar a través del
empleo de organismos de prueba, conocidos como bioindicadores. En la
evaluacion toxicologica del sedimento, el organismo que se emplea es Hyallela

azteca y en el caso de la columna de agua se utliza Daphnia magna.

12
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Particularmente D. magna es considerada como especie de referencia
internacional (EPA, 1996).

1.6.1 Daphnia magna

Dentro del grupo de claddceros, las especies del género Daphnia (Figura 3) son
las mas utilizadas como bioindicadores en pruebas de toxicidad. Su amplia
distribucion geogréfica, el importante papel que cumplen al interior de la
comunidad zooplancténica, la facilidad de cultivo en el laboratorio, la reproduccién
partenogenética (lo cual asegura una uniformidad de respuesta), su sensibilidad
de respuesta a una amplia gama de téxicos y el corto ciclo de vida con la
produccién de un alto numero de crias, han hecho a este grupo ideal para la
evaluacion de toxicidad, de caracter universal (Diaz et al., 2007).

A nivel internacional existen actualmente varios documentos donde sefialan a esta
especie para pruebas toxicologicas (EPA, 2006; OECD, 2004; APHA, 1998; ECC,
1992). En México podemos sefialar la Norma Oficial Mexicana (NMX-AA-087-
1995-SCFI Analisis de agua— Evaluacién de toxicidad aguda con Daphnia magna
Status (Crustacea—Cladécera) — Método de prueba) en la que se utiliza para

evaluar descargas residuales industriales.

Corazén

Ovario y bolsa

Figura 3. Daphnia magna
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Clasificacion taxonOmica
Reino: animal

Phylium: artropodo

Clase: crustacea

Orden: claddsera

Familia: Daphnidae
Género: Daphnia

Especie: magna

Esta es una de las especies mas utilizadas en el mundo por su sensibilidad, es un
microcrustaceo, que llega a medir entre los 5 a 6 mm en su estado adulto. Su
tiempo de vida media es de 40 dias a 25 °C. Su ciclo de vida se compone de
cuatro fases: huevo, juvenil, adolescente y adulto. Su reproduccién es asexual por
partenogénesis la mayor parte del afio, pero puede ser sexual durante la
primavera u otofio y bajo condiciones de estrés. En cada puesta se puede tener de
6 a 10 huevos. Vive en lagos y lagunas, alimentandose de algas microscopicas y
sirviendo a su vez de alimento a los peces. Se puede desarrollar en agua
moderadamente dura (160 a 180 mg CaCOg por litro) con pH 6ptimo entre 7 y 8.6
(Paggi y Paggi, 2007; EPA; 2006; Mount y Brungs, 1967).

1.7 Biomarcadores

Se definen como “las respuestas bioquimicas, anatémicas, fisioldgicas y de
comportamiento que son sefiales de exposicion a toxicos ya sean de naturaleza

quimica, fisica o de radiaciones” (van der Oost et al., 2003).

Las caracteristicas de un biomarcador son:
1. Indican la presencia de un contaminante biodisponible, mas que la forma

inerte del mismo.
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2. Pueden revelar la presencia de un contaminante que no se sospecha que
existe en el lugar de estudio.

3. Persisten en algunas ocasiones en el organismo por mucho mas tiempo
que el toxon, de manera que se pueden detectar los efectos de un
contaminante que ya no esta presente.

4. Son mas faciles de innovar y mas economicos que los analisis quimicos

comunes.

Constituyen una herramienta de evaluacion de efecto téxico, muy util en la
evaluacion de riesgo toxicologico y ecotoxicologico, ya que se pueden detectar
como consecuencia del contacto con los téxicos, desde el nivel de organizacion
molecular y celular en adelante (Schwaiger et al., 2004). En los estudios de

toxicologia ambiental se utilizan para:

a. Detectar la presencia de la exposicion a contaminantes ambientales.
Determinar las consecuencias biologicas de la exposicion.

c. Detectar los estados iniciales e intermedios de un proceso patolégico
producto de la exposicion.

d. ldentificar a los individuos sensibles de una poblacion.

e. Fundamentar la decisién de intervenir, tanto a nivel individual como

ambiental.

Los biomarcadores se dividen en tres (van der Oost et al., 2003):

1) De exposicion: deteccion y célculo de sustancias exdégenas o0 sus
metabolitos o el producto de una interaccidén entre un toxén y una molécula
o célula blanco, es calculada dentro del organismo. Son usados para
confirmar la exposicion de individuos o poblaciones a una sustancia en

particular.
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2) De efecto: incluyen la valoracion bioquimica, fisiolégica y otras alteraciones
dentro de un tejido o fluidos corporales de un organismo que puedan ser
reconocidos y asociados con una deficiencia en la salud.

3) De susceptibilidad: indica la habilidad adquirida por un organismo para
responder a los cambios producidos por la exposicibn a un agente
especifico, incluyendo factores genéticos y cambios en receptores los
cuales alteran la susceptibilidad del organismo expuesto. Ayudan a elucidar
variaciones en el grado de respuestas a la exposicion de un toéxico,

observando diferencias entre individuos.

1.8 Estrés oxidativo

Es el desbalance entre la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y la
defensa antioxidante, que lleva a una variedad de cambios fisiolégicos y
bioquimicos los cuales ocasionan deterioro y muerte celular (Rodriguez et al.,
2001).

1.8.1 Radicales libres

Se consideran radicales libres (RL) aquellas moléculas que en su estructura
atomica presentan un electron desapareado o impar en el orbital externo, dandole
una configuracion espacial que genera una inestabilidad, alta reactividad y una
gran capacidad de combinarse inespecificamente con biomoléculas como
carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y derivados de cada uno de
ellos. Son elaborados continuamente como un producto del metabolismo normal
de la célula e inactivados por un conjunto de mecanismos (Unos enzimaticos y
otros de captura). Durante el proceso metabdlico una pequeia parte (2 — 3 %) de

los radicales libres pueden evadir el mecanismo redox y causar dafio oxidativo a

16

Introduccién



Evaluacién de la toxicidad producida por diclofenaco sobre Daphnia magna

los componentes celulares (Valavanidis et al., 2006; Hangsber, 2002; Rodriguez et
al., 2001).

1.8.2 Especies reactivas de oxigeno

Se consideran ERO al oxigeno atomico (O) y al ozono (Og), al oxigeno singulete
(*O,) que se produce con la excitacién de uno de los electrones desapareados del
O, y al superoxido (O27), al peréxido de hidrogeno (H20,) y al radical hidroxilo
(OH) que son especies parcialmente reducidas. Las ERO en bajas
concentraciones estimulan el crecimiento de las células, de algunas bacterias y de
otros microorganismos, ademas de que son indispensables para diferenciacién

celular y la muerte celular programada (Konigsberg, 2008).

El 'O, reacciona con la mayoria de los compuestos celulares, con la membrana
plasmatica, los acidos nucleicos, las proteinas, los lipidos y los carbohidratos muy
cerca del sitio donde se forma. Interacciona con las bases nitrogenadas de los

acidos nucleicos siendo el producto principal la 8-hidroxiguanidina.

El O,” es a la vez un anion y un radical, se produce principalmente en la cadena
respiratoria. Es toxico para la célula por que a partir de él se puede originar el O,
Yy el H>0..

El H,O, se forma cuando uno de los dos electrones del O, se ha apareado con un
electron de giro contrario. Puede formar aductos con algunos carbohidratos,
aminoéacidos y bases nitrogenadas. Es téxico ya que puede formar 'O, y ‘OH,
aunado a la reaccion con algunos metales de transicion con los que se produce el

radical ‘OH el cual interacciona de forma irreversible con proteinas y el DNA.

El 'OH se produce principalmente por la reaccion de Fenton. Es uno de los

compuestos mas reactivos que existen, puede oxidar tanto las bases puricas como
17
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las pirimidicas y también la desoxirribosa, ademéas puede producir rupturas en el
DNA. También reacciona con cualquier aminoacido en el sitio que se origina,
incluso con las acidos grasos poliinsaturados (Valavanidis et al., 2006).

Otras fuentes enddgenas de ERO dentro de las células son las enzimas oxidativas
como triptéfano dioxigenasa, xantino oxidasa y Cit Psso reductasa, que pueden
producir O2”, mientras que la enzima guanidilciclasa y glucosa oxidasa generan
peréxido de hidrogeno. Los contaminantes quimicos son una fuente importante
para la generacion de ERO en los organismos, tal es el caso de los metales de
transicion, los herbicidas, las quinolonas y los componentes nitroaromaticos,
ampliamente conocidos por su potencial para causar estrés oxidativo (Valavanidis
et al., 2006).

1.8.3 Efecto del estrés oxidativo sobre biomoléculas

1.8.3.1 Lipoperoxidacion

Es la oxidacion de los &cidos grasos poliinsaturados que induce disfuncién de los
organélos, la cual puede culminar en dafio ultraestructural. Las membranas
celulares contienen fosfolipidos que contienen &cidos grasos con varias ligaduras
dobles, estos acidos grasos poliinsaturados son mas labiles a la oxidacion que los
saturados y los monosaturados, ya que los metilenos entre dos dobles ligaduras

pueden perder facilmente un hidrégeno (Hangsber, 2002).

La peroxidacion de los lipidos de membrana puede ocurrir tanto por la via
enzimatica como por la no enzimética. Durante la no enzimatica las ERO inician el
dafio oxidativo en los lipidos de membrana y los RL de los lipidos resultantes
propagan el proceso de la peroxidacion. En la lipoperoxidacion enzimatica los
acidos grasos oxidados son liberados de los lipidos de las membranas por
fosfolipasas. El acido araquidonico es un acido graso liberado por la fosfolipasa
A2, el metabolismo de éste es una fuente de ERO que puede producir estrés

18

Introduccién



Evaluacién de la toxicidad producida por diclofenaco sobre Daphnia magna

oxidativo por tres vias: por la de la lipooxigenasa, que hace posible la formacion
de prostaglandinas; por la via de la ciclooxigenasa que permite la formacion de
prostaglandinas y por la via catalizada por el citocromo P50, que interviene en los

procesos de detoxificacion de diversas sustancias (Konigsberg, 2008).

1.8.3.1.1 Etapas de la lipoperoxidacion

El proceso de lipoperoxidacion estd compuesto por un conjunto de reacciones en
cadena, sobre los acidos grasos poliinsaturados (Valavanidis et al., 2006).

Iniciacion de la lipoperoxidacion: comienza cuando un &cido graso poliinsaturado
es atacado por una ERO que es capaz de absorber o retirar un atomo de
hidrogeno de un grupo metileno. ElI metileno queda como radical libre que se
estabiliza mediante un rearreglo molecular que da origen a un dieno que no
reacciona con el singulete de oxigeno, sino con oxigeno molecular y forma el
radical peroxilo.

IH + R, HO—m7mM8M8M L- + RH, HOH

Propagacion de la lipoperoxidacion: La molécula a la que se le ha abstraido un
hidrégeno, hara lo mismo a la molécula de acido graso poliinsaturado adyacente,
estableciendo una reaccion en cadena y de esta forma se propaga la

lipoperoxidacién a través de la membrana.

L.+ 02 —/mmMmM LOO- (radical lipido peroxilo)

LH + LOO- ——— > L- + LOOH (lipido hidroperoxilo)

Terminacion: la terminacion de la lipoperoxidacion es resultado de la interaccion
de los radicales lipidicos y/o la formacion de especies no radicales por los
radicales lipidoperoxilo. El resultante —-LOOH que puede descomponerse
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facilmente a varias especies reactivas, incluyendo radicales lipido-alcoxil (LO-),
aldehidos (malondialdehido), alcanos, epoxi-lipidos y alcoholes (Valavanidis et al.,
2006).

1.8.3.1.2 Efectos de la lipoperoxidacion

Cuando reaccionan los radicales libres de acidos grasos poliinsaturados entre si
se pueden formar dimeros por entrecruzamiento o pueden ciclizarse, creando
aglomerados que conducen a la disminucion de la fluidez y de la permeabilidad de
la membrana, modificando su estructura y con ello la funcion de las células y de
los tejidos. De manera indirecta los productos de lipoperoxidacion pueden
reaccionar con otras moléculas (aminoacidos) y dafiar a la célula (Konigsberg,
2008).

1.8.3.2 Dafio a proteinas

Muchas proteinas son capaces de tolerar una gran cantidad de oxidaciones sin
gue aparentemente se vea afectada su funcion. La oxidacién parcial y selectiva en
algunos casos produce proteinas modificadas que pueden actuar como
moduladores en algunas reacciones, favoreciendo la homeostasis celular, en este
caso la oxidacion tiene una finalidad fisiol6gica. Por otro lado, existe una gran
cantidad de agentes oxidantes que pueden dafar a las proteinas. Uno de los
dafios que es utilizado como marcador de la oxidacion de las proteinas es su
carbonilacion, la cual se puede llevar a cabo por la oxidacién directa de los
residuos de lisina, arginina, prolina y treolina. También pueden ser introducidos
por reacciones con aldehidos (malondialdehido, 4-hidroxi-2-nonenal) producidos
durante la lipoperoxidacion o al incorporar un grupo carbonilo a la proteina al
reaccionar residuos de lisina con azlcares reductores o de sus productos de

oxidacion (Konigsberg, 2008; Hangsber, 2002).
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1.8.3.3 Dafio al DNA

La pérdida de bases, la desaminacion de la citosina en uracilo y de la 5-
metilcitosina en timina y la ruptura de una o de las dos hebras del DNA, son
eventos que ocurren normalmente, siendo su tasa de produccion muy baja pero
continua (Hangsber, 2002). Sin embargo, dichos eventos pueden ser inducidos,
elevendo su tasa de produccion por efecto de las ERO. Asi por ejemplo, el radical
hidroxilo ((OH) tiene gran reactividad y tiene la capacidad de abstraer atomos de
hidrégeno de la molécula de DNA, asi como pegarse a las bases formando
aductos (Konigsberg, 2008).

La heterogenicidad de la molécula del DNA permite al ‘'OH atacar tanto a las
purinas como a las pirimidinas, asi como a la desoxirribosa y ademas generar
rupturas en su cadena. El O, es mas selectivo y generalmente interacciona con
las bases nitrogenadas de los acidos nucleicos, siendo el producto principal la 8-
hidroxiguanina. Esta ultima también se puede formar con el ‘OH, quien es también
el responsable de la ruptura en una hebra. La 8-hidroxiguanina puede hacer
puentes de hidrégeno con una adenina en vez de con una citosina 0 con una
guanina en lugar de con una timina. Otros hidroxi radicales pueden reaccionar con
las uniones azucar-fosfato del DNA causando diferentes lesiones, incluyendo sitios
sin purinas, donde las bases han sido removidas, fragmentacion de desoxirribosa

u oxidacion del azucar (Valavanidis et al., 2006).

1.8.4 Defensas antioxidantes

Los organismos cuentan con diversos sistemas de defensa que les permiten

contrarrestar los efectos del estrés oxidativo generado por RL y ERO. La defensa
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antioxidante puede subdividirse en antioxidantes enzimaticos y en no enziméaticos

(Gregus y Klaassen, 2001). Estas defensas actian en 5 niveles:

a. Primer nivel: Es la reduccién univalente del oxigeno mediante sistemas
enzimaticos capaces de efectuar la reduccion tetravalente consecutiva sin
liberar los intermediarios parcialmente reducidos. Se logra por la accion de
la citocromo oxidasa de la cadena respiratoria mitocondrial, que es

responsable de mas del 90 % de la reduccién del oxigeno en el organismo.

b. Segundo nivel: Lo constituyen enzimas especializadas en captar el radical
anion superoxido. La mas importante es la superéxido dismutasa,
metaloenzima que cataliza la disminucion del radical anién superéxido para

dar oxigeno molecular y peréxido de hidrogeno.

c. Tercer nivel. Es un grupo de enzimas especializadas en neutralizar el
peroxido de hidrégeno. Entre ellas esté la catalasa, que se encuentra en los
peroxisomas y la glutation peroxidasa, que catalizan la reaccién de

dismutacion.

d. Cuarto nivel. El radical hidroxilo puede ser neutralizado por la vitamina E,
que es un antioxidante, asi como la vitamina C la cual es un agente

reductor o donador de electrones.

e. Quinto nivel: estd demostrado que los RL son capaces de provocar rupturas
de la cadena de DNA y de inducir mutagénesis, pero existen mecanismos
enzimaticos de reparacion que permiten restablecer la informacion genética
(Rodriguez et al., 2001).

1.8.4.1 Enzimas antioxidantes

1.8.4.1.1 Superoxido dismutasa
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La superoxido dismutasa (SOD), cataliza la dismutacion de O;” en H;O, y O,
(Figura 4). Esta familia de enzimas esta formada por tres miembros: La SOD; que
tiene en su centro catalitico Cu*? y Zn*? y se encuentra en el citoplasma y el
nacleo; la SOD, que se encuentra en la membrana interna de la mitocondria y en
su centro catalitico tiene Mn (lll) y finalmente la SOD3; se encuentra en el exterior
de la célula y también tiene Cu*?y Zn*? en su centro catalitico (Konigsberg, 2008;
Hangsber, 2002).

1.8.4.1.2 Catalasa

Las catalasas (CAT) son enzimas capaces de descomponer el H,O, a H,O y O,
(Figura 4) a cualquier pH entre 4 y 11. Las monofuncionales tienen una sola
actividad, pero existen otras que también son capaces de oxidar algunas
moléculas pequefias como metanol y etanol. Estdn formadas por cuatro
subunidades asociadas a un grupo hemo cada una. Emplean dos moléculas
iguales de H,0O,, una como agente reductor y otra como agente oxidante, el H,O,
al entrar en el sitio activo de la enzima, toma un electrén del fierro y otro del hemo
para generar una molécula de agua, una segunda molécula de H,O, cede un
electron al ferroxilo y otro al hemo, restituyendo el estado inicial de la enzima y

liberando una molécula de dioxigeno y otra de agua (Hangsber, 2002).

1.8.4.1.3 Glutation peroxidasa

La glutation peroxidasa (GPx) es una selenoproteina, que requiere al glutation

como agente reductor del H,O, (Figura 4). Existen cuatro tipos de GPx, la

citosdlica (GPx;), la gastrointestinal (GPx;), la plasmatica (GPx3) y la de

fosfolipidos (GPx4). Son homotetrameros, con la excepcion de la GPx4 que es un

monomero de tamafio menor a las subunidades de las otras glutation peroxidasas.

La GPx de hidroperéxidos de fosfolipidos es capaz de actuar sobre los fosfolipidos
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de las membranas celulares y de las lipoproteinas, ademas de los hidroperéoxidos
de timina y de ésteres de colesterol, son capaces de reducir el H,O, y los

hidroperoxidos de acidos grasos (Hangsber, 2002).

En resumen, la reduccion del oxigeno de electrén Unico produce la formacion de
radical anién superoxido (O,-¢) que se mantiene a concentraciones intracelulares
bajas por medio de dismutacion espontanea o rompimiento catalitico por la enzima
SOD para forma peréxido de hidrogeno. Pueden ocurrir tres fenébmenos con el
perdxido de hidrogeno: en presencia de O,-+ 0 metales de transicién, como el
hierro o cobre, se reduce hacia el radical hidroxilo (HO¢); puede catalizarse por la
CAT para formar agua y oxigeno y puede destoxificarse mediante la GPx en
presencia de glutation (GSH) para formar agua y glutation oxidado (GSSG) (Figura
4) (Gregus y Klaassen, 2001).

Oz + 0 — 0
2R zop
Oo-e
GS5G + H0 GPx
GE5H HaO=| + 02
CAT
ZHO0 + Oz

Figura 4. Reacciones de las enzimas antioxidantes (Gregus y Klaassen, 2001)
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1.9 JUSTIFICACION

El agua es indispensable para todos los organismos vivos y para las actividades
productivas del hombre. Sin embargo, su uso desmedido y la contaminacion
generada por diversos procesos antropogénicos pone en riesgo la preservacion de

este recurso, la salud humana y la integridad de los ecosistemas.

La toxicidad producida por diversos contaminantes tales como metales pesados,
hidrocarburos y plaguicidas a los ambientes acuaticos ha sido ampliamente
evaluada. No obstante, son pocos los estudios relativos a los productos
farmacéuticos y de higiene personal a nivel mundial y en nuestro pais son
practicamente inexistentes. Cabe destacar que la comercializacion de estos
productos requiere la previa realizacion de estudios de seguridad y toxicidad
preclinica y clinica, pero desafortunadamente no se incluyen pruebas para definir

el impacto que ocasiona su desecho al ambiente.

En México algunos medicamentos son utilizados de forma irracional y uno de los
grupos de farmacos mas empleados son los AINE, entre los que se encuentra el
diclofenaco. Este principio activo es encontrado en una gran variedad de formas

farmacéuticas y su venta no requiere receta médica.

Debido a lo anterior, es de gran importancia realizar estudios de toxicidad para
evaluar y conocer el impacto que el diclofenaco puede producir al ambiente,
siendo los estudios sobre especies centinela como D. magna, el primer paso para

lograrlo.
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1.10 HIPOTESIS

En el hombre se conoce que durante la biotransformacion del diclofenaco se
producen especies reactivas de oxigeno, por lo tanto es posible que en Daphnia
magna también se produzcan, generando estrés oxidativo y en consecuencia dafio

a diversas biomoléculas.

26
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1.11 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la toxicidad producida por diclofenaco sobre Daphnia magna.
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1.12 Objetivos especificos

1.12.1 Determinar la toxicidad aguda producida por diclofenaco sobre Daphnia

magna.

1.12.2 Determinar el dafio subletal producido por diclofenaco sobre Daphnia
magna, mediante la evaluacion de estrés oxidativo utilizando los siguientes
biomarcadores: grado de lipoperoxidacion, proteinas carboniladas, actividad de

superoxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa.

1.12.3 Determinar el dafio producido por diclofenaco al material genético sobre

Daphnia magna mediante el ensayo cometa.
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1 Disefio experimental

Preparacion y
mantenimiento del cultivo
de Daphnia magna

'

Evaluacién de la toxicidad
aguda del diclofenaco sobre
Daphnia magna

!

Evaluacion de la toxicidad
subletal del diclofenaco sobre
Daphnia magna

Determinacion de Determinacién de dafio
estrés oxidativo genético

Ensayo cometa
+—» Peroxidacion lipidica

| Proteinas carboniladas
L Actividad SOD

S Actividad GPX

L Actividad CAT

Figura 5. Disefio experimental.
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2.2 Mantenimiento y cultivo de los organismos de prueba

Los organismos de prueba (D. magna) fueron obtenidos a partir de dos cultivos
donados por el Instituto Mexicano del Petréleo y el Laboratorio de Hidrobiologia de
la ENCB. Estos fueron mantenidos y cultivados en agua dura reconstituida (anexo
1), bajo las siguientes condiciones; dureza CaCO3z = 170 + 10 mg/L, pH = 8.2 £ 1,
oxigeno disuelto = 5.48 + 1 y conductividad = 510 pohm/ cm (APHA, 1998), con
fotoperiodo de 16 h de luz por 18 h de oscuridad, temperatura de 20°C y
alimentacion ad libitum con Chlorella vulgaris (anexo 2). Una parte de los neonatos
obtenidos fue separada y empleada en el estudio de toxicidad aguda, mientras
que al resto se le permiti6 crecer hasta 14 dias, a fin de ser utilizado en los
estudios de toxicidad subletal.

2.3 Estudio de toxicidad aguda

Se formaron 6 lotes con 10 neonatos de D. magna y se expusieron durante 48 h a
cinco diferentes concentraciones de diclofenaco sodico (&cido 2-(2-(2,6-
diclorofenilamino)fenil)acético CAS No0.15307-79-6) disuelto en agua reconstituida
en recipientes de 100 mL de capacidad y mantenidos bajo las condiciones
descritas en el apartado anterior. Se tomd como concentracion de referencia la
reportada por Cleuvers (2004), la cual fue de 68 mg/L, se utilizé su forma
logaritmica y se eligieron dos valores superiores y dos inferiores, asi las
concentraciones ensayadas fueron 0, 43, 54, 68, 86, 108 y 136 mg/L. Transcurrido
el tiempo de exposicion se cuantific6 el nUmero de organismos muertos (se
consider6 como evidencia de muerte la inmovilizacion de los individuos) y se
calculo la concentracion letal media (CLsp) mediante el método de probit (EPA
Probit analysis program Version 1.5) (OECD, 2004; EPA, 1996; NMX-087, 1995).
El estudio se realizé por triplicado y no se suministré alimento durante el mismo a
fin de garantizar la biodisponibilidad del téxico de prueba. El bioensayo también se
realizé para organismos de 14 dias de edad.
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2.4 Estudio de toxicidad subletal

La evaluacion de la toxicidad subletal del diclofenaco fue determinada en
organismos adultos de 14 dias, empleando 2 concentraciones de prueba
obtenidas a partir del estudio de toxicidad aguda; 9.96 y 54.4 mg/L, equivalentes a
1/10 CLsp y CL; respectivamente, adicionando 0.5 g de D. magna y con un tiempo
de exposicion de 48 h. Transcurrido este tiempo los organismos fueron
homogeneizados y se evaluaron los siguientes biomarcadores: grado de
lipoperoxidacion, actividad de SOD, CAT y GPx, contenido de proteinas oxidadas
(estrés oxidativo) y dafio a DNA. Las condiciones de prueba fueron similares a las
utilizadas en el estudio de toxicidad aguda. El ensayo se realiz6 por triplicado para

cada concentracion mas el testigo.

2.4.1 Homogeneizacion de tejido

Se pesod cada muestra y se le adicionaron 2.0 mL de regulador de fosfatos (pH
7.2), posteriormente se homogeneizaron en forma mecénica durante un min y se
ultracentrifugd durante 15 min a 12,500 rpm a 4°C. Finalmente se separé el
sobrenadante para la determinacién del contenido de proteinas totales por el
método de Bradford (utilizado para la referencia de los resultados de las pruebas,

anexo 3) y la actividad de las en las enzimas antioxidantes.

2.4.2 Evaluacioén del estrés oxidativo

2.4.2.1 Determinacién del grado de lipoperoxidaciéon (Método de Buege y
Aust, 1979)

A 300 pL del homogenizado (sin centrifugar) se le adicionaron 700 pL de la
solucion reguladora Tris-HCI 150 mM (pH 7.4). Se incub6é a 37°C por 30 min.
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Después se agregaron 2 mL de la solucién de &cido tiobarbitdrico al 0.375% (se
preparé al momento) en acido tricloroacético al 15% y se incub6 a 37°C por 45
min. Posteriormente se centrifugd a 3000 rpm por 10 min y se determind la
absorbancia a 535 nm. Los resultados se expresaron en mM de
malondialdehido/mg proteinas/g tejido, usando el coeficiente de extincion molar
(CEM) el cual es de 1.56 x 10° M'cm™. Los datos son expresados en mM

MDA/mg proteina.
2.4.2.2 Determinacion de la actividad de enzimas antioxidantes

2.4.2.2.1 Determinacion de la actividad de la superoxido dismutasa (Método
de Misray Fridovich, 1972)

Se adicionaron 100 pL del homogenizado a una celda de 1 mL y se afiadieron 100
uL de la solucion reguladora de carbonatos (50 mM de carbonato de sodio y 0.1
mM EDTA) a pH 10.2. Se agregaron 200 pL de adrenalina 30 mM y se determiné
la absorbancia a 480 nm, a los 30 seg y 5 min. Las lecturas de las muestras se
extrapolaron en la curva tipo que se obtuvo utilizando los datos de la tabla 2. Los

datos son expresados en U/mg proteina.

Tabla 2. Curva para la determinacion de la SOD

Unidades SOD Adrenalina Regulador
SOD (HL)* (L) (HL)***
4.44 71 229 200
6.69 107 193 200
8.88 142 158 200
11.13 178 122 200
13.39 214 86 200

*De una solucién de 375 U SOD. ** De una solucién de 30 mM adrenalina.

***De una solucién de 50 mM de NaCOs;, 0.1 mM EDTA, pH 10.2.
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2.4.2.2.2 Determinacion de la actividad de la catalasa (Método de Radi et al.,
1991)

A 100 pL del sobrenadante del homogenizado se le agregaron 900 uL de la

solucién reguladora de aislamiento (0.3 M sucrosa, 1 mM EDTA, 5 mM HEPES y 5

mM KH;PO4) y 200 pL de la solucion de H,O, 20 mM. Posteriormente se

determind la absorbancia a 240 nm, a 0 y 60 seg. Los resultados se obtuvieron

sustituyendo la absorbancia de ambos tiempos en la siguiente férmula:
Concentracion de catalasa = (Ag- Ago)/ CEM

Donde el CEM del H,0, = 0.043 mM™ cm™; los datos son expresados en mM de

H.O./min/mg proteina.

2.4.2.2.3 Determinacion de la actividad de la glutation peroxidasa (Stephense

et al., 2000) con modificaciones.

Se tomaron 200 pL de sobrenadante y se agregaron 800 pL de solucién
reguladora (50 mM de fosfato de potasio pH 7.0; 3.5 mM de GSH, 1.0 mM de
NaN3, 2 U de glutation reductasa, y 0.12 mM NADPH / 1.0 mL). Se adicioné 0.1
mL de H,O, y se registraron la lectura inicial, a los 0 y 5 min. Se calculo la
actividad de la GPx por min por medio del coeficiente de extincion molar del
NADPH de 6.22 mM™cm ™. Los datos son expresados en mM NADPH/min/mg

proteina.

2.4.2.3 Determinacion de proteinas carboniladas (Método de Floor y Wetzel,
1998; Levine et al., 1994; Parvez y Raisuddin, 2005)

A 100 uL del sobrenadante se le adicionaron 150 uL de dinitrofenil hidrazina, se
coloco 1 h a temperatura ambiente en obscuridad. Transcurrido el tiempo se

agregaron 500 puL de acido tricloroacético (20 %) y se dejo reposar 15 min a 4 °C.
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Posteriormente se centrifugd a 11 000 rpm por 5 min. Se desechd el sobrenadante
y el boton se lavo tres veces con 1 mL de etanol- acetato de etilo 1:1 cada una. El
precipitado se disolvio en 1 mL de guanidina y se incubé a 37 °C por 30 min.
Finalmente se centrifugd a 1 500 rpm por 5 min y se determiné la absorbancia a
366 nm. Los resultados se calcularon mediante el coeficiente de extincion molar

21 000 M™cm . Los datos son expresados en mmol DNPH/mg proteina.

2.4.3 Determinacién del dafio genotéxico. Método de electroforesis celular-

ensayo cometa (Tice et al, 2000; Lankoff et al., 2006)

Se prepararon las laminillas con una capa de agarosa de punto de fusion normal
al 1 % y se dejaron secar. Se realiz6 el homogenizado de los organismos
mediante mortero con 50 uL de PBS pH 7.2. Se colocé una segunda capa de
agarosa, la cual contenia 10 puL del homogenizado y 75 puL de agarosa normal, se
cubrié con un cubreobjetos y se dejaron solidificar. Las laminillas se sumergieron
en la solucion de lisis en un vaso coplin y se colocaron a 4 °C por 1 h sin

exposicion a la luz.

Transcurrido el tiempo se agregaron 20 pL de suero fetal bovino y la enzima
formamidopiridina glicosilada (FPG) la cual identifica al producto de la oxidacion
de las bases puricas y endonucleasa Il (ENDO) la cual es usada para detectar
bases pirimidicas oxidadas, correspondiente para cada grupo, se incubaron por 45
min a 37° C. Posteriormente las laminillas se colocaron en la solucién
electroforesis (NaOH, triton), se dejaron reposar por 20 min en oscuridad, después
se corrid la electroforesis (25 V, 300 mA) por 20 min. Se enjuagaron las laminillas
con solucién reguladora de neutralizacion, se dejaron secar. Las laminillas se
tiferon con 20 pL de bromuro de etidio y se observaron en un microscopio de
epiflurescencia adaptado a un analizador de imagenes con un programa para

medir a los nucleos.
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Para evaluar el nivel de dafio al DNA en cada muestra se cuantificaron 100
nacleos, en los que se midi6 la longitud de la cola del cometa (T) y diametro del

nacleo (N) para establecer el indice de dafio (T/N).

2.5 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos de las determinaciones de estrés oxidativo fueron analizados
mediante un andlisis de varianza unifactorial (ANOVA) (p< 0.05) y la diferencia de
medias evaluada por el método de Tukey-Kramer. Los resultados derivados del
ensayo cometa fueron analizados con la prueba estadistica no paramétrica

Kruskal-Wallis (p< 0.05). Se us6 el programa estadistico Sigma Stat.
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lIl. RESULTADOS

3.1 Estudio de toxicidad aguda

Los resultados obtenidos de la exposicion aguda de diclofenaco sobre los dos
estadios de Daphnia magna se muestran en la tabla 3. Como puede observarse

existen diferencias entre ambos estadios, siendo los adultos (CLsp= 96.6 mg/L)

mas sensibles al farmaco que los neonatos (CLsp= 116.3 mg/L).

Tabla 3. Concentracion letal media de diclofenaco sobre Daphnia magna (48 h)

Edad de los organismos CLso

116.3 mg/L

Neonatos (< 24 h) (109.3 - 123.7 mg/L)?

96.6 mg/L

Adultos (14 d
( ) (84.2a 112.7 mg/L)?

2 Limite de confianza al 95%.
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3.2 Estudio de toxicidad subletal
3.2.1 Evaluacién del estrés oxidativo
3.2.1.1 Evaluacion del grado de lipoperoxidacién

En la Figura 6 se muestran los resultados referentes al grado de lipoperoxidacion
de D. magna expuesta a diclofenaco. Como puede observarse ambas
concentraciones probadas provocaron un incremento significativo con respecto al
testigo de este parametro (9.96 mg/L= 1874.8 %; 54.4 mg/L= 2628.5 %) (P <
0.05), siendo mayor el dafio producido por la concentracibn mas elevada del

farmaco.

0.009 -+
0.008 ~
0.007 ~

0.006 -

0.005
0.004 -
0.003 -
0.002 -~
0.001 -+
0 [

Testigo 9.96 mg/L 54.4mg/L

Lipoperoxidacion
mM MDA/mg proteina

Figura 6. Grado de lipoperoxidacién de D. magna expuesta a diclofenaco
Se presenta un incremento en el grado de lipoperoxidacion de los dos grupos tratados con

diclofenaco. (*) Indica diferencia estadistica, P < 0.05 con respecto al testigo
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3.2.1.2 Evaluacion de la actividad de enzimas antioxidantes
La valoracion de la actividad de la SOD (Figura 7) de D. magna expuesta a
diclofenaco, mostr6 que solo la concentracion mas elevada (54.4 mg/L) del

farmaco produce efectos significativos respecto al control (102.2 %) (P < 0.05),

mientras que la mas baja no provoca ningiin cambio.

2.5 +

1.5 +

SOD
U/mg proteina

Testigo 9.96 mg/L 54.4mg/L

Figura 7. Determinacion de la actividad de superdxido dismutasa de D. magna
expuesta a diclofenaco

Se muestra el valor de la actividad de la SOD después de la exposicion a ﬁCLso y CL; de

diclofenaco. (*) Indica diferencia estadistica, P < 0.05 con respecto al testigo
(a) Indica diferencia estadistica con respecto al grupo tratado con 9.96 mg/L de
diclofenaco P < 0.05
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En la Figura 8 se muestra la actividad de la CAT de D. magna expuesta a
diclofenaco, donde se observO que ambas concentraciones indujeron un
incremento de este parametro respecto al testigo (9.96 mg/L= 187.4 %; 54.4
mg/L= 574.3 %) (P < 0.05), aunque solo estadisticamente significativo para la

concentracion de 54.4 mg/L.

0.16 a

0.14 -

_|*

0.12 -

0.1 A

0.08 -

0.06 -

0.04 -

CAT
mM H202/min/mg proteina

0.02 -

Testigo 9.96 mg/L 54.4mg/L

Figura 8. Determinacién de la actividad de catalasa de D. magna expuesta a
diclofenaco
Se presenta una tendencia al incremento del valor de la actividad de catalasa después de
la exposicion de 48 h a diclofenaco. (*) Indica diferencia estadistica, P < 0.05 con respecto
al testigo, (a) Indica diferencia estadistica con respecto al grupo tratado con 9.96 mg/L de
diclofenaco P < 0.05
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En cuanto a la actividad de la GPx (Figura 9), se observa que en D. magna
expuesta a 54.4 mg/L del farmaco se incrementa este parametro (113.8 %) de
manera significativa respecto al testigo (P < 0.05). Sin embargo, la exposicién de
este organismo a 9.96 mg/L, produjo una disminucién (6.6 %), aunque sin

significancia estadistica.

0.24 +

* o

0.21 A

0.09 A

0.06 -

GPx
mM NADPH/min/g proteina
o
[
[

0.03 A

Testigo 9.96 mg/L 54.4mg/L

Figura 9. Determinacién de la actividad de glutation peroxidasa de D. magha
expuesta a diclofenaco
Se muestra los valores de la actividad de GPx (*) Indica diferencia estadistica, P < 0.05
con respecto al testigo
(a) Indica diferencia estadistica con respecto al grupo tratado con 9.96 mg/L de
diclofenaco P < 0.05

3.2.1.3 Evaluacion del contenido de proteinas carboniladas

En la Figura 10 se muestra la cantidad de proteinas carboniladas presentes en los
organismos expuestos a diclofenaco. Como puede observarse, ambas
concentraciones provocaron un incremento en el nimero de carbonilos protéicos
(9.96 mg/L= 291.4 %; 54.4 mg/L= 1471.9 %). Sin embargo, esta diferencia fue
estadisticamente significativa (P < 0.05) solo para D. magna expuesta a la

concentracién mas elevada del farmaco.

40

Resultados



Evaluacién de la toxicidad producida por diclofenaco sobre Daphnia magna

14

12 - “'
10 -

Contenido de proteinas carboniladas
mmol DNPH/mg proteina

2 _;L
0 -
Testigo 9.96 mg/L 54.4mg/L

Figura 10. Determinacion de proteinas carboniladas de D. magna expuesta a
diclofenaco
Se presenta una tendencia al incremento de los valores del contenido de proteinas
carboniladas de los grupos tratados. (*) Indica diferencia estadistica, P < 0.05 con
respecto al testigo

3.2.2 Evaluacién del dafio al material genético

3.2.2.1 Ensayo cometa

El dafio al material genético se determiné mediante electroforesis celular (ensayo
cometa). En la Figura 11 se observan las imagenes de una célula sana (A) y una

dafiada (B).
.

Figura 11. Imagenes de las células en el ensayo cometa

A: célula sin dafio (testigo), B: célula con dafio (CL;)
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En la figura 12 se observa el indice de dafio producido al material genético de D.
magna por diclofenaco. Ambas concentraciones probadas elevaron
significativamente este parametro respecto al testigo (9.96 mg/L= 9.4 %; 54.4
mg/L=7.2 %) (P < 0.05).

1.22 4

1.2
1.18 -
1.16 -
1.14 -
1.12 -

1.1 A

indice de dafio

1.08 -
1.06 -
1.04 -

1.02 -
Testigo 9.96 mg/L 54.4mg/L

Figura 12. indice del dafio al DNA producido por diclofenaco sobre D. magna
Se muestra la relacién (T/N) entre la longitud de la cola del cometa (T) y el diametro del
nucleo (N). (*) Indica diferencia estadistica, P < 0.05 con respecto al testigo

3.2.2.2 Ensayo cometa adicionando endonucleasa

En la Figura 13 se observa el indice de dafio producido al material genético de D.
magna por diclofenaco, utilizando para su evaluacion el ensayo de cometa
adicionando ENDO. Ambas concentraciones probadas elevaron este parametro
respecto al testigo (9.96 mg/L= 6.4 %; 54.4 mg/L= 19.2 %), pero soOlo la mas
elevada resulto estadisticamente significativa (P < 0.05).
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1.4 -

0.8 -

0.6 -

indice de dafio

0.2 A

Testigo 9.96 mg/L 54.4mg/L

Figura 13. indice del dafio al DNA producido por diclofenaco sobre D. magna con la
enzima ENDO*
Se presenta la relacién T/N de los grupos tratados con diclofenaco. (*) Indica diferencia
estadistica, P < 0.05 con respecto al testigo.
(a) Indica diferencia estadistica con respecto al grupo tratado con 9.96 mg/L de
diclofenaco P < 0.05. (*) Endonucleasa

3.2.2.3 Ensayo cometa adicionando formamidopiridina glicosilada

En la Figura 14, se puede observar el indice de dafio al DNA producido por el
diclofenaco cuando se le adiciona la enzima FPG; ambos grupos presentaron un
incremento significativo con respecto al grupo no tratado, pero no hay diferencia

entre las dos concentraciones.
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1.3
1.25
1.2
1.15

1.1

Indice de dano

1.05

0.95
Testigo 9.96 mg/L 54.4mg/L

Figura 14. indice del dafio al material genético producido por diclofenaco sobre D.
magna con la enzima FPG?
Se muestra el dafo al material genético mediante el ensayo cometa. (*) Indica diferencia
estadistica, P < 0.05 con respecto al testigo
(?) Formamidopirimidina glicosilasa
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IV. DISCUSION

4.1 Estudio de toxicidad aguda

En el ensayo de toxicidad aguda se determiné la CLso de diclofenaco sobre D.
magna, tanto para neonatos como para adultos de 14 dias, encontrandose que el
valor obtenido para estos ultimos es menor y por lo tanto el xenobio6tico en estudio
resulta mas toxico durante este estadio. De manera general se ha observado que
los organismos mas sensibles a cualquier téxico son aquellos que se encuentran
en los extremos de la vida, dado que los sistemas enzimaticos de los individuos
mMas jovenes no se encuentran totalmente desarrollados y de los viejos comienzan
a fallar. Sin embargo, cuando los metabolitos son mas toxicos que el xenobidtico
original, esta condicion enzimatica puede resultar favorable, dado que al no ser
posible su completa y eficaz biotransformacién dichos metabolitos no son
obtenidos y por lo tanto su toxicidad decrece. Diversos estudios sefialan que los
metabolitos del diclofenaco (4 hidroxidiclofenaco, 5 hidroxidiclofenaco vy
diclofenaco-1-O-acilglucurénido, entre otros) son los responsables de su toxicidad
en mamiferos (Grillo et al., 2003). Es probable que estos metabolitos también
puedan ser producidos en especies ho mamiferas, lo que explicaria los resultados

obtenidos en el estudio agudo (Gémez-Lechdn et al; 2003; Masubuchi et al; 2002).
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Por otro lado, es importante mencionar que la legislacion europea menciona que
una sustancia puede ser potencialmente peligrosa para el ambiente, cuando en los
ensayos agudos sobre D. magna se obtienen CEsp 0 CLsp menores a 100 mg/L,
por lo que de acuerdo con los resultados obtenidos, el diclofenaco puede ser
considerado como una sustancia potencialmente dafiina para los organismos
acuaticos, ya que el valor de CLso para adultos de 14 dias (96.6 mg/L) cumple con
este requisito (Cleuvers, 2004; ECC, 1992). Otros autores han coincidido con esta
consideracion, tal es el caso de Jones et al., (2002), quienes categorizaron como
ambientalmente dafinos a los analgésicos, como el diclofenaco, dado que las
CEso obtenidas para este grupo de farmacos fluctué entre 10 y 100 mg/L para
crustaceos y peces. Por su parte, Cleuvers (2004), categorizo al diclofenaco como

una sustancia de alto riesgo para Daphnia magna.

4.2 Estudio de toxicidad subletal

4.2.1 Evaluacion del estrés oxidativo

En mamiferos el diclofenaco es biotransformado a diclofenaco-1-O-acilglucuronido
y posteriormente mediante el CYP2C11l, es hidroxilado produciendo
4hidroxidiclofenaco 'y 5"hidroxidiclofenaco, que pueden ser oxidados a
intermediarios de benzoquinona imina (Grillo et al., 2003); un metabolito
electrofilico que puede inducir la formacion de ERO y RL y combinarse con grupos

sulfhidrilo a nivel de citosol, proteinas de membrana o enzimas que contengan
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estos grupos (Chilo, 1999). No se tienen reportes a este respecto en organismos
acuaticos; sin embargo es posible que estos metabolitos también sean producidos
en D. magna, lo que explicaria el incremento observado en el grado de

lipoperoxidacion.

Cada organismo cuenta con una bateria de defensas antioxidantes enzimaticas y
no enzimaticas, las cuales previenen el dafio ocasionado por la generacién normal
de ERO y RL evitando que afecten la integridad de las diferentes biomoléculas
gue lo conforman. Estas defensas, pueden ser inducidas por varios contaminantes
ambientales (Vlahogianni et al., 2007) bajo condiciones prooxidantes, como en el

caso de la presencia de los metabolitos del diclofenaco.

La SOD es la principal enzima encargada de contrarrestar los efectos ocasionados
por la presencia de ERO, particularmente del i6bn superoxido (van der Oost et al.
2003), a quien transforma a peroxido de hidrégeno y una mayor actividad de ésta
puede funcionar como sefial de estrés oxidativo, conduciendo a la induccién de
enzimas antioxidantes asociadas a un sistema de captura de H,O,, como la CAT y
la GPx (Konigsberg, 2008). Es posible que el incremento de la actividad de SOD,
CAT y GPx encontrado en nuestro estudio se deba a un mecanismo de defensa
de D. magna a fin de contrarrestar el estrés oxidativo (Vlahogianni et al. 2007).
Ademés, Bagnyukova et al. (2006), mencionan que los productos de la
lipoperoxidacion parecen estar involucrados en la regulacion de algunas enzimas

antioxidantes, por lo que el incremento del grado de lipoperoxidacion mostrado en
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nuestro estudio explicaria también el incremento de la actividad de las enzimas
antioxidantes encontrado, sobre todo en los organismos expuestos a la
concentracion mas alta de diclofenaco y que presentaron diferencia significativa

respecto al testigo.

Es importante mencionar que la GPx mostré una tendencia a la disminucion de su
actividad cuando el organismo se expuso a la concentracion mas baja de
diclofenaco, aunque sin diferencia significativa respecto al testigo. Chadran et al.,
(2005) mencionan que las ERO, especialmente el i6n superédxido, afectan
directamente la actividad de las enzimas antioxidantes, modificando su estructura

(Koyu et al., 2005), lo que explicaria la disminucion observada en este estudio.

El dafio directo a las proteinas o la modificacion quimica de sus aminoacidos
producido por estrés oxidativo puede dar lugar a un incremento en el contenido de
proteinas carboniladas (Parvez y Raisuddin, 2005; Bagnyukova et al., 2006) y por
lo tanto de las proteinas oxidadas (Shacter, 2000). La oxidacion de proteinas trae
como consecuencia la perdida de grupos sulfhidrilos y reacomodo en la
resonancia de los aminoacidos, modificando su funcion y por lo tanto la integridad
del organismo (Parvez y Raisuddin, 2005). Como ya se mencion0 anteriormente,
el diclofenaco puede ser transformado a 4 hidroxidiclofenaco vy
5"hidroxidiclofenaco y posteriormente biotransformarse a benzoquinonas (Grillo et
al., 2003); un metabolito electrofilico que puede inducir la formacién de especies

reactivas de oxigeno (ERO) y también combinarse con grupos sulfhidrilo a nivel de
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citosol, proteinas de membrana o enzimas que contengan estos grupos (Chilo,
1999), lo que explica el incremento encontrado en el contenido de proteinas

carboniladas de nuestro estudio.

4.2.2 Evaluacion del dafio al material genético

Son pocos los estudios relativos a la toxicidad ambiental producida por farmacos y
mas aun relacionados con el dafio al material genético. Uno de los pocos trabajos
corresponde al de Zegura et al.,, (2009), quienes encontraron que efluentes
provenientes de una zona de hospitales en Eslovaquia, que contenian una mezcla
de diversos farmacos, produjeron genotoxicidad. Sin embargo, no se han

reportado aun datos especificos sobre algun farmaco en particular.

El ensayo cometa permite detectar rupturas de una sola hebra del DNA, formacion
de aductos, uniones DNA-DNA y DNA-proteina, dafio oxidativo de bases y sitios
de reparacion (Mihaljevic et al., 2009; Ali, et al., 2008; Fourie et al., 2007)
ocasionados por la interaccion con xenobidticos y/o ERO y RL producidos por
estos. Este tipo de ensayo fue empleado en nuestro estudio para evaluar la
genotoxicidad del diclofenaco sobre D. magna, mostrando un incremento en el

indice de dafio y migracion del DNA.

Diversos estudios sefialan a la produccion de ERO y RL como uno de los

mecanismos de fragmentacién del DNA, ya que tienen la capacidad de unirse al
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material genético, provocando directamente su desestabilizacion y ruptura, o bien
a las diversas enzimas encargadas de su sintesis y reparacion (Valavanidis et al.,
2006; van der Oost, 2003). En este estudio se observdé que en efecto el
diclofenaco produce estrés oxidativo, elevando el grado de lipoperoxidacion y el
contenido de proteinas carboniladas, por lo que es posible que los RL generados,
también afecten al material genético. Adicionalmente se ha demostrado que este
farmaco se biotransforma por via oxidativa generando ERO (Gémez-Lechon et al.,
2003; Masubuchi et al., 2002), que pueden afectar al esqueleto de la desoxirribosa
y producir rupturas en la cadena debido a la abstraccion de un hidrogeno del

azucar y la ruptura de la unién fosfodiéster (Gregus y Klassen, 2001).

En el presente estudio para hacer mas especifico el ensayo cometa se
introdujeron dos enzimas, las cuales identifican los nucleétidos dafiados por
especies oxidantes; la ENDO que detecta la oxidacion de bases pirimidicas y la
FPG que identifica el producto mayoritario de la oxidacion de las bases puricas, la
8-oxoguanina, asi como otras alteraciones puricas (Collins, 2008; Ahuja y Saran,
2001). EIl ensayo con ambas enzimas y concentraciones probadas mostro
incrementos en el indice de dafio, lo que demuestra que tanto las bases

pirimidicas como las puricas se vieron afectadas.

En este sentido, otro radical posiblemente involucrado es el hidroxilo, que puede
modificar a las bases puricas produciendo alteraciones oxidativas tales como la 8-

hidroxiguanina, las formamidopiridinas y los desoxirribonucleésidos de 8,5
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ciclopurina, provocando un mal emparejamiento de las bases (adenina-guanina) o
la presencia de sitios apurinicos, los cuales impiden la actividad de la DNA
polimerasa evitando la replicacion. Otro tipo de alteraciones y que también se
detectaron de forma indirecta en los organismos tratados con diclofenaco fueron
las alteraciones pirimidicas, las cuales se caracterizan por la pérdida del anillo
imidazol, no permitiéndoles emparejarse correctamente, facilitando la

fragmentacion del DNA (Gregus y Klassen, 2001; Roche y Romero-Alvira, 1996).

Los resultados del estudio demuestran que el diclofenaco produce estrés oxidativo
y dafio al material genético de D. magna. Estos efectos pueden influir en el
individuo iniciando una cascada de modificaciones que pueden tener
consecuencias a diferentes niveles; celular, érgano, organismo y finalmente en la
constitucién genética de la comunidad y de la poblacion (Park y Choi, 2007;
Mihaljevic et al., 2009). Considerando que este tipo de organismo es fundamental
para los ecosistemas acuaticos, dado que es uno de los principales consumidores
primarios, este medicamento deberia ser calificado como ecotéxico y su

incorporacion al ambiente legislada.
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V. CONCLUSIONES

+ Con base en los resultados obtenidos del estudio de toxicidad aguda y a la
clasificacion europea, que considera peligroso ambientalmente a aquellos
farmacos cuya CLso sea menor a 100 mg/L, el diclofenaco puede ser
considerado dafiino para los ecosistemas acuaticos, dado que la CLs, para
adultos de 14 dias fue de 96.6 mg/L.

» El diclofenaco produce estrés oxidativo concentracion dependiente sobre D.
magna, reflejAndose en un incremento en el grado de lipoperoxidacion,
contenido de proteinas carboniladas y actividad de las enzimas
antioxidantes SOD, CAT y GPx.

* El diclofenaco induce dafio al DNA de D. magna, probablemente via

especies reactivas de oxigeno.
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VII. Anexos

Anexo 1. Formulacién para preparar agua dulce reconstituida dura, de
empleo como medio de cultivo y como agua de dilucién para estudios de

toxicologia acuética.

Reactivos grado analitico, en agua '
. o Cantidad (mg/L)
destilada o desionizada
NaHCO; 192
CaS0,4.2H,0 120
MgSOq, 120
KCI 8

Las caracteristicas finales deben ser:

e pH entre 7.6 a 7.8 (después de 24 horas de aireacion)
e Dureza 160 a 180 mg/L de CaCOg;
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Anexo 2. Preparacion del medio de cultivo basal de Bold y cultivo de
Chlorella vulgaris (Stein, 1973)

Soluciones stock en 500 mL

Reactivos grado analitico de agua destilada

1) NaNOs3 125¢g
2) CaCl,.2H,0 1.25¢g
3) MgS0,4.7H,0 3.75¢9g
4) K;HPO, ( dibasico) 3.75¢
5) KH,PO4( monobasico ) 8.75¢
6) NaCl 1.25¢g
7) EDTAy KOH 259y 155¢g

8) FeSO,y HySO4 2.445gy 0.5 mL
9) H3BO3 5719
10) NaHCO3 7509

11) Solucion de sales

ZnS0,4.7H,0 4.41¢
MnCl,.4H,0 0.72 ¢
MoOs (V1) 0.355¢
CuS0,4.5H,0 0.785¢g
Co( NO3).6H,0 0.245
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Adicionar 10 mL de las soluciones 1,2,3,4,5y 6 y 1 mL de las soluciones 7,8,9,10
y de la solucion de sales 11. Aforar a 1 L con agua desionizada. Esterilizar en
autoclave a 121°C, 15 a 20 PSI durante 15 min.

Para el cultivo de la microalga Chlorella vulgaris, se adiciond un inoculo en
condiciones asépticas y se cultivo por lotes, en matraces Erlenmeyer de 2,000 mL
con 1,000 mL de volumen de trabajo, con fotoperiodo de 16 de luz por 8 de
obscuridad hasta que llegd a su fase de crecimiento exponencial (8 a 10 dias),
después se sedimento y se determind la densidad celular utilizando cdmara de

Neubauer, se agregé 1 x 10° cél/mL al medio de cultivo.
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Anexo 3. Determinacion de la concentracion de proteinas totales (Método de
Bradford, 1976)

A 25 uL del sobrenadante se le agreg6é 75uL de agua desionizada y 2.5 mL del
reactivo de Bradford (0.5 g de azul de commassine, 25 mL de etanol al 96% y 50
mL de H3PO,4 en 500 mL de agua desionizada). Se agitd, se dejé reposar por 5
min y se determind la absorbancia a 595 nm. Las lecturas de las muestras se

extrapolaron en la curva que se obtuvo utilizando los datos de la tabla 4.

Tabla 4. Curva para la determinacién de proteinas totales

Tub Volumen de Volumen de agua
ubo
Albumina (pL)* desionizada (uL)

1 10 90

2 25 75

3 50 50

4 75 25

5 100 0
Blanco 0 100

* de una solucion de albdmina de bovina de 1 mg/mL
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