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RESUMEN

Ultimamente existe una creciente preocupacion por los efectos que los medicamentos
producen en el medio ambiente. A pesar del gran uso de los antibacterianos no son muy
investigados como contaminantes, prestandose mayor atenciéon a antibioresistencia por lo
gue el objetivo de la investigacion fue evaluar la ecotoxicidad aguda de antibacterianos. Para
esto se realiz6 un estudio de consumo de los antibacterianos consumidos en el hospital en
los afos 2011 a 2013, se predijo sus concentraciones ambientales mediante un modelo
matematico y se determind su riesgo ecotoxicologico. En el periodo de estudio se utilizaron
17 antibacterianos, el de mayor consumo fue la Ceftriaxona y el menos consumido la
Clindamicina. Todos constituyen un riesgo para el ambiente. Se observd inhibicién de la
germinacion de Lactuca sativa L. en todos los antibacterianos resaltando el Cotrimoxazol con
38.78% (Cls0=0.52g/L) y Vancomicina la de menor efecto en la inhibicion de la germinacion
con un 8.56% (Cls0=44,14g/L). En la mezcla solamente hubo inhibicién de la geminacion a la
mayor concentracion evaluada, mientras que en el resto de las concentraciones no se
evidenciaron diferencias estadisticamente significativas con respecto al control. El tipo de
interaccién de la mezcla se clasifica como sinérgica. En el ensayo de Artemia salina la
Ceftazidima se clasifica como muy téxico con valor de CLso de 0,060773 g/L, la Cefepima y
Cefotaxima con valores de 0,993731 y 0,928847g/L como moderadamente toxicos y el resto
de los antibacterianos evaluados se clasifican como no téxicos. En los bioensayos en Physa
cubensis Cefepima y Cefazolina ocasionaron la mayor mortalidad con CLso de 0,000270 y
0,025684 g/L respectivamente y los que indujeron menor mortalidad fueron Vancomicina y
Amoxicilina/Sulbactam con CLso de 1,528440 y 1,055492 g/L. El vertimiento de residuos de
antibacterianos puede ser causa de contaminacién ambiental perjudicial para algunas
especies.

Palabras claves: antibacterianos, ecotoxicidad aguda, Lactuca sativa L., Physa cubensis P.,

Artemia salina L.
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ABSTRACT

In recent years, there is growing concern about the effects that drugs produce in the
environment. Despite the wide use of antibacterial, they are not very investigated as
pollutants, paying greater attention to their antibiotic resistance, so the aim of this
research was to evaluate the acute ecotoxicity of antibacterials. For this, an study of
antibacterial consumption in the hospital during years 2011-2013 was carried out,
their environmental concentrations were predicted by a mathematical model and its
ecotoxicological risk was determined. In the study period they were used 17
antibacterials, the highest consumption was ceftriaxone and the less consumed was
clindamycin. All they constitute a risk to the environment. Germination inhibition of
Lactuca sativa L. was observed in all antibacterial highlighting the Cotrimoxazol with
38.78% (ICs0 = 0.52g/L) and Vancomycin with minor effect on the germination
inhibition with 8.56% (ICso = 44, 14g/L). In the mixture there was only germination
inhibition at the highest concentration tested, while in other concentrations no
statistically significant differences were found, respect to control. The type of mixture
interaction is classified as a synergistic. In the Artemia salina trial Ceftazidime is
classified as very toxic with LC50 value of 0.060773 g/L, Cefepime and Cefotaxime
with values of 0.993731 and 0,928847¢g/L are classified as moderately toxic and the
rest of antibacterials evaluated are classified as non-toxic. In bio trials of Physa
cubensis, Cefepime and Cefazolin caused the greatest mortality with LCso 0.000270
0.025684 g/L respectively, and the ones that led lower mortality were Vancomycin
and Amoxicillin/Sulbactam with LCso of 1.528440 and 1.055492 g/L. The dumping of
antibiotics residues can be the cause of environmental pollution, detrimental to some

species.

Keywords: antibiotics, acute toxicity, Lactuca sativa L., Physa cubensis P., Artemia

salina L.



Indice



INDICE
INTRODUGCCION ... ..ttt et e ettt et et et e e aae e e
1. REVISION BIBLIOGRAFICA . ...ttt et
1.1 Contaminacién por productos farmaceutiCoS.............ccvevvevieinnann.n.
1.2 ANtIDACTEIIANOS. ... et e e e
1.2.1 ClaSifiCaCiON.......co ittt e e e e
1.2.2 Efecto de los antibacterianos en el ambiente............................
1.3 Consumo de MediCamEeNTOS. ... ...uuuie ittt e e e e e
1.4 Modelos y métodos de exposicion ambiental para el estudio de
medicamentos como contaminantes ambientales...........................
1.4.1. Fases para la evaluacion ecotoxicologica de un farmaco en el
AMDIENTE. ..
1.5 ECOtOXICOIOQIA. .. .uev et et e e e et e e e e e e e
1.5.1 Conceptos generales para comprender los estudios de
ECOLOXICIAAA. .. .oe e
1.5.2 Ensayos utilizados en los estudios de riesgos ecotoxicologicos....
1.5.3 Consecuencias ecotoXiCOIOQICAS.........ovvvveiieeiiiiie e
1.5.4 Ecotoxicologia de mezclas farmacéuticas..................cooeeeennenn.
1.6 M0delos DIOIOQICOS. .. ...v e e e e e e e
1.6.1 Lactuca SatiVa L......coiui i
1.6.2 Artemia SaliNa L......ouoinieie e e e
1.6.3 Physa CUBENSIS P........oiiii i e
2. MATERIALES Y METODOS...... ittt e e e e e e
2.1 Determinacion del consumo de antibacterianos....................cccoeeeee.
2.2 Prediccion de la concentracion ambiental (PEC)...............ccocvvvnee.
2.3 Evaluacion ecotoxicolégica del riesgo ambiental............................
2.3. 1 LaCtucCa SAtiVa L......cue et e e e
2.3.1.1 Ensayo de toxicidad aguda en semillas de Lactuca sativa L....
2.3.1.2 Ensayo de toxicidad aguda en semillas de Lactuca sativa L.
con la mezcla de antibacterianos.............cooviiiiiiicieiinanne

2.3.1.3 Aplicacion del modelo Concentracion-Adicion (CA)...............

20
23
25
26
26
26
27
29
30
30
31
31
32
32



2.3.2 Ensayo de toxicidad aguda en larvas de Artemia salinaL............ 36

2.3.3 Ensayo de toxicidad aguda en Physa cubensis P...................... 38

3. RESULTADOS Y DISCUSION ... ..cuviiiiiniiii e e, 42
3.1 Determinacion del consumo de antibacterianos....................coceeenee. 42
3.2 Prediccion de la concentracion ambiental (PEC)...........ccccvevviinnns 44
3.3 Evaluacion ecotoxicolégica del riesgo ambiental............................ 46
3.3, 1 LaCtuCa SALIVA L. vt e e a7
3.3.1.1 Ensayo de toxicidad aguda en semilla de Lactuca sativa L..... a7

3.3.1.2 Ensayo de toxicidad aguda en semilla de Lactuca sativa L.

con la mezcla de antibacterianos...............cccoviiiiiiiinen. 54

3.3.1.3 Concentracion-Adicion (CA).........ccoevieiieiiiiiii i i i een . 55
3.3.2 Ensayo de toxicidad aguda en larvas de Artemia salina L............ 57
3.3.3 Ensayo de toxicidad aguda en Physa cubensis P...................... 62
CONCLUSIONES. .. ..ttt e e e e e e e e e e e 67
RECOMENDACIONES. ...t ittt e e e e e e aees 68
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ouiiiiit e e, 69



Introduccion



Introduccion

INTRODUCCION

Actualmente existe un creciente interés por los contaminantes emergentes, ya que
son compuestos de distinto origen y naturaleza quimica, cuya presencia en el
medioambiente, o las posibles consecuencias de la misma, han pasado en gran
medida inadvertidas, causando problemas ambientales y de riesgo para la salud.
Estos compuestos se encuentran diseminados en el ambiente y se han detectado
en fuentes de abastecimiento de agua, aguas subterraneas e incluso en agua

potabilizada.

Los productos farmacéuticos son compuestos complejos ampliamente utilizados en
todo el planeta. Miles de moléculas activas diferentes se usan actualmente en el
mundo para combatir o prevenir enfermedades, con cientos de nuevos productos
que se sintetizan cada afio (Quesada et al., 2009). Investigaciones recientes han
demostrado que los farmacos o medicamentos estan ampliamente distribuidos en
los ecosistemas acuaticos y que una de las principales fuentes de entrada es a partir
de los centros asistenciales de salud, (Gil et al., 2012; Carmona et al., 2014; Pignato
et al., 2009; Esteban et al., 2014; Kimmerer, 2001; Barcel6 & Lopez de Alda, 2008;
Teijon et al., 2010, Kuster et al., 2010; Baquero et al., 2008). Sin embargo, es dificil
valorar la amenaza o el riesgo que ellos representan para el medio ambiente ya que
son compuestos quimicos que estan diseflados para tener modos especificos de
accion y muchos de ellos son persistentes en el cuerpo humano (Silva et al., 2012;
Jiménez, 2011).

En el caso particular de los antibacterianos no se conoce adecuadamente las
consecuencias ecoldgicas del ingreso de estos a los cuerpos de agua, aunque hay
evidencia de la presencia de residuos de antibacterianos en el ambiente y su
implicacion en los mecanismos de defensa propios de los organismos vivos
(Jiménez, 2011). Es de esperar que los microorganismos puedan desarrollar
resistencia y alteraciones enzimaticas por la presencia de nuevos compuestos, lo
cual tiene repercusiones dificiles de cuantificar (Passos et al., 2011; Jiménez, 2011).
Entre los antibacterianos con mayor reporte en los cuerpos de agua estan las

tetraciclinas (Dang et al., 2007), los aminoglucdsidos (Shakil et al., 2008), entre otros
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(Akinbowale et al., 2007) y son muy pocos los que hoy en dia poseen algun estudio

de ecotoxicidad (Stockholm County Council 2014).

El consumo de farmacos en los paises de la Unidon Europea se cifra en toneladas
por afio, y muchos de los mas usados, entre ellos los antibacterianos, se
emplean en cantidades similares a las de los pesticidas (Barcelé & Lopez de Alda
2008). La presencia de estos compuestos en el ambiente ha aumentado la toxicidad
de los organismos acuaticos y la presencia de especies de bacterias con resistencia
antibiotica (Ramos & Pellébn 2006). EI problema de la resistencia a los
antibacterianos es ecolégico y nunca antes se habia visto que los organismos
infecciosos fueran resistentes a tan alto niamero de antibacterianos (Marquez
2008). Por ende, la evaluacion del efecto de estos compuestos en bioensayos a
través de una evaluacion del riesgo ecolégico permitird tomar las medidas de
mitigacion necesarias para la proteccién de los ambientes acuaticos por productos
farmacéuticos (lannacone & Alvarifio 2009).

La ecotoxicologia estudia el destino y los efectos de los contaminantes en los
ecosistemas, intentando explicar las causas y prever los riesgos probables. Estas
pruebas de toxicidad permiten realizar mediciones experimentales del efecto de
agentes quimicos o fisicos en sistemas biolégicos, estableciendo relaciones
concentracion-respuesta bajo condiciones controladas en terreno o en laboratorio
(Silva et al., 2003) Los efectos a medir pueden ser tanto de inhibicion como de
magnificacion, evaluados por la reaccién de los organismos, tales como mortalidad,
crecimiento, proliferacion, multiplicacion, cambios morfologicos, fisiologicos o

histoldgicos (Ronco et al., 2004).

La Agencia de Proteccion Medioambiental de los Estados Unidos ha publicado
guias de ensayos armonizadas (US-EPA, United States-Environmental Protection
Agency; OCSPP) para la investigacion de nuevos productos o el impacto sobre los
ecosistemas de quimicos y residuales. Dentro de estas metodologias estan los
ensayos ecotoxicoldgicos que evallan el riesgo por exposicion en animales marinos

y de estuarios.
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Es importante continuar investigando esta problematica, por el riesgo potencial que
representan para el medio ambiente y muy especialmente para los seres vivos y la

calidad del agua.

Por lo que el objetivo de esta investigacion es: Evaluar la ecotoxicidad aguda de

antibacterianos con riesgo ambiental.
Los objetivos especificos del presente trabajo son:

1. Determinar consumo de antibacterianos en el Hospital Universitario Clinico

Quirurgico “Celestino Hernandez Robau” en el periodo 2011-2013.

2. Predecir la concentracion de los antibacterianos empleando un modelo

matematico.

3. Determinar la ecotoxicidad aguda de antibacterianos empleando bioensayos

ecotoxicolégicos.
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1 Contaminacion por productos farmacéuticos

Durante décadas, la comunidad cientifica ha centrado sus esfuerzos en el estudio de
los contaminantes quimicos cuya presencia en el medio ambiente ha estado o esta
regulada en las distintas legislaciones, contaminantes en su mayoria apolares,
toxicos, persistentes y bioacumulables. Sin embargo, en los ultimos afos, el
desarrollo de nuevos y mas sensibles métodos de andlisis ha permitido alertar de la
presencia de otros nuevos contaminantes, potencialmente peligrosos, denominados

globalmente como Contaminantes Emergentes (Barcel6 & Lépez de Alda, 2008).

Los contaminantes emergentes, cuyo estudio se encuentra entre las lineas de
investigacion prioritarias de los principales organismos dedicados a la proteccion de
la salud publica y medioambiental, tales como la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), la Agencia para la Proteccion del Medio Ambiente (EPA), o la Comision
Europea, se definen como contaminantes previamente desconocidos 0 no
reconocidos como tales cuya presencia en el medio ambiente no es necesariamente
nueva, pero si la preocupacion por las posibles consecuencias de la misma (Barcel6
& Lopez de Alda, 2008).

Los Farmacos y Productos de Cuidado Personal (Pharmaceuticals and Personal
Care Products, PPCPs), constituyen un grupo diverso de quimicos que han sido
recientemente reconocidos como contaminantes del medio ambiente acuéatico,
especialmente en areas urbanizadas. Los PPCPs comprenden todas las drogas
(medicamentos o farmacos) prescritas y de venta libre, los agentes de diagndstico y
otros quimicos que son consumidos en grandes cantidades, como las fragancias en

perfumes y otros productos del hogar (Gil et al., 2012).

En los dultimos 15 afos, diferentes reportes demuestran que los farmacos
representan una nueva clase de contaminantes del medio ambiente que presentan
las propiedades necesarias para su bioacumulacién, provocando efectos
desconocidos en los ecosistemas acuaticos o terrestres. Por lo que los
medicamentos se han convertido en un problema medio ambiental de envergadura
(Hernandez, 2011).
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El primer estudio sobre la contaminacion por productos farmacéuticos tuvo lugar en
una planta de tratamiento de residuos de Kansas City en 1976 (Jiménez, 2011), esos
resultados fueron publicados y luego ignorados por 15 afios. En 1992, investigadores
alemanes que trabajaban en la busqueda de herbicidas en agua, encontraron el
acido clofibrico, que es el metabolito activo de varios reguladores de lipidos en
sangre (clofibrato, etofilin y etofibrato). Ese mismo afio, estudios que se realizaron en
Alemania, Dinamarca y Suecia hallaron este compuesto en rios, lagos y en el Mar
del Norte (Quesada et al., 2009).

Debido a las grandes cantidades de PPCPs consumidos en las sociedades
desarrolladas, se han encontrado concentraciones significativas de éstos
compuestos en aguas residuales (Miége et al.,, 2009). En afios recientes se ha
reconocido que la presencia y el destino de los compuestos farmacéuticos activos en
el ambiente acuatico constituyen uno de los eventos emergentes en la quimica
ambiental (Kimmerer, 2001; Heberer, 2002). Algunos investigadores han mostrado
evidencias sobre sustancias de origen farmacéutico que no son eliminadas
frecuentemente durante el tratamiento de las aguas residuales y tampoco son
biodegradables en el ambiente (Col6n, 2010; Heberer, 2002).

La presencia y los posibles efectos adversos de los productos farmacéuticos en el
medio ambiente acuatico han comenzado a recibir mayor atencion en la prensa
popular y cientifica en los ultimos afios. Este aumento se debe a una serie de
articulos cientificos publicados en la década de 1990 que reportaron niveles de
trazas de medicamentos detectados en muestras ambientales, incluyendo las aguas
residuales efluentes, superficiales, subterraneas, e incluso la potable (Heberer, 2002;
Nikolaou et al., 2007).

Investigaciones realizadas en el Instituto Federal Suizo de Ciencias Ambientales y
Tecnologia, arrojaron la presencia de farmacos en efluentes de tres Plantas de
Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) que finalizaban en un lago en Suiza
(Colon,2010).

En otro estudio realizado por investigadores de Suecia se midié por primera vez las

sustancias quimicas en un rio cercano a Patancheru, India y encontraron
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concentraciones escandalosamente elevadas de farmacos que fluian rio abajo: por
ejemplo, los niveles del potente antibiético Ciprofloxacina eran mayores que los que
se encuentran en la sangre de los seres humanos que lo toman. Una de las
principales fuentes de estos farmacos era el agua residual tratada de las fabricas

farmacéuticas que desagua en el rio y sus alrededores (Lubick, 2011).

Actualmente en Europa hay mas de 3 000 ingredientes activos permitidos para su
uso en el cuidado de la salud. Sin embargo, desde que se detectara el primer residuo
de &cido clofibrico hasta el momento, Unicamente unos 100 de ellos han sido alguna
vez analizados en diferentes compartimentos medioambientales. La necesidad de
seguir trabajando en esta linea de investigacion, en la que se debe incluir el estudio
de los metabolitos y los productos de transformacion, es, por tanto, evidente (Barcelo
& Lépez de Alda, 2008).

Los medicamentos son producidos y usados en grandes volumenes que se
incrementan cada afio. Con este crecimiento se comienza a hacer referencia sobre el
destino y efectos de estos compuestos en el medioambiente (Bound & Voulvoulis,
2005; lannacone & Alvarifio, 2009).

Cabe destacar que los productos farmacéuticos son formulaciones complejas y que
sus coadyuvantes también generan productos de transformacién, que interactdan
con la materia organica y bajo las condiciones propias del ecosistema, pueden ser
potencialmente mas téxicos, mas recalcitrantes e incluso mas bioacumulables
(Jiménez, 2011).

El descubrimiento de los medicamentos en los ecosistemas acuaticos, ha estimulado
la investigacion de estos en la década pasada y el principal problema radica, en que
son los contaminantes emergentes mas importantes puesto que aun no se conoce

bien el riesgo ambiental que suponen.

Una amplia variedad de farmacos se han encontrado en aguas dulces y marinas, y
en investigaciones mas recientes se ha demostrado que incluso en pequefias
cantidades, algunos de estos compuestos tienen el potencial de causar dafio a la
vida acuatica (Bound & Voulvoulis, 2005; Nikolaou et al., 2007).
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La principal inquietud radica en que los principios activos sintetizados para la
formulacién de farmacos han sido disefiados con el objetivo de producir efectos
biologicos, los cuales, a su vez, pueden extenderse a los organismos acuaticos que

habitan en los diversos sistemas ambientales afectados (Gomez, 2011).

Los medicamentos estan disefiados para tener una ruta y una accion especifica tanto
en los seres humanos como en los animales, pero poseen también efectos
secundarios indeseables. Una vez que estos productos llegan al medio ambiente
pudieran afectar a los animales con similares 6&rganos, tejidos, células o

biomoléculas (Quesada et al., 2009).

Muchos productos antihelminticos como el Praziquantel y el Albendazol son usados
en grandes cantidades y tienen alta potencialidad de ingresar al ambiente. Sin
embargo, no se encuentran bien caracterizadas las consecuencias ecoldgicas de su

ingreso al medio acuatico (lannacone & Alvarifio 2009).

Recientemente se ha comprobado que determinados compuestos pueden alterar al
sistema endocrino, bloqueando o perturbando las funciones hormonales. También
pueden provocar alteraciones en la funcién reproductiva de humanos (disminucion
de la fertilidad en el hombre), defectos en recién nacidos y la apariciéon del cancer
testicular y de mama (Nikolaou et al., 2007; Argemi et al., 2005). En especies
animales se ha reportado que el Diclofenaco afecta a los tejidos de las branquias y
de rifiones en peces de agua dulce, lo que sugiere un posible riesgo para este tipo
de poblaciones (Hoeger et al., 2005). Este farmaco es el responsable de la muerte
de decenas de millones de buitres en Asia, esto ha provocado que en los ultimos 35
afos tres especies de buitres hayan disminuido en un 97% y ahora se clasifica como
en grave peligro. La causa de la muerte, determinada mediante estudios
experimentales, es un fallo renal provocada por el Diclofenaco (Sumpter, 2010).
Aunque estos contaminantes los encontramos en muy bajas concentraciones sus
efectos son significativos, por lo que es necesario implementar adecuados disefios

de tratamientos de aguas para su eficiente remocion.
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1.2 Antibacterianos

Los antibidticos, del griego anti (contra) y bios (vida), son sustancias quimicas que
suprimen el crecimiento de otros microorganismos (accion bacteriostatica), u originan
su destruccion (accion bactericida). ElI gran éxito terapéutico trajo como
consecuencia natural su empleo continuo, utilizandose, de forma progresiva, a partir
de 1945 (Bailon, 2009; Hernandez, 2011).

El descubrimiento e introduccion de los antibacterianos en la practica clinica supuso
uno de los mayores avances de la medicina, tanto por sus efectos directos (curacion
de infecciones) como indirectos (permitiendo el desarrollo de procedimientos
terapéuticos asociados a una alta probabilidad de aparicion de infecciones graves,
como los trasplantes, la ventilacion mecanica, etc.) (Spellberg et al., 2008).

La expresion mas llamativa del efecto positivo de los antibacterianos se observa en
los pacientes con infecciones graves (sepsis grave y shock séptico) en los que la
utilizacion precoz de antiinfecciosos adecuados se asocia a un beneficio muy
marcado en términos de reduccion de la mortalidad; ninguna otra intervencion
terapéutica en medicina tiene un impacto semejante (Paul et al., 2010; Rodriguez,
2012).

Sin embargo, desde la introduccion de los antibacterianos se ha comprobado cémo
los microorganismos pierden con el tiempo su sensibilidad natural a estos agentes a
través de la seleccidon y transmision de diversos mecanismos de resistencia
(Clatworthy et al., 2007).

1.2.1 Clasificacién

Aungue los antibacterianos estan constituidos por diversas clases de compuestos, a
menudo se ordenan basandose en disimiles criterios, lo que hace dificil determinar
cual es la clasificacion ideal. Las mas utilizadas son las que se mencionan a

continuacion (Clatworthy et al., 2007):

1. Segun su estructura quimica: Esta clasificacion es la mas utilizada, se
fundamenta en la similitud quimica de algunos antibacterianos, segun los

nucleos base de sus estructuras, los cuales les confieren cierta semejanza en
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sus propiedades fisico-quimicas y farmacoldgicas; también de las adiciones
de grupos quimicos que posean en dichos nucleos base (Anexo 1).

2. Segun espectro antimicrobiano: Por su actividad frente a ellos pueden
dividirse en tres grupos: de espectro amplio, intermedio o reducido. A la hora
de utilizarse se debe tener en cuenta que mientras mas amplio es el espectro
mayor es la afectacion de la microflora normal, lo que incrementa la

posibilidad de suprainfeccion intestinal. Pueden ser:

Contra bacterias Gram-positivas: Bencilpenicilinas, Cefalosporinas 1ra
generacion, Glicopéptidos, Macrdlidos, Lincosamida, Rifampicina, Bacitracina,

acido fusidico.

Contra  bacterias  Gram-negativas:  Aminoglucésidos, = Monobactamicos,

Aminociclitoles, Polipéptidos.

De amplio espectro: Amino, carboxi y ureido-penicilinas, Cefalosporinas 2da, 3ra
y 4ta generacion, Carbapenémicos, Anfenicoles, Quinolonas, Cotrimoxazol y

Tetraciclinas.

Contra anaerobios: Penicilinas, Carbapenémicos, Anfenicoles, Macrélidos,

Lincosamida, Metronidazol.

3. Segun el efecto de su accion: Pueden ser bactericidas o bacteriostaticos.
Los primeros poseen la propiedad de destruir la bacteria, su accion es
terapéutica irreversible: B-lactamicos, Aminoglucésidos, Rifampicina,
Quinolonas, Polimixinas, Glicopéptidos. Los segundos inhiben la multiplicacion
bacteriana, la cual se reanuda una vez que se suspende el tratamiento:
Tetraciclinas, = Macrolidos,  Sulfonamida, = Novobiocina, = Amfenicoles,
Lincosamidas. El efecto varia en dependencia del tipo de germen y de la

concentracion del antibiético.

4. Segln su mecanismo de accion: En dependencia de la via que utilizan para

actuar sobre los microorganismos, los antibacterianos se clasifican en:
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e Agentes que inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana y afectan
la formacion del polimero péptido glicano que conforma la estructura de

dicha pared.
- 1rafase: Vancomicina, Bacitracina
- 2dafase: Cicloserina
- 3rafase: Penicilinas, Cefalosporinas y otros antibacterianos p-lactamicos

e Agentes que afectan la sintesis de proteinas a nivel ribosomal entre los cuales se

encuentran los que actian
- Sobre la subunidad 30s (Aminoglucésidos, Aminociclitoles y tetraciclinas)
- Sobre la subunidad 50s (Macrolidos, Lincosamidas y Amfenicoles)

e Agentes que afectan el metabolismo de los &acidos nucléicos (Quinolonas,

Rifamicinas, Novobiocina y Antivirales)

e Agentes antimetabolitos que antagonizan los pasos metabdlicos en la sintesis de

acido fdlico (Sulfonamidas y Trimetoprima)

e Agentes que actitan en forma directa sobre la membrana celular del
microorganismo: Polimixina B, Colistina, Colistimetato, detergentes vy
antimicoéticos poliénicos, como nistatina y Anfotericina B, que se unen a los

esteroles de la pared celular.
1.2.2 Efecto de los antibacterianos en el ambiente

Entre 1999 y 2000, el Servicio Geologico de los Estados Unidos llevé a cabo la
primera investigacion a nivel nacional sobre la aparicion de compuestos
farmacéuticos, hormonas y otros contaminantes organicos en 139 corrientes de agua
ubicadas en 30 estados de la nacién norteamericana. Se enfoc6 en un total de 95

contaminantes, entre los cuales se destacaron los antibacterianos (Colon, 2010).

Entre los antibacterianos con mayor reporte en los cuerpos de agua estan las
Tetraciclinas, los Aminoglucésidos, los Macrolidos, los Betalactdmicos y la
Vancomicina (Jiménez, 2011).

10
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Los antibacterianos constituyen uno de los grupos de compuestos farmacéuticos que
se han encontrado en lagos y corrientes a través del mundo, la presencia de estos
compuestos en el ambiente ha aumentado la toxicidad de los organismos acuaticos y
la presencia de especies de bacterias con resistencia antibiética (Ramos & Pellén,
2006). EIl problema de la resistencia a los antibacterianos es ecol6gico y nunca
antes se habia visto que los organismos infecciosos fueran resistentes a tan alto

numero de antibacterianos (Marquez, 2008).

La aplicacion indiscriminada y el uso irracional de antibacterianos ha provocado que
estos se encuentren en cantidades cada vez mayores en el medio ambiente,
amplificando las consecuencias ecolégicas y poniendo en peligro la salud del

hombre.
1.3 Consumo de medicamentos

A partir de 1980, la OMS ha promovido el uso racional de medicamentos y ha
recomendado que este aspecto sea integrado en las politicas farmacéuticas
nacionales. Ante la creciente epidemia de resistencia bacteriana y sus graves
consecuencias para la salud publica, la Asamblea Mundial de la Salud de 1998 insto
a los paises miembros a desarrollar acciones dirigidas a mejorar el uso de los
antibacterianos (OMS, 1999).

En el afo 2001, la OMS dio a conocer la Estrategia Global para Contener la
Resistencia Antimicrobiana, la cual incluye diversas intervenciones educativas,
regulatorias y de gestion (OMS, 2001). En 2005, 2007 y 2009 se realizaron una serie
de reuniones de expertos para categorizar a los antibacterianos segun su
importancia critica. La lista se elabor6 como una estrategia para salvaguardar
aquellos antibacterianos indispensables en el tratamiento de infecciones humanas
graves para las cuales, debido al problema de resistencia que ya existe, quedan
pocas alternativas de tratamiento disponibles (OMS, 2009). A partir de la década
pasada, varios paises de la Unién Europea, Estados Unidos, Chile y Perud, han
desarrollado diversas intervenciones dirigidas a controlar la resistencia bacteriana y

mejorar el uso de antibacterianos. Estados Unidos es el pais con la mayor industria

11
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farmacéutica a nivel mundial, seguido de Reino Unido y Espafia (Dreser, et al.,
2008).

Los antibacterianos son un grupo de farmacos de amplia utilizaciéon en el medio
hospitalario y generan un costo elevado. Ademas, un uso inadecuado puede plantear
graves repercusiones sobre la modulacién de la flora microbiana en el hospital, con
un aumento de las resistencias microbianas y la aparicion de sobreinfecciones. Por
este motivo, las estrategias que permitan incidir sobre la calidad de la prescripcion de
este grupo de farmacos tienen un gran potencial terapéutico, y en definitiva, pueden

aportar grandes beneficios al paciente.

En los ultimos afios, la terapia secuencial se ha erigido como una practica muy Uutil
para racionalizar la utilizacion de antibacterianos. Segun indican algunos estudios, la
terapia secuencial seria aplicable hasta en un 40% de los pacientes que inician
tratamiento antibiético endovenoso. Por otro lado, otros autores han demostrado que
es capaz de acortar los dias de hospitalizacién, manteniendo un alto grado de

satisfaccion en los pacientes.

El consumo exagerado de antibacterianos en atencion primaria esta condicionado
por un déficit de racionalidad en la prescripcion médica, en la dispensacion
farmacéuticas en receta, el uso indiscriminado que realizan los pacientes y la falta
de iniciativas claras de la administracion sanitaria para el desarrollo de una politica

de antibacterianos en atencidn primaria que mejore su utilizacion.

Para el célculo del consumo se ha definido una unidad denominada Dosis Diaria
Definida (DDD), utilizada por el Nordic Council on Medicines y posteriormente

recomendada por el grupo europeo DURG.

La DDD es la dosis media diaria supuesta de un farmaco, cuando se usa en su
indicacion principal. Las directrices para establecer la DDD son las siguientes
(Capella & Laporte, 1993):

- Siempre que sea posible, se expresara en forma de peso de sustancia activa.

- Por razones précticas la DDD se basa en el uso en adultos, excepto para ciertos

farmacos utilizados exclusivamente en nifos.

12
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- Cuando la dosis inicial del farmaco administrado es distinta de la dosis de

mantenimiento, la DDD corresponde a esta ultima.

- Para farmacos administrados para profilaxis y para tratamiento, la DDD se refiere a
la dosis terapéutica; sin embargo, si la administracion profilactica es la principal

indicacién del medicamento, la DDD corresponde a esta ultima.

- Para farmacos administrados en dosis distintas segun la via de administracion, se

establecen distintas DDD: una para la via oral, otra para la via parenteral, etc.

En general, el numero de DDD consumidas en un pais 0 en una region o en un
centro determinado se expresa por 1.000 habitantes y por dia. Este parametro
proporciona una idea aproximada del volumen de poblacion tratada diariamente con

una dosis habitual de un determinado farmaco.

El calculo del consumo utilizando esta unidad permite:

* Describir el consumo de medicamentos en un area determinada.

 Detectar desviaciones en el consumo.

« Detectar diferencias nacionales e internacionales en el consumo.

 Evaluar programas de intervencion (acciones reguladoras, acciones Informativas).

» Poner de manifiesto diferencias en los habitos terapéuticos de un pais a otro, pero
no identifica las causas especificas de estas diferencias.

Para su utilizacion en hospitales se aplican las mismas reglas pero se expresa como
DDD/100 camas-dia. La cifra resultante es una estimacion cruda de la probabilidad
de que un paciente sea tratado con un determinado medicamento durante su
estancia hospitalaria, o del porcentaje de pacientes tratados con un farmaco

determinado durante un cierto periodo de tiempo.

1.4 Modelos y meétodos de exposicion ambiental para el estudio de

medicamentos como contaminantes ambientales

La mayoria de los enfoques utilizados en los estudios para evaluar las implicaciones
de los medicamentos en el ambiente siguen los procedimientos de valoracién de

riesgo clasicos: calcular o determinar balances de masa sobre consumo y usos y

13
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monitorear la presencia de las sustancias quimicas mas comunes en diferentes
compartimentos ambientales para evaluar la exposicion potencial. Otros grupos
proveen datos de experimentos sobre degradacion y ecotoxicologia (Kimmerer,
2008).

La Oficina de Toxicos y Prevencién de la Contaminacion (OPPT) de la EPA
(Environmental Protection Agency) ha desarrollado modelos para estimar
propiedades fisico-quimicas que pueden ser de utilidad en la determinacion de la
movilidad de las substancias en el ambiente. La OPPT también proporciona modelos
para simular exposiciones, daflos ambientales y para estimar algunos tipos de
toxicidades (Peia, 2001).

Conocer y evaluar las exposiciones potenciales y el impacto de los farmacos en el
ambiente es un requisito esencial para la valoracion del riesgo (Kimmerer, 2008).
Los modelos de exposicion ambiental nos permiten una valoracion prospectiva inicial
de la exposicion cuando no se pueden obtener las concentraciones reales del

guimico.

Las aproximaciones mas simples para estimar las concentraciones de medicamentos
en aguas superficiales son las de la Guia regulatoria para la aprobacién de
medicamentos (Food and Drugs Administration: FDA ,1998; The European Agency
for the Evaluation of Medicinal Products: EMEA, 2005).Entre los modelos de
exposicion ambiental se encuentra el EIC (Concentracion Introducida Esperada).
Este modelo es esencialmente una medida de la concentracidbn méxima esperada en

el efluente de una PTAR y asume que:

* Todos los medicamentos producidos en un afio son utilizados y entran en el

sistema de las PTAR.

* El medicamento es usado en el pais de forma proporcional a la poblacion y

cantidad de aguas residuales generadas.

* El medicamento no es metabolizado, no se elimina durante el tratamiento de las
aguas residuales y no es diluido. Este calculo seria mas realista si se tuvieran datos

del metabolismo humano.

14
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Otro modelo es el de la Concentracion Ambiental Predicha (PEC por sus siglas en
inglés) a la que se espera que estén expuestos los organismos en el ambiente

acuatico (Kimmerer, 2008). Este modelo tiene en cuenta:
* La dosis maxima de medicamento utilizada por habitante.

* La cantidad de agua per capita utilizada (incluye toda el agua industrial, comercial y
doméstica que se mezclan antes de ser incluidas en el sistema de tratamiento de

aguas residuales).

» Fraccion de penetracion (puede refinarse por datos de penetracion del mercado
razonablemente justificados, se consideran diferencias por area geografica, que no
hay biodegradacion ni retencién en las PTAR y que el medicamento no es

metabolizado).
» Un factor de dilucion en el ambiente acuéatico (con valor 10).

Esta férmula puede ser modificada en funcion de datos reales como la dosis diaria a
la que un medicamento es consumido. Con este valor no se necesita del factor de

penetracion (Kimmerer, 2008).

Los modelos basados en GIS (Geographic Information System) se utilizan para
predecir las PECs para medicamentos en el ambiente. Se requiere de la
disponibilidad de gran cantidad de datos GIS, datos de aseguramiento de calidad y
hardware y software apropiados; su empleo incrementa la precision de las
estimaciones basadas en modelos de exposicion local y regional; pueden utilizarse
para manejar datos hidrolégicos de colectores; insertan un sistema computacional
capaz de recopilar, almacenar, manipular y mostrar informacion geogréafica

referenciada (Kimmerer, 2008).

El modelo PhATE™ (Pharmaceutical Assessment and Transport Evaluation)
(Anderson et al., 2004) puede utilizarse con datos de ingreso o destino de
medicamentos; predice concentraciones para efluentes de PTAR, para aguas
superficiales y para el agua de beber. La desventaja radica en que no predice los
PECs resultantes de descargas en ambientes estuarinos o marinos (Kimmerer,
2008).

15
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El modelo GREAT-ER (Geo-referenced Regional Exposure Assessment Tool for
European Rivers) (Feijtel et al., 1997) se desarrollo para predecir la distribucion de
las concentraciones en aguas superficiales de productos consumidos. Para cada
colector se definen: Ubicacion y tipo de PTAR, poblacion que se sirve de esta y
velocidades de flujo de aguas residuales. Los datos de salida aparecen en mapas y
opcionalmente se pueden usar datos en Excel para generar graficos similares a los
del modelo PhATETM (Kimmerer, 2008).

La ventaja de los modelos basados en GIS (colectores) es que son faciles de usar ya
gue solamente se requiere el uso per capita de producto para estimar PEC y cuando
el modelo se corre, los resultados aparecen automaticamente, en funcion de la
poblacién que se sirve de la planta, la eliminacion puede ser asumida como cero y la
dilucion en el agua se calcula a partir del agua residual el flujo del rio para cada
planta. Es mas confiable ya que todos los datos hidrolégicos y de las PTAR se fijan
internamente para cada colector. El usuario no puede cambiarlos. Este modelo es
mas preciso ya que ambos modelos pueden incluir datos de biodegradacion,

velocidad de eliminacion o rangos de valores de incertidumbre (Kimmerer, 2008).

Los modelos de exposicion ambiental de forma general poseen la ventaja de tener
bajo costo, ser de facil uso y permiten evaluar escenarios diferentes por lo que
poseen un gran cubrimiento espacial y temporal. El modelo mas utilizado para la
prediccion de farmacos en aguas superficiales a las que desembocan efluentes
hospitalarios es el PEC, pues brinda datos conservadores y fiables para determinar
la posible existencia de riesgo ambiental.

1.4.1. Fases para la evaluacion ecotoxicolégica de un farmaco en el ambiente

La evaluacion de riesgo ecologico es un proceso de asignacion de magnitudes y
probabilidades a los efectos adversos de actividades antropicas y catastrofes
naturales y recurre tanto a métodos predictivos para la evaluacién de la exposicién,
como de los efectos de sustancias toxicas a distintos niveles de organizacion y
escala tréfica (Ronco et al., 2004).

La evaluacion de los riesgos potenciales para el medio ambiente es un proceso

gradual que se realiza en dos fases: Fase |, calculo de la concentracidén prevista
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(PEC) y Fase I, estudios sobre su distribucion medioambiental y analisis de efecto
calculando el valor de la concentracion prevista sin efecto (PNEC) segun el
Reglamento 440/2008 de la Comision Europea. (Kister, 2010).

En la Figura 1 se presenta un esquema de las diferentes fases que comprenden la
evaluacion del riesgo medioambiental de un medicamento de acuerdo con el
documento guia de la EMEA y el Reglamento 1272/2008.

La cuantificacion del riesgo medioambiental es expresada por el cociente
PEC/PNEC. Valores inferiores a 1 indican que el medicamento no presenta riesgo de
bioacumulacioén o toxicidad. Si el valor es superior a 1 se pasaria a la Fase Il nivel B
donde se obtendran datos especificos sobre toxicidad crénica, en microorganismos,

y estudios de bioacumulacion.

En esta Fase Il se realizan estudios de biodegradabilidad. Un coeficiente de reparto
noctanol/agua (Kow)>1000, indica que el medicamento se acumula en los
organismos acuaticos, por lo que hay que tener en cuenta un factor de

bioconcentracion.

El valor de la constante de adsorcién/desorcion (Koc) indica la mayor o menor
afinidad del medicamento por los lodos en las plantas de depuracion (EDAR); si Koc
es mayor del0, 000 L/kg, se debe realizar una evaluacion del medicamento en los
compartimentos terrestres. La constante de la Ley de Henry [H=C (gas)/C (agua)] es
el coeficiente de particion entre la concentracion del compuesto en estado de
equilibrio en el aire y el agua en contacto. Regula la volatilizacién de los compuestos
gue se encuentran en el medio acuoso. Un alto valor de la constante de Henry de un
contaminante puede sugerir que la exposicion seria a través de la via inhalatoria
(Lobo et al., 2012).
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Figura 1. Esquema de las diferentes fases que se deben realizar para la evaluacion del
riesgo medioambiental de medicamentos de uso humano segun EMEA. (PEC:
Concentracion ambiental en el agua en mg/L, PNEC: Concentracién ambiental de toxicidad
en agua en mg/L usando el peor escenario sin degradacion, DL50: Dosis letal media, CL50:
Concentracion letal media, EC50: Concentracion efectiva media, IC50: Concentracion
inhibitoria media, NOEC: Concentraciéon de efectos no observables, LOEC: Concentracion de
efectos observables)

Fuente: Tomada de Lobo et al., 2002.

El valor del coeficiente de particion octanol-aire (Koa) indica la posible
bioacumulacién de la sustancia en los vegetales a través del aire. Estos estudios

experimentales deben seguir los protocolos fijados por la Organizacion para la
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Cooperacién y Desarrollo Econémico (OCDE) o Normas de la Organizacion

Internacional para la Estandarizacion (ISO, por sus siglas en inglés).

Ademas de los estudios sobre propiedades fisico-quimicas (Tabla 1), toxicoldgicas y
ecotoxicoldgicas exigidas por las reglamentaciones antes sefialadas hay que tener
en cuenta otro parametro, el indice de persistencia, bioacumulacién y toxicidad
(PBT), que nos da una idea de la persistencia del medicamento en el medio
ambiente (Lobo et al., 2012).

Tabla 1. Afinidad de los medicamentos por los compartimentos medioambientales segun sus

propiedades fisico-quimicas.

Suelo

Aire loa Koc Biota Biota
Afinidad Agua Constante de Henry g animal vegetal
(mL-g-1 de carbono

S(g.I") (atm-m3-mol?) organico) log Kow log Koa
Alta >1 >10 >5 <5 >8
Media-alta 1-102 10-10* 5-4 5-3,5 8-7
Media 102-10°3 10*-107? 4-2 3,5-3 7-5
Media-baja 103-10° 102104 2-1 3-1 4-5
Baja <10° <10* <1 <1 <4

Fuente: Tomada de Lobo et al., 2002.

El analisis de la ecotoxicidad de los medicamentos es el objetivo del modelo PBT
desarrollado en Stockholms Lans Landsting (Consejo del Condado de Estocolmo) y
la Apoteket AB (Sociedad Farmacéutica Sueca). Se calcula el indice PBT, a partir de
datos cientificos, generalmente aportados por los propios laboratorios farmacéuticos.
Con la informacion procedente de diversas fuentes de informacién, se publica
anualmente un documento titulado Medicamentos clasificados ambientalmente
(Stockholm County Council, 2014). Este es de acceso libre y relaciona este indice
para medicamentos que actian sobre o como: Desordenes del tracto alimentario y el
metabolismo, sangre y érganos formadores de sangre, sistema cardiovascular, piel,
sistema génito-urinario, hormonas sexuales, hormonas excluyendo las sexuales e
insulina, anti infecciosos de uso sistémico, antineoplasicos e inmunomoduladores,
sistema musculo-esquelético, sistema nervioso, antiparasitarios, insecticidas y
repelentes, sistema respiratorio y 6rganos sensoriales. Ademas se incluyen medios

de contraste y otros agentes terapéuticos. En este documento ademas se clasifica el
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riesgo ambiental de los medicamentos en funcion del valor del cociente PEC/PNEC,
dado como:

* PEC/PNEC <0,1: Insignificante
* PEC/PNEC: 0,1-1: Bajo

* PEC/PNEC: 1-10: Moderado

* PEC/PNEC>10: Alto

El indice PBT estd formado por la suma de tres parametros, persistencia (P),
bioacumulacién (B) y toxicidad (T), de donde deriva el término PBT. Cada uno de
estos tiene un valor que puede ir de 0 hasta 3 vy, por lo tanto, un indice PBT=0
significa que el medicamento en cuestion es plenamente biodegradable, no es
bioacumulable y tiene baja ecotoxicidad; por el contrario un PBT= 9 indica un
producto que no es biodegradable, es potencialmente bioacumulable y presenta una

elevada ecotoxicidad (Lobo et al., 2012).
1.5 Ecotoxicologia
1.5.1 Conceptos generales para comprender los estudios de ecotoxicidad

La toxicologia ambiental o ecotoxicologia, estudia las sustancias quimicas que
contaminan los alimentos, el agua, el suelo y la atmdésfera. También aborda las
sustancias toxicas que ingresan a masas de agua como lagos, arroyos, rios y
océanos y ademas, estudia la forma en que las diferentes plantas, animales y seres
humanos son afectados por la exposicion a las sustancias téxicas (Rodriguez, 2007).

De ahi que el término de Ecotoxicologia tenga varias definiciones:

» Es la ciencia que se ocupa del estudio del efecto y destino de los agentes
toxicos de origen antropogénico a los ecosistemas acuicolas y terrestres
(Silva et al., 2003).

* Es una rama de la ciencia que estudia y analiza los efectos de agentes
guimicos y fisicos sobre organismos vivos, con particular atencion a

poblaciones y comunidades de ecosistemas definidos (Ronco et al., 2004).
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» La ecotoxicologia aplicada tiene como objetivo el desarrollo de protocolos de
ensayo para ser utilizados como herramientas de prediccion tempranas que
permitan definir umbrales permisibles, con niveles de incertidumbre
aceptables, y sirvan de guia a las entidades reguladores para la toma de
decisiones (Day et al., 1988; Ronco et al., 2004).

Bioensayo: ensayo en el cual el poder o potencia de una sustancia es medido a
través de la respuesta de organismos vivos o sistemas vivientes (Ronco et al., 2004).
Permiten dar una respuesta rapida en la evaluacion directa de la toxicidad. Estos
métodos son rapidos, poco onerosos y sensibles y se pueden aplicar en el
laboratorio o sobre el terreno (Gémez & Ramirez, 2004).

Contaminante: sustancia ajena, presente en un sistema natural en una concentracion

mas elevada de lo normal por causa de actividad antropica directa o indirecta. En un
sentido mas amplio se le define como la presencia de cualquier agente fisico,
guimico o biolégico, o de combinaciones de los mismos en lugares, formas y
concentraciones tales y con tal duracion que sean o puedan ser nocivos para la
salud, la seguridad o bienestar de la poblacion, o perjudiciales para la vida animal y
vegetal, o que impidan el uso y goce de las propiedades y lugares de recreacion
(Ronco et al., 2004).

Ensayo de toxicidad: determinacion del efecto de un material o mezcla sobre un

grupo de organismos seleccionados bajo condiciones definidas. Mide las
proporciones de organismos afectados (efecto cuantal) o el grado de efecto

(graduado) luego de la exposicion a la muestra (Ronco et al., 2004).

Los efectos de los contaminantes pueden ser observados en los diferentes niveles
de organizacion biolégica, extendiéndose desde el nivel molecular y la respuesta
fisioldgica global del individuo, hasta los niveles por encima del organismo como:
poblacién, comunidad y ecosistema. Las alteraciones moleculares son usualmente
las primeras respuestas detectables y cuantificables, destacandose por su capacidad
para sefalar la presencia de contaminantes aun a niveles subletales. Tal conjunto de

sefales recibe la denominacion de biomarcadores (Gémez & Ramirez, 2004).
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indices de toxicidad: expresan los resultados de diferentes ensayos de toxicidad

como un unico valor numérico que clasifica, segun categorias, a la muestra. No

existen reglas fijas para la designacion de los indices (Ronco et al., 2004).

CEso/Clso:  concentracion efectiva o de inhibicion media: concentracion del
contaminante en agua, suelo o sedimento que se estima afecta al 50% de los
organismos de ensayo. La CEso y sus limites de confianza (95%) son usualmente
derivados de analisis estadisticos (Ronco et al., 2004; Gutiérrez, 2008).

ClLso: concentracion letal media, concentracion del material en agua, suelo o
sedimento que se estima letal para el 50% de los organismos de ensayo. La ClLsoy
sus limites de confianza (95%) son usualmente derivados de analisis estadisticos
(Ronco et al., 2004; Gutiérrez, 2008).

LOEC: concentracion mas baja a la cual se observa efecto (LOEC, por sus siglas en
inglés) (Ronco et al., 2004).

NOEC: concentracion a la cual no se observa efecto (NOEC, por sus siglas en
inglés) (Gutiérrez, 2008).

TOEC: concentracion umbral a la cual se observa efecto (media geométrica del
NOEC y LOEC) (Ronco et al., 2004).

Toxicidad aguda: efecto adverso (letal o subletal) inducido sobre los organismos de

ensayo en prueba durante un periodo de exposicion del material de ensayo,

usualmente de pocos dias (Ronco et al., 2004).

Toxicidad crénica: efectos téxicos a largo plazo relacionados con cambios en el

metabolismo, crecimiento o capacidad de supervivencia (Ronco et al., 2004).

Limite de deteccion: EI menor contenido a partir del cual resulta posible deducir la

presencia de la sustancia analizada con una seguridad estadistica razonable
(Huetos, 2004).

Limite de determinacién: Contenido mas pequefio de sustancia analizada respecto al

cual el método ha sido validado con una exactitud y precisién determinadas (Huetos,
2004).
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1.5.2 Ensayos utilizados en los estudios de riesgos ecotoxicolégicos

La mayoria de los contaminantes tiene un efecto directo sobre diferentes procesos
fisioldgicos y bioldgicos de la biota, manifestandose algunos de sus efectos toxicos,
ejemplo, la reduccion del crecimiento, inhibicion de la fotosintesis, variacion en el
contenido de pigmentos fotosintéticos celulares, inhibicion de la actividad enzimética
y degeneracion de cloroplastos y mitocondrias, entre otros (Gémez & Ramirez,
2004).

Los bioensayos son herramientas ampliamente utilizadas en el campo de la
ecotoxicologia. Estas pruebas de toxicidad permiten realizar mediciones
experimentales del efecto de agentes quimicos o fisicos en sistemas bioldgicos,
estableciendo relaciones concentracion-respuesta bajo condiciones controladas en
terreno o en laboratorio (Silva et al., 2003). Los efectos a medir pueden ser tanto de
inhibicion como de magnificacién, evaluados por la reaccion de los organismos, tales
como muerte, crecimiento, proliferacion, multiplicacion, cambios morfoldgicos,

fisiol6gicos o histolégicos (Ronco et al., 2004).

Los efectos pueden manifestarse a diferentes niveles, desde estructuras
subcelulares o sistemas de enzimas, hasta organismos completos, poblaciones o
comunidades. Por tanto, la toxicidad sera la capacidad de una sustancia para ejercer
un efecto nocivo sobre un organismos o la biocenosis, y dependera tanto de las
propiedades quimicas del compuesto como de su concentracion, segun sea la
duracion y frecuencia de la exposicion al toxico, y su relacion con el ciclo de vida del

organismo; las pruebas podran ser de tipo agudo o cronico (Ronco et al., 2004).

Las evaluaciones de toxicidad de aguas superficiales, por lo general se realizan en
sitios en los que se sospecha la existencia de contaminacion. No es de esperar
encontrar importantes efectos letales sobre los organismos, o sb6lo de manera
transitoria, excepto en el caso de cuerpos de agua altamente contaminados (Ronco
et al., 2004).

A pesar del limitado alcance de la informacion proveniente de los ensayos de
toxicidad para su extrapolacién a escala ambiental, los estudios con organismos en

laboratorio, en condiciones controladas y estandarizadas para la evaluacion de
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respuestas, han venido siendo las fuentes de informacién predominantes para la
evaluacion ecoldgica de los efectos de los contaminantes toxicos (Ronco et al.,
2004).

Los resultados de los bioensayos se refieren, en primer lugar, a los organismos
usados en el ensayo y las condiciones estipuladas en el procedimiento de prueba.
Un efecto nocivo evaluado por medio de ensayos biolégicos normalizados puede
indicar niveles de peligrosidad trasladable y asimilable a organismos que forman
parte de los sistemas naturales y la biocenosis (Ronco et al.,, 2004). De manera

general pueden ser definidos de acuerdo con:
* Su duracion: corto, mediano o largo plazo.

* El método utilizado para incorporar la muestra al sistema de ensayo: estatico,

con renovacion, de flujo continuo.

» EIl proposito para el cual son utilizados: control de calidad de vertidos,
evaluacion de compuestos especificos, toxicidad relativa, sensibilidad relativa,

etcétera.

En principio, se debe considerar que no existe ningln organismo ni biocenosis que
pueda ser usado para evaluar todos los efectos posibles sobre el ecosistema bajo las
diversas condiciones abidticas y bidticas presentes. En la practica, solamente unas
pocas especies (especies modelo), que representen funciones ecoldgicas relevantes,
pueden ser ensayadas. Ademas de estas limitaciones fundamentales y practicas en
la seleccion de organismos de ensayo, la muestra a ser ensayada puede también
plantear problemas experimentales para la realizacion de la prueba (Ronco et al.,
2004).

Los modelos ecotoxicoldgicos utilizan microorganismos, especies icticas, crustaceos,
entre otros, pero estos no logran describir del todo el efecto de los farmacos sobre

las comunidades acuéticas (Jiménez, 2011).
1.5.3 Consecuencias ecotoxicoldgicas

La cantidad de farmacos detectados en ecosistemas acuaticos es bastante extensa y

sigue creciendo, sin embargo, existe un gran desconocimiento en cuanto a sus
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efectos potenciales en la vida silvestre acuética (Cleuvers, 2004). La mayoria de las
investigaciones en este campo, han estado dedicadas a los efectos en los
vertebrados acuaticos (como los peces) en experimentos de exposicion acuatica
(Oetken et al., 2005).

Por ejemplo, algunos estudios ecotoxicoldgicos han sido desarrollados para el
etinilestradiol (utilizado como contraceptivo oral), observandose actividad de
feminizacion en peces, siendo los efectos mas evidentes concentraciones elevadas
de la vitelogenina del plasma, ovocitos en testiculos y conductos reproductivos
interrumpidos (Sumpter, 2010). Otro ejemplo significativo es el propanolol, que
produce efectos negativos en el crecimiento del pez medaka, una variedad asiatica

de agua dulce (Petrovic et al., 2002; Cleuvers, 2005).

El potencial impacto en los invertebrados es muchisimo menos observado por estar
ligados a los sedimentos, a pesar del hecho de que los farmacos son a menudo
moderadamente menos lipofilicos y pueden ser capaces de convertirse en un riesgo
potencial especialmente para los organismos que habitan en los sedimentos y en el
bento (Oetken et al., 2005). Los efectos de la Carbamazepina han sido estudiados
para diferentes organismos de ecosistemas acuaticos y se ha comprobado, por
ejemplo, que esta constituye un riesgo para los crustaceos (Rodriguez, 2007).

Aunque las concentraciones de medicamentos en el ambiente acuatico, son
generalmente debajo del rango de los nanogramos por litro (ng/L) y los microgramos
por litro (pg/L), estos compuestos exhiben una alta actividad biologica también
asociada a la alta estabilidad, lo que confirma su posible potencial de impacto en la
vida silvestre acuatica a pesar de las bajas concentraciones que se reportan en el

medio ambiente (Young et al., 2002).

Se ha demostrado que los cambios planctonicos producidos por el uso masivo de
antibacterianos pueden traducirse en cambios de la flora y fauna macroscépica,
incluyendo peces, aves y mamiferos marinos con repercusiones para otras

actividades humanas como la pesca (Cabello & Doren, 2003).
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1.5.4 Ecotoxicologia de mezclas farmacéuticas

Un factor que puede afectar la toxicidad individual de un contaminante es la
presencia de otros contaminantes, debido a las interacciones que ocurren en mezcla

(sinérgica, antagobnica, aditiva) (Faust et al., 2003).

Burton & Nordstrom (2004) indican que es importante la identificacion del grupo
guimico critico en una mezcla de contaminantes en el medio acuatico. Generalmente
es relevante establecer cual es el quimico que mas contribuye a la toxicidad de una

muestra ambiental.

La investigacién del efecto ecotoxicolégico de mezclas otorga peso y solidez a la
evaluacion de la calidad de agua, debido a la gran variedad de quimicos organicos e

inorganicos que habitualmente contienen tales mezclas (Wong & Pak, 2004).

Por esta razon, la evaluacion por bioensayos de los efectos de las sustancias
quimicas combinadas o en mezcla resulta extremadamente importante. Mediante
estos estudios se establecen los criterios de calidad para la proteccién de la vida
acuatica, asi como los estandares de calidad ambiental para cada agente quimico
(Burton & Nordstrom, 2004).

1.6 Modelos biolégicos
1.6.1 Lactuca sativa L.

Lactuca sativa L. (lechuga) (Anexo 2) es una planta al parecer originaria de Asia
Menor que procede de la especie silvestre Lactuca scariola L., que se encuentra muy

difundida en la Europa Central y del Sur y en la mayor parte de las areas templadas.

El bioensayo de toxicidad con semillas de Lactuca sativa L. es una prueba estatica
de toxicidad aguda (120 horas de exposicion) en el que se pueden evaluar los
efectos de compuestos puros o de mezclas complejas en el proceso de germinacion
de las semillas. Como puntos finales para la evaluacion, se determina la inhibicién en
la germinacién y la inhibicién en la elongacion en la raiz e hipocotilo. Es importante
destacar que durante el periodo de germinacion y los primeros dias de desarrollo de
la plantula ocurren numerosos procesos fisioldgicos en los que la presencia de una

sustancia toxica puede interferir alterando la supervivencia y el desarrollo normal de
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la planta, siendo por lo tanto una etapa de gran sensibilidad frente a factores

externos adversos (Bagur et al. 2011).

Si bien L. sativa no es una especie representativa de ecosistemas acuaticos, la
informacion generada a partir de esta prueba de toxicidad proporciona datos acerca
del posible efecto de los contaminantes en las comunidades vegetales cercanas a
las margenes de cuerpos de agua contaminados, siendo también una especie
interesante de considerar por su importancia desde el punto de vista horticola. Por
otra parte, es de facil y rapida germinacién por lo que es posible desarrollar la prueba

en pocos dias (Sobrero & Ronco, 2008)

Este bioensayo de toxicidad ha sido recomendado y aplicado por diferentes
organismos de proteccion ambiental para la evaluacion ecotoxicolégica de muestras
ambientales y compuestos puros, ademas de la evaluacion del efecto fitotoxico de
plaguicidas sobre especies no blanco, necesarios para el registro de estos
compuestos (OECD, 1984; Wang, 1987; USEPA, 1989).

En la incorporacion de esta prueba en una bateria de bioensayos es
importante considerar el compromiso entre la sensibilidad de la especie L.
sativa, el reducido tiempo de exposicion de la prueba con semillas, los bajos costos
asociados y que no requiere equipamiento sofisticado, en particular en la

aplicacibn a muestras ambientales .
1.6.2 Artemia salina L.

Artemia salina (Anexo 3) son camarones minusculos de cuerpo blando, de color
carmelita y transparente a la luz; pertenecen al Phylum Arthropoda, clase
Crustaceae, subclase Branchiopoda (Pino & Jorge, 2010). Las hembras producen
huevos que, en condiciones externas favorables, eclosionan produciendo larvas de
un tamafio aproximado de 1 mm. Los huevos también pueden formar quistes y
permanecer en esta forma por un afio o mas. Las artemias se convierten en adultos
transcurridas 6 a 8 semanas, alcanzando un tamafo promedio de 7mm. (Pino &
Jorge, 2010).
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Esta especie de crustaceo branquidopodo esta universalmente distribuida y, es hasta
la fecha, el Unico género animal en todo el mundo cuyo estado criptobidtico (quistes)
esta disponible comercialmente, como fuente de alimentos para peces y crustaceos
en acuicultura. Esto ha constituido un elemento clave en su utilizacion en ensayos
bioldgicos (Vanhaecke & Persoone, 1984). Por razones practicas, las especies con
un estado criptobidtico (pueden permanecer metabdlicamente inactivos durante
largos periodos en condiciones de total ausencia de agua y oxigeno), son mas
adecuadas para el desarrollo de un bioensayo estandar. La disponibilidad
permanente de huevos (quistes) a partir de los cuales pueden ser obtenidas las
larvas ofrece las siguientes ventajas: no hay necesidad de mantener una colonia viva
permanentemente, las pruebas pueden realizarse donde y cuando sea necesario, se
dispone siempre de un namero suficiente de individuos de la misma edad y condicién

fisiologica (Pino & Jorge, 2010).

Las larvas de Artemia salina se han utilizado por mas de 40 afios en estudios
toxicoldgicos y ecotoxicoldgicos (Torokne et al., 2007; Pino & Jorge, 2010) y se ha
estudiado su biologia y usos potenciales en diversos campos como un método
practico y econémico para la determinacién de bioactividad de compuestos sintéticos
y productos naturales (Lhullier et al., 2006; Silva et al., 2007).

El ensayo de Artemia salina tiene las ventajas de ser mas rapido (24 horas), barato y
sencillo (no se requieren técnicas asépticas). Se pueden utilizar facilmente un gran
namero de organismos para la validacion estadistica, no necesita equipamiento
especial y se emplean pequefias cantidades de muestras (2-20mg o menos).
Ademas, no se requiere suero animal que si es necesario para las citotoxicidades.
Este sistema de bioensayo puede ser utilizado facilmente por farmacoélogos y
guimicos de productos naturales; cada técnico de laboratorio conduce sus propias
pruebas bioldgicas, y obtiene de una manera rapida y reproducible los resultados
estadisticos confiables del bioensayo. De esta manera, los compuestos bioactivos
novedosos se pueden detectar y aislar rapidamente mediante un fraccionamiento
biodirigido de los extractos de las plantas. Por ultimo, los defensores de los derechos
de los animales no han objetado el uso de estos invertebrados para el trabajo
experimental (Pino & Jorge, 2010).
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1.6.3 Physa cubensis P.

Physa cubensis P. pertenece a la clase Gastropoda, de la familia physidae del
genero Physa. Esta especie de caracol se coloniza rapidamente en cursos de agua,
lo que les permite distribuirse facilmente y ser abundantes en diferentes regiones de
América. Esta especie esta representada en aguas lénticas dulceacuicolas, por lo
gue habitan en lugares susceptibles a contaminacién. Ademas por su forma de vida y
comportamiento interactian directamente o indirectamente con ecosistemas
terrestres y acuaticos contribuyendo a la importancia en la dinamica de los

ecosistemas acuicolas y terrestres (Vera-Ardila, 2005) (Anexo 4).

El empleo del género Physa en ensayos ecotoxicolégico para la evaluacion de
riesgos ambientales por sustancias quimicas ofrece ventajas que otros organismos
no presentan como organismo bioindicador, entre ellas tenemos amplia distribucion,
diversidad, alta sensibilidad, bajo costo, facil crianza, facil manipulaciéon, movilidad
limitada, y faciles coleccién e identificacion. La evaluacion del riesgo juega un papel
crucial en el planeamiento estratégico y ayuda a la sociedad en su determinacion de
las prioridades ambientales, a través de los ensayos ecotoxicolégico se obtienen
valores finales como la concentracion letal media (CLso), y a partir de estos valores
se puede determinar el nivel de riesgo 0 posibles efectos potenciales de los

plaguicidas en organismos no destinatarios del ecosistema acuatico

El ensayo ecotoxicoldgico con estos gasteropodos posibilita alta sensibilidad relativa
y eficiencia en la deteccion del dafio ecotoxicoldgico por lo que es altamente sensible
y eficiente para detectar toxicidad. ElI ensayo con Physa puede ser considerado
dentro de una bateria multitrofica para evaluar el impacto ambiental de residuos
toxicos en los ecosistemas dulceacuicolas de una manera global y mas acertada por
las ventajas que se mencionan para ensayos con moluscos, principalmente
sensibilidad y repetibilidad para moluscos gasterépodos como organismos
bioindicadores de perturbacién medio ambiental. (lannacone & Alvarifio, 2002).

29



Materiales y Métodos



Materiales y Métodos

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Determinacion del consumo de antibacterianos.

El estudio de consumo se llevo a cabo en el periodo comprendido entre el afio 2011 y
el afo 2013. Para la obtencidon del consumo de los antibacterianos se revisaron los
expedientes de antibacterianos ubicados en la farmacia del Hospital Universitario
Clinico Quirargico “Celestino Hernandez Robau”.

Para el calculo del consumo de los antibacterianos a estudiar se utilizaron las

siguientes férmulas (Telechea, et al., 2009):

Medicamento total consumido durante un afio (mag)
Mo, de DOD =

DOD del medicamento {mg)

consumo de un determinado farmaco

en mg durante un periodo «a»
DODA00 camas-dias = — x 100
DOD enmgx n.e de dias incluidos en el

periodo «as x n.e de camas ¥ % de ocupadon

Donde:

DDD: Unidad técnica de medida de consumo de farmacos conocida como dosis diaria
definida, y que expresa la dosis diaria de un farmaco para su principal indicacion en
adultos. Los valores de DDD se encuentran disponibles en el Centro de Colaboracion
de la OMS (WHOCC, 2015). (Anexo 5)

Porcentaje de ocupacion: es el numero promedio de camas que estuvieron ocupadas
diariamente durante un periodo, expresado en porcentaje. El indice ocupacional
proporcionado por el Departamento de Estadistica del Hospital fue de 83, 8 para el
2011; 85,4 para el afio 2012 y de 85,8 para el 2013.

Las camas-dia disponibles, periodo de 24 horas durante el cual una cama de hospital
se mantiene a disposicion para el uso de pacientes internados, en la fecha son 214

para los afios 2011y 2012,y 213 para el afio 2013.
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2.2 Prediccion de la concentracion ambiental (PEC).

Segun los datos obtenidos en el estudio de consumo se realiz6 una prediccion de la

concentracion ambiental de los antibacterianos.

La Prediccion de la Concentracion Medioambiental (Predicted Environmental
Concentrations, PEC) segun Kiimmerer, 2008; se calcul6 segun la siguiente ecuacion:

Consumo anual (mg)
PECw =

365.V.D

Dénde:
V: volumen de agua residual producida per cépita por dia.
D: factor de dilucion en el medio ambiente (valor por defecto).

Se predijo un valor de concentracion de farmacos en aguas superficiales (PECw)
considerando el factor de dilucién en los cuerpos receptores de 10 segun se indica en
European Commission, 2003.

El volumen de agua residual producida per capita por dia se estimo considerando un
indice de consumo de 80 L por trabajador-dia y 1 200 L por paciente-dia que es un
valor medio de los reportados para un paciente ingresado (Galindo, 2001) y corrobora
las estimaciones realizadas sobre el consumo de agua en el hospital. El caudal de
aguas residuales se estimo a partir de los resultados del proyecto JICA-GTE (2004) y
segun Palacios y colaboradores (2005) (Citado por Rodriguez, 2007), donde el 90%
corresponde a residuales liquidos hospitalarios teniendo en cuenta que en este hospital
existen calderas (Maquinas disefiadas para generar vapor saturado).

Los antibacterianos con valores de PECw= 0,01 pg/L se consideraron riesgosos para el

ambiente (Kimmerer, 2008).
2.3 Evaluacién ecotoxicolégica del riesgo ambiental.

Los bioensayos toxicolégicos agudos de exposicion de los antibacterianos se realizaron
en el Centro de Bioactivos Quimicos (CBQ), ubicado en la Universidad Central “Marta

Abreu” de Las Villas y en el Centro de Toxicologia Experimental (CENTOX) ubicado en
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la Universidad de Ciencias Médicas “Serafin Ruiz de Zarate Ruiz”, bajo la asesoria de

especialistas.

Para el desarrollo de las técnicas y procedimientos ecotoxicolégicos se utilizaron las
guias aprobadas por la US-EPA (United States-Environmental Protection Agency) y la
OECD (Organisation for Economic Cooperation and Development).

Se realizaron los siguientes ensayos: toxicidad aguda en semilla de Lactuca sativa
Linnaeus, 1758 (EPA, 1996), toxicidad aguda en Artemia salina Linnaeus, 1758
(Laboratory of Ecotoxicology, ICT. Prague), y toxicidad aguda en Physa cubensis
Pfeiffer, 1839 (lannacone & Alvariiio, 2002).

Segun la prediccion y teniendo en cuenta el elevado niumero de antibacterianos que
constituyeron un riesgo para el ambiente se hizo una seleccion preliminar de aquellos
de mayor consumo Yy/o carencia de datos ecotoxicolégicos para evaluar su
ecotoxicidad.

2.3.1 Lactuca sativa L.
2.3.1.1 Ensayo de toxicidad aguda en semillas de Lactuca sativa L.

Disefio del ensayo:

Se conformaron 16 grupos experimentales para cada antibacteriano estudiado, 15 se
correspondieron con tratamientos de la sustancia de ensayo a concentraciones
decrecientes, y el correspondiente grupo control no tratado con tres réplicas cada uno.
La finalidad del ensayo es lograr calcular la Clso de todos los antibacterianos para poder

evaluar la mezcla de estos.

Reactivos y materiales:

e Material biolégico: semillas de Lactuca sativa L. provenientes de la Empresa
Provincial de Semillas Varias de Villa Clara, con certificado de calidad suministrado

por el Laboratorio de Sanidad Vegetal de Villa Clara.
e Agua destilada

e Placas de Petri de 100 mm de diametro
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e Papel de filtro de 90 mm de diametro

e Matraces aforados de 50 mL

e Pipetas volumétricasde 1, 2,5y 10 mL
e Regla graduada

e Pinzas

e Bolsas plasticas (de color negro)

e Local con temperatura a 22+ 2 °C

Sustancias de ensayo:

Cefazolina, Ceftriaxona, Cefuroxima, Ceftazidima, Cefepima, Cefotaxima, Amoxicilina

mas Sulbactam bulbo, Cotrimoxazol y Vancomicina.

Preparacién de las diluciones:

Se prepararon diluciones (50; 40; 30; 20; 10; 1; 0,1; 0,01; 0,001; 0,0001; 0,00001;
0,000001; 0,0000001; 0,00000001; 0,000000001 g/L) que permitan establecer el
intervalo de concentracién (incluyendo las PECs estimadas y mayores) conveniente
para obtener valores de efecto entre 100 y 0% necesarios para calcular la CLso. Se
realizd simultaneamente a la evaluacion de la toxicidad de las muestras un grupo

control utilizando agua destilada.

Protocolo de ensayo:

El procedimiento a seguir fue:
e Se coloco en cada placa de Petri un disco de papel de filtro.
e Se rotul6 cada placa, asi como la fecha y hora de inicio y término del bioensayo.

e Se saturé el papel de filtro con 4 mL de la dilucién evitando que se formen bolsas
de aire.

e Se colocaron veinte semillas, dejando espacio suficiente entre ellas para permitir la

elongacion de las raices.
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e Se taparon las placas y se colocaron en bolsas plasticas (negras) para evitar la

pérdida de humedad y proporcionar oscuridad. Se incub6 durante 120 horas a una

temperatura de 22+ 2 °C.

En la Tabla 2 se resumen las condiciones recomendadas.

Tabla 2. Condiciones para las pruebas de toxicidad con Lactuca sativa L.

Tipo de ensayo Estatico
Temperatura 22+ 2°C
Calidad de luz Oscuridad
Volumen de solucién de prueba 4 mL
Agua de dilucion Agua destilada
Numero de semillas por réplica 20
Numero de réplicas 3
Duracion de la prueba 120 horas

Efecto evaluado

Efecto en la elongacién. Se utiliza una regla
para medir cuidadosamente la longitud de la
radicula e hipocotilo de cada una de las
plantulas correspondientes a cada
concentracion y a los controles.

Efecto en la germinacion: Se registra el
namero de semillas que germinan
normalmente, considerando como criterio de
germinacion la aparicion visible de la radicula.

Resultado final

CEso 0 Clsg

Aceptabilidad de los resultados

Germinacion > 90% para el control negativo

Control

Agua destilada

Fuente: Sobrero & Ronco, 2008.

Expresion de los resultados:

Se realizaron los siguientes calculos:

e Promedio y desviacién estandar de la elongacién de la radicula y el hipocotilo de

las plantulas.

e Porcentaje de inhibicion en la germinacién y porcentaje de inhibicion en la
germinacion corregido respecto al control negativo.

Se elaboré una hoja de calculo en Microsoft Excel (2007) y se utilizé el programa
StatSoft, Inc. (2007) version 8.0 realizando ajustes de modelos de curvas sigmoides
para estimar la CEso y la Clso. Se comparé mediante un ANOVA (One-way; p<0,001)
para verificar diferencias y un test de Dunett para los resultados obtenidos utilizando el
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programa: StatSoft, Inc. (2007) version 8.0. Para verificar las diferencias con respecto
al grupo control, los resultados con un p<0,05 se consideraron con diferencias
estadisticas. En funcion de los resultados obtenidos se elabordé la grafica
concentracion-efecto colocando en la ordenada el valor del largo de la radicula y el
hipocotilo (mm) y en la abscisa, la concentracion del producto.

Interpretacion de los resultados:

Los efectos cuantificados sobre la elongacion de la radicula e hipocotilo se

consideraron como subletales y la inhibicion en la germinacién como letal.

2.3.1.2 Ensayo de toxicidad aguda en semillas de Lactuca sativa L. con la mezcla

de antibacterianos.

Se realizé segun se describe en acapite 2.3.1.1 utilizando diluciones seriadas en escala
logaritmicas 100; 10; 1; 0,01; 0,0001%, partiendo de una solucién de la mezcla de
antibacterianos (concentraciones que no alcanzaran la Clso previamente calculada para

cada antibacteriano).
2.3.1.3 Aplicaciéon del modelo Concentracion-Adicion (CA).

Normalmente los compuestos quimicos se encuentran mezclados en el ambiente por lo
gue la evaluacién por bioensayos de los efectos de estas sustancias quimicas
combinadas 0 en mezcla resultan extremadamente importantes. La toxicidad de una
mezcla depende de la toxicidad de cada componente y como estos componentes
interaccionan entre si. Este modelo asume que cuando dos toxicos actian de modo
similar siendo mezclados en cualquier proporcién, ellos se sumaran para dar la
respuesta observada (Gaete y Chavez, 2008). El valor de CLso estimada se obtiene
sumando los valores de CLso de los antibacterianos obtenidos experimentalmente de
forma individual segun su contribucion en la mezcla. Luego estos valores de CLso
estimados son divididos por los valores obtenidos experimentalmente de la mezcla,

para asi determinar la clase de accion conjunta de acuerdo con la siguiente ecuacion:

CL5, estimada

CA =
CLsy experimental de la mezcla
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Donde CA =1 indica que el efecto es aditivo, CA > 1 que hay sinergia 'y CA < 1 que hay

antagonismo.
2.3.2 Ensayo de toxicidad aguda en larvas de Artemia salina L.

La prueba se basa en la determinacién de los efectos toéxicos producidos en larvas del
crustaceo Artemia salina tras una exposicion de 24-48 horas al compuesto de prueba.
Los datos de mortalidad permitieron construir la grafica concentracion-efecto, para la

determinacién de la Concentracion Letal Media (CLso).

Disefio del ensayo:

Se conformaron 6 grupos experimentales para cada antibacteriano, 5 se
correspondieron con tratamientos de la sustancia de ensayo a concentraciones
decrecientes, y el correspondiente grupo control no tratado. A cada grupo se le asigné

al azar 30 larvas, distribuidas en 3 réplicas de 10 individuos cada uno.

Reactivos y materiales:

e Material biologico: Huevos de Artemia salina L. provenientes de la Empresa para

el Cultivo del Camarén UEB Yaguacan.

e Agua de mar artificial (AMA) pH =9. (Cloruro de sodio 23g, Cloruro de magnesio
hexahidratado 11g, Sulfato de sodio 4g, Cloruro de calcio dihidratado 1.3g,

Cloruro de potasio 0.7 g en 1L agua destilada)
e Placas de Petri de vidrio.
e Pipeta de 1000,100y 10 pl.
e Matraces aforados de 100 mL.
e Probetas de cristal de 50 mL.

Sustancias de ensayo:

Cefazolina, Ceftriaxona, Cefuroxima, Ceftazidima, Cefepima, Cefotaxima, Amoxicilina

mas Sulbactam bulbo, Meropenem y Vancomicina.

Preparacion de las diluciones:
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Se prepararon diluciones logaritmicas (10; 1; 0.1; 0.01, 0.001 g/L) que permitieron

establecer el intervalo de concentracion conveniente para obtener valores de efecto

entre 100 y 0% necesarios para calcular la CLso.

Protocolo de ensayo:

El procedimiento a seguir fue:

e Se prepar6 el AMA.

Se desenquisto adicionando 45 mg de quistes en 450 mL de AMA.

e Se prepar6 la muestra en ensayo para su utilizacion.

e Se afadi6 alicuota de 100uL conteniendo al menos 10 larvas en las placas del

ensayo que contenian 4,95 mL de AMA.

e Se afadio el volumen necesario de cada dilucion (4,95 mL).

e Seincub6 48 horas en oscuridad.

e Se evalud alas 24h y a las 48h determinando mortalidad.

En la Tabla 3 se resumen las condiciones recomendadas.

Tabla 3. Condiciones para las pruebas de toxicidad con Artemia salina L.

Tipo de ensayo Estatico.
Temperatura 25+2°C
[luminacién Artificial durante la eclosion, y oscuridad

durante el ensayo

Volumen de solucién de prueba 10 mL

Agua de dilucion Agua de mar artificial
Numero de organismos por réplicas 10 0 mas

Numero de réplicas 3

Duracion de la prueba 48 horas

Efecto medido Mortalidad
Resultado final Clso

Aceptabilidad de los resultados

Mortalidad < 90% para el control

Control

Agua destilada

Fuente: Vanhaecke & Persoone, 1984
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Observaciones clinicas

Las larvas se observaron mediante lupa a las 24 y 48 horas, registrandose las muertes.
Se consideré muerto el individuo incapaz de moverse por 10 segundos. Se realizé el

célculo del porcentaje de mortalidad a partir del total de individuos expuestos.
La variable de respuesta que se midi6 fue mortalidad.

Analisis estadistico y expresion de los resultados

Se elaboré una hoja de célculo en Microsoft Excel (2007) y se determiné el porcentaje
de mortalidad para cada producto. Se calculé el porcentaje de letalidad para cada
grupo mediante la ecuacion: %Letalidad = Total Muertos/ Total x 100.

Al disponer de datos a diferentes concentraciones se confecciono la curva dosis-
respuesta. La CLso se determino por ajuste no lineal a una curva sigmoide utilizando el

paquete estadistico StatSoft, Inc. (2007) version 8.0.

La toxicidad se interpretd en funcién del porcentaje de letalidad: 0-10 % no toxico, 11-
50 % moderadamente toxico, 51-90 % altamente toxico y 100 % extremadamente
toxico. El grado de toxicidad se definié en funcion del rango en que se encontraron los
valores de ClLso de acuerdo con las categorias siguientes: extremadamente tdxico
(CLso< 10 pg/mL), muy toxico (10< CLso<100), moderadamente téxico (100< CLso<l
000) y no toxico (CLso> 1 000 pg/mL) (Valdés et al., 2003).

2.3.3 Ensayo de toxicidad aguda en Physa cubensis P.

Se realiz6 ensayo de toxicidad aguda de antibacterianos en Physa cubensis, en
régimen estatico, durante 96 horas, tomando como puntos finales del ensayo
inmovilizacidbn o mortalidad. Los datos de mortalidad permitieron construir la grafica

concentracion-efecto, que es la base para la determinacion de la CLso.

Disefio del ensayo

Se conformaron 6 grupos experimentales para cada antibacteriano, 5 se
correspondieron con tratamientos de la sustancia de ensayo a concentraciones

decrecientes, y el correspondiente grupo control no tratado. Se identificaron con un
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coédigo que permitié realizar las observaciones a ciegas. A cada grupo se le asigné

aleatoriamente 10 moluscos, distribuidos en 3 réplicas de 10 individuos cada uno.

Reactivos y materiales:

e Material biologico: Physa cubensis P. (Moluscos) obtenidos de la cria artificial

bajo estandares de calidad procedentes del CBQ.
e Matraces aforados de 50 mL y de 100 mL.
e Estereoscopio.
e Pipetas volumétricas de 5y 10 mL.
e Pinzas.
e Vaso de precipitado de 100 mL.
e Magentas de 15 mL.

Sustancias de ensayo:

Cefazolina, Ceftriaxona, Cefuroxima, Ceftazidima, Cefepima, Amoxicilina mas

Sulbactam bulbo, Meropenem y Vancomicina.

Preparacién de las diluciones:

Se prepararon diluciones logaritmicas (10; 1; 0.1; 0.01, 0.001 g/L) que permitan
establecer el intervalo de concentracion conveniente para obtener valores de efecto

entre 100 y 0% necesarios para calcular la CLso.

Protocolo de ensayo:

El procedimiento seguido fue:
e Se seleccionaron y aleatorizaron los moluscos.
e Se colocaron 10 moluscos en cada frasco (magenta).
e Se verificd que los moluscos colocados estaban en movimiento continuo.

e Se agreg6 15 mL del producto a evaluar en el frasco de ensayo.
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e Se observo a las 24, 48 y 96 horas, determinando la mortalidad en cada

concentracion del producto evaluado.

e Se alimentaron diariamente los moluscos hasta terminar el ensayo.

e Se desinfectaron y esterilizaron los materiales utilizados

En la Tabla 4 se resumen las condiciones recomendadas para este tipo de ensayo.

Tabla 4. Condiciones para los ensayos de toxicidad aguda en Physa cubensis.

Tipo de bioensayo Estatico
Tiempo de exposicion 24, 48 y 96 horas
Temperatura 22+ 2°C

Intensidad luminosa

ambiental de laboratorio

Fotoperiodo

12 horas luz, 12 horas oscuridad

Tamafio envase 90 mL

Volumen de solucién de prueba 15 mL

Edad de organismos Juveniles <72 h
Numero de moluscos por réplicas 10

Numero de réplicas 3

Numero de concentraciones mas control 6

Régimen de alimentacion diaria

Agua de control y dilucion

Agua destilada

Efecto medido

Mortalidad (ausencia del movimiento)

Respuesta subletal

Desadherencia (suspendido en el medio,
no se desliza sobre las paredes del
frasco); desprendimiento cefalico (porcion
cefélica desprendida).

Tiempo de observacién en la placa de
recuento

15 segundos de observacion bajo el
MIiCroscopio estereoscopio

Aceptabilidad de los resultados

Supervivencia > 90% para el control.

Control negativo

Agua destilada

Resultado final

CLso

Fuente: lannacone & Alvarifio, 2002

Expresidn de los resultados

Los resultados se obtuvieron de manera independiente para cada producto a evaluar,

elaborandose una hoja de calculo individual en Microsoft Excel (2007), determinandose

el porcentaje de mortalidad para cada concentracion mediante

la ecuacion:

%Mortalidad = Total Muertos/ Total x 100.
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En el caso de disponer de datos a diferentes concentraciones se confeccioné la curva
dosis-respuesta. La ClLso se determind por ajuste no lineal a una curva sigmoide

utilizando el paquete estadistico StatSoft, Inc. (2007) version 8.0.

La toxicidad se interpretd en funcién del porcentaje de letalidad: 0-10 % no toxico, 11-
50 % moderadamente téxico, 51-90 % altamente toxico y 100 % extremadamente
toxico. El grado de toxicidad se definié en funcion del rango en que se encontraron los
valores de CLso de acuerdo con las categorias siguientes: extremadamente toxico
(CLso< 10 pg/mL), muy toxico (10< CLso <100), moderadamente toxico (100< CLso <1
000) y no toxico (CLso> 1 000 pg/mL) (Valdés et al., 2003).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Determinacion del consumo de antibacterianos.

En el periodo de estudio se emplearon 17 antibacterianos. De estos, 15 son
inyectables y 2 de administracion oral. Los antibacterianos consumidos en el
periodo de estudio y los valores del No. de DDD y DDD/100 camas-dias se

muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Consumo de antibacterianos en pacientes hospitalizados.

Hospital Universitario Clinico Quirdrgico Celestino Herndndez Robau. Santa Clara.

2011-2013
2011 2012 2013
Antibacterianos No de DDD/ No de DDD/ No de DDD/
100 camas - 100 camas - 100 camas -
DDD dias DDD dias DDD dias

Amikacina 500 mg bbo 887,50 0,013558689 1185,00 0,017764535 1284,00 0,019248871
Gentamicina 80 mg amp 510,00 0,007791472 732,00 0,010973535 793,67 0,011898121
Cefazolina 1000 mg bbo 2058,67 0,031451066 2922,67 0,043814189 2423,00 0,036323999
Cefuroxima 750 mg bbo 136,75 0,002089184 279,75 0,004193779 1010,50 0,015148742
Ceftazidima 1000 mg bbo 1079,00 0,016484311 1230,25 0,018442885 871,00 0,013057451
Cefepima 1000 mg bbo 96,50 0,001474269 104,00 0,001559082 285,50 0,004280026
Cefotaxima 1000 mg bbo 993,00 0,015170454 1389,75 0,020833977 1395,75 0,020924153
Ceftriaxona 1000 mg bbo 6041,50 0,092298390 6313,50 0,094646744 5728,50 0,085877850
Ciprofloxacina200 mg fco 650,40 0,009936419 1023,20 0,015338964 1153,60 0,017294001
Metronidazol 500 mg fco 2184,67 0,033376018 3066,67 0,045972917 3474,00 0,052079890
Meropenem 1000 mg bbo 505,00 0,007715085 500,00 0,007495584 360,00 0,005396880
Vancomicina 500 mg bbo 149,00 0,002276332 258,50 0,003875217 292,50 0,004384965
Cotrimoxazol480 mg amp 169,38 0,002587609 96,25 0,001442900 606,25 0,009088495

Azitromicina 500mg tab 1602,00 0,024474389 1935,00 0,029007911 1269,00 0,019024001
Amoxicilina/Sulbactam

500mg tab 305,00 0,004659606 55,00 0,000824514 435,00 0,006521230
Amoxicilina/Sulbactam

750 mg bbo 116,00 0,001772178 190,25 0,002852070 311,25 0,004666052

Clindamicina 600mg amp 0 0 19,33 0,000289829 14,00 0,000209879

Fuente: Datos adquiridos de los expedientes de antibacterianos de la Farmacia.

Para conocer el uso de cualquier medicamento deben realizarse los llamados
estudios de utilizacion de medicamentos dentro de los que se encuentran los
estudios de consumo (aquellos que describen qué medicamentos se consumen y

en qué cantidades (Alvarez et al., 2002). El consumo de farmacos se ha
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incrementado en las Ultimas dos décadas en los paises industrializados de forma
llamativa (Blasco et al., 2008). Los antimicrobianos son un grupo de farmacos de
amplia utilizacion en el medio hospitalario y generan un coste elevado.
Concretamente, se calcula que un 30% de los pacientes ingresados en un hospital
son tratados con antibacterianos, y este grupo representa una cuarta parte del gasto
global de medicamentos de un hospital (Lopez et al., 2002).

En un estudio de prevalencia nacional de infeccidbn nosocomial realizado en el afio
2004 en Cuba se evidencio el uso irracional de los agentes antimicrobianos en los
hospitales cubanos (Guanche et al., 2009; Acosta et al., 2015). En los servicios
clinicos, los agentes antimicrobianos son ampliamente utilizados, y, segun reportes,
entre 20 y 50 % de los casos la indicacion es cuestionable o inapropiada, por lo que
la prescripcion indiscriminada hace inefectivo, y de un costo muy elevado, el

tratamiento de estos pacientes (Paudel et al.,2008; Fiterre et al., 2011).

En el estudio realizado el antibacteriano de mayor consumo fue la Ceftriaxona
segun su valor en DDD/100 camas-dias, como se observa en la tabla 5,
coincidiendo con lo reportado en varios hospitales del pais (Mengana et al., 2012,
Pérez et al., 2014). El amplio espectro antimicrobiano de esta cefalosporina
garantiza que el tratamiento a las afecciones mas frecuentes que causan el ingreso
hospitalario (bronconeumonias, sepsis quirdrgicas y abscesos tumorales) resulte

efectivo en la mayoria de los casos (Lacy et al., 2012-2013).

La Cefotaxima, Ceftazidima y Cefazolina, cefalosporinas de tercera y primera
generacion respectivamente, presentan un alto consumo pero en menor proporcion
que la Ceftriaxona. Sin embargo la Cefuroxima cefalosporina de segunda
generacion, con amplio espectro antibacteriano, fue menos consumida en el

periodo en estudio.

Segun Lopez y colaboradores (2002) en un hospital de 225 camas se observo un
aumento progresivo y no justificado en la prescripcion de Ceftriaxona. Proponiendo
una potenciaciéon de la terapia secuencial, que se refleja en la disminucion de la
prescripcion de Ceftriaxona, acompafiada de un aumento en la prescripcion de

Cefuroxima.
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En el caso de la Cefepima, de cuarta generacion, se evidencia un consumo acorde
a su amplio espectro antimicrobiano ya que su utilizacion se reserva para casos

graves.

De cualquier modo el consumo de este grupo de antibacterianos es muy elevado,
pero en una investigacion realizada durante los meses de enero a abril del 2014, en
los servicios de Oncologia y Medicina Interna en el mismo hospital objeto de
estudio, con 168 pacientes; arrojo que casi la totalidad de los pacientes recibieron
pautas terapéuticas adecuadas en cuanto a dosis, intervalo y tiempo de tratamiento.
Los antibacterianos mas utilizados fueron Ceftriaxona, Metronidazol y Cefotaxima
con 46,43; 15,48 y 13,1 % respectivamente, coincidiendo con la tendencia general

del consumo hospitalario.

De un afio a otro se evidencié un aumento en el consumo de la Cefuroxima en
mayor grado y de la Gentamicina en menor grado, en sustitucion de otros
antibacterianos cuyo consumo disminuyd. La Ciprofloxacina mantuvo un consumo
estable. El antibacteriano menos consumido en los afios en estudio fue la
Clindamicina por ser especifico en el tratamiento de las infecciones por anaerobios,
provocar colitis pseudomembranosa, no contar de forma permanente con el mismo,
entre otros elementos a tener en consideracion, desde el punto de vista terapéutico

y econémico.

La promocion y vigilancia del uso racional de los medicamentos constituye un
componente esencial de la politica farmacéutica de una institucion. El uso
inapropiado de los medicamentos es un problema complejo en el que intervienen
multiples factores interrelacionados: creencias culturales y sociales, conocimientos
y actitudes, infraestructura e intereses econdmicos. Su abordaje requiere el
desarrollo de una combinacion de estrategias (Laing et al., 2001; Giachetto et al.,
2003).

3.2 Prediccion de la concentracion ambiental (PEC).

En el Hospital Universitario Clinico Quirargico “Celestino Hernandez Robau” el
volumen de agua por dia, necesario para el funcionamiento del hospital, es de
aproximadamente 327 m?d/dia considerando la cantidad de trabajadores, de
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camas/pacientes y de poblaciéon fluctuante. EI consumo de agua de los 871
trabajadores se estim6 en 70 m3/dia y el de los pacientes en 257 m®/dia, mientras

que el caudal de aguas residuales se estimé en 294 m?/dia.

Los resultados obtenidos de la prediccion de la concentracion ambiental (PEC) se
muestran en la Tabla 6. De los 17 antibacterianos analizados, todos constituyen un

riesgo para el ambiente.

Tabla 6. Prediccion de la Concentracion Ambiental de los antibacterianos

2011 2012 2013
Antibacterianos PECw (Mg/L) PECw (ug/L) ~ PECw (ug/L)
Amikacina 500 mg bbo 0,827043146 1,10427733 1,196533408
Cefazolina 1000 mg bbo  5,755288420 8,17072034 6,773832820
Cefuroxima 750 mg bbo ~ 0,382303606 0,78207996 2,824993011
Ceftazidima 1000 mg bbo  4,021992360 4,58577952 3,246668530
Cefepima 1000 mg bbo ~ 0,179852763 0,19383096 0,532103252
Cefotaxima 1000 mg bbo ~ 3,701425776 5,18031870 5,202683813
Ceftriaxona 1000 mg bbo  11,25990120 11,7668437 10,67654460
Ciprofloxacina200 mg fco  0,303047250 0,47674960 0,537508150
Metronidazol 500 mg fco  3,053769450 4,28664617 4,856024600
Meropenem 1000 mg bbo  0,941198400 0,93187960 0,670953310
Vancomicina 500 mg bbo  0,277700120 0,48178175 0,545149570
Cotrimoxazol480 mg amp  0,303047250 0,17221135 1,084707860
Azitromicina 500mg tab  0,746435560 0,90159351 0,591277610
Amoxicilina/Sulbactam
500mg tab 0,284223280 0,05125338 0,405367630
Amoxicilina/Sulbactam
750 mg bbo 0,324294100 0,53187028 0,870142580
Clindamicina 600mg amp 0 0,03242941 0,023483370

Los antibacterianos con valores de PEC> 0,01 ug/L se consideraron riesgosos para

el ambiente (Kimmerer 2008).

La gran capacidad del agua de disolver casi cualquier tipo de sustancia ha llevado a
los seres humanos desde tiempos ancestrales a la creencia erronea de que el agua
tiene la asombrosa capacidad de auto depurarse. Desde hace miles de afios e

incluso hoy en dia en algunas partes del planeta, los seres humanos hemos resuelto

45



Resultados y Discusion

nuestros problemas de contaminacion tanto sélida como liquida de la manera mas
sencilla imaginable, arrojandolo al agua, enterrandolo o quemandolo, pensando asi
que desaparecian (Gutiérrez, 2008). El agua residual de un establecimiento
hospitalario es una mezcla compleja, capaz de generar serios problemas
ambientales, pudiendo llegar a ser de 5 a 15 veces mas toxicas que las aguas

residuales domésticas (Ramos, 2008).

Los valores de PEC obtenidos en la presente investigacion representan las
concentraciones maximas posibles que pueden ser encontradas en las aguas
residuales del hospital objeto de estudio (Tabla 6). El escenario de exposicion
incluida en todos los calculos PEC es la liberacion de productos farmaceéuticos en
las aguas receptoras como consecuencia de los vertidos de aguas residuales en las
aguas superficiales, en este caso, del Rio Bélico proximo a la institucién
hospitalaria. Este calculo supone que la totalidad de la dosis diaria de los farmacos
en estudio se excretan sin cambios en la orina y las heces ya que se debe

considerar siempre el “peor caso posible” para cada estimacion.

Es importante destacar que todos los antibacterianos consumidos presentaron
valores por encima de 0,01 pg/L, por lo que representan un riesgo de contaminacion
ambiental. De ahi que, seria recomendable realizar estudios completos similares al
presentado, en otros Centros de Salud y durante mayor periodo de tiempo, para
obtener resultados mas generalizadores. Sin embargo, un factor que puede afectar
la toxicidad individual de un contaminante es la presencia de otros contaminantes,
debido a las interacciones que ocurren en la mezcla (sinérgica, antagonica, aditiva).
Es por esto que en los ultimos afios ha habido un creciente interés por el estudio de
las interacciones entre los agentes quimicos, que permita predecir su impacto sobre

los organismos que habitan los ecosistemas acuaticos (Gaete & Chavez, 2008).
3.3 Evaluacién ecotoxicoldgica del riesgo ambiental.

Los resultados de los antibacterianos que mostraron un efecto toxico frente a los
bioensayos se muestran en la Tabla 7, en los subacapites se desglosan estos
resultados.
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Tabla 7. Antibacterianos con mayor efecto téxico sobre las especies estudiadas.

Antibacterianos Especies

Cefazolina Physa cubensis y Lactuca sativa

Ceftazidima Physa cubensis y Artemia salina

Cefepima Physa cubensis, Artemia salina y Lactuca sativa

Segun lo que se muestra en la Tabla 7 el antibacteriano que provocé mas efecto

téxico fue la Cefepima pues sus efectos se observaron en todos los bioensayos.

Es importante tener en cuenta que las investigaciones del efecto toxico de los
farmacos (en particular antibacterianos) son limitadas, la mayoria de los estudios
estan enfocados en la evaluacion de metales pesados, biocidas y detergentes de

diferentes origenes.

El ensayo utilizado es de toxicidad aguda por lo que en ensayos de toxicidad
subcronica y crénica pudieran obtenerse otros resultados. También debido a que
las aguas residuales de los hospitales pueden contener diferentes compuestos
guimicos que afecten de manera indirecta a los ecosistemas acuaticos, es
esperable que la mezcla compleja de compuestos farmacéuticos dentro de los
cuales se pueden encontrar los antibacterianos, pueda presentar efectos toxicos y/o
genotoxicos sobre el ambiente, aunque dichos compuestos se encuentren en

pequefias cantidades (Magdaleno et al., 2012).
3.3.1 Lactuca sativa L.
3.3.1.1 Ensayo de toxicidad aguda en semilla de Lactuca sativa L.

Las plantas superiores son ampliamente utilizadas por ser organismos eucarioticos,
y por lo tanto mas comparables a la mayoria de las especies de la flora y la fauna
superiores, y constituyen una eficiente herramienta de trabajo para medir alarma de
peligro ambiental por ser mas sensibles que otros sistemas de ensayos disponibles,
son de facil manipulacion, almacenaje y bajo costo, ademas de presentar buena

correlacion con otros sistemas de pruebas.
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El bioensayo de toxicidad con semillas de Lactuca sativa L. es una prueba estatica
de toxicidad aguda (120 horas de exposicion) en el que se pueden evaluar los
efectos fitotoxicos de compuestos puros o de mezclas complejas en el proceso de
germinacion de las semillas y en el desarrollo de las plantulas durante los primeros
dias de crecimiento. Como puntos finales para la evaluacion de los efectos
fitotoxicos, se determina la inhibicion en la germinacion y la inhibicion en la
elongacion de la radicula y el hipocotilo. Es importante destacar que durante el
periodo de germinacién y los primeros dias de desarrollo de la plantula ocurren
numerosos procesos fisioldgicos en los que la presencia de una sustancia toxica
puede interferir alterando la supervivencia y el desarrollo normal de la planta, siendo
por lo tanto una etapa de gran sensibilidad frente a factores externos adversos. Por
otra parte, muchas de las reacciones y procesos involucrados son generales para la
gran mayoria de las semillas, por lo que la respuesta de esta especie y los datos
obtenidos a partir de la aplicacion de esta prueba son en gran medida

representativos de los efectos en semillas o plantulas en general.

El éxito o aptitud de una plantula para establecerse en un ambiente determinado es
de gran importancia para garantizar la supervivencia de la especie. La evaluacién
del desarrollo de la radicula constituye un indicador representativo para determinar
la capacidad de establecimiento y desarrollo de la planta. A diferencia de la prueba
tradicional de germinacion de semillas, la evaluacion del efecto en la elongacion de
la radicula de las plantulas permite ponderar el efecto toxico de compuestos
solubles presentes en niveles de concentracion tan bajos que no son suficientes
para inhibir la germinacion, pero que sin embargo pueden retardar o inhibir
completamente los procesos de elongacioén de la radicula, dependiendo ello del
modo y sitio de accion del compuesto.

Este ensayo puede ser aplicado para la evaluacion de la toxicidad de compuestos
puros solubles, de aguas superficiales (lagos, rios), aguas subterraneas, aguas
para consumo humano, aguas residuales domésticas e industriales, ademas de
lixiviados de suelos, sedimentos, lodos u otras matrices solidas (Sobrero & Ronco,
2008). Si bien L. sativa no es una especie representativa de ecosistemas acuaticos,
la informacidn generada a partir de esta prueba de toxicidad proporciona datos
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acerca del posible efecto de los contaminantes en las comunidades vegetales
cercanas a las margenes de cuerpos de agua contaminados, siendo también una
especie interesante de considerar por su importancia desde el punto de vista
horticola. Por otra parte, es de facil y rapida germinacion por lo que es posible
desarrollar la prueba en pocos dias. Este bioensayo de toxicidad ha sido
recomendado y aplicado por diferentes organismos de proteccion ambiental para la
evaluacion ecotoxicologica de muestras ambientales y compuestos puros, ademas
de la evaluacion del efecto fitotoxico de plaguicidas sobre especies no blanco,
necesarios para el registro de estos compuestos (OECD, 1984; Wang, 1987; US
EPA, 1989).

En las Figuras 2, 3, 4 y 5 se muestra la elongacion de la radicula y el hipocotilo para

los antibacterianos evaluados.

De los seis antibacterianos pertenecientes al grupo de las cefalosporinas (Fig. 2),
Cefazolina y Cefepima mostraron inhibicion en el crecimiento de la radicula a todas
las concentraciones en estudio con diferencias significativas con respecto al control
y en el caso del hipocotilo para todas las concentraciones mayores que 1 g/L, se
observo inhibicion del crecimiento estadisticamente significativo con respecto al
control. La Cefuroxima solo mostré diferencias significativas con respecto al control
en la concentracion de 10 g/L y en las mayores de 20 g/L evidenciando una
inhibicién en el crecimiento del hipocotilo, en el crecimiento de la radicula mostré
diferencias significativas con respecto al control en casi todas las concentraciones
con excepcion de 0,0001, 0,001, 1 y 10 g/L. Ceftazidima mostré inhibicion en el
crecimiento del hipocotilo a todas las concentraciones en estudio con diferencias
significativas con respecto al control y para la radicula para casi todas las
concentraciones mayores que 0.01 g/L se observé inhibicion del crecimiento
estadisticamente significativo con respecto al control. Sin embargo, la Cefotaxima
estimuld el crecimiento de la radicula en todas las concentraciones por debajo de
0,1 g/L e inhibio el crecimiento de la misma para las mayores de 10 g/L; inhibiendo
el crecimiento del hipocotilo para la mayoria de las concentraciones. La Ceftriaxona
mostré inhibicibn en el crecimiento de la radicula a la mayoria de las
concentraciones en estudio con diferencias significativas con respecto al control y
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para el hipocotilo no se evidenciaron diferencias respecto al control para la mayoria
de las concentraciones evaluadas con excepcién de las comprendidas entre 0.001 y
0.000001 g/L que se evidencio inhibicion del crecimiento.

. Cefepima
Cefazolina P
45
45 .
4 ES,S
= 3
E 35 £
£ s =s
-0
__gz,s .g Z
5 2 %01,5
W15 = 1
| o ]
o i i w05
L
0,5 0 I 1L a1 : :
0 e 05 B2 2";5‘5‘5‘5‘5‘5‘85‘@
D" Cl_\Cl [=] [=] [=] (=3 [=] —‘:l
SSE8588¢8 5
= > 0 8 8 g @
e 568 80
58

@bpﬂpw"*@'\"’@@&gaéég;&g \_éo
;59@ Concentracién (g/L)

| Radicula nHlp?&?ﬁPEntraCIOﬂ {gfL} @Radicule @ Hipocotilo
Cefuroxima Ceftazidima
g 45
— 5 e g
£ g 35
= £ 3
c 3 c 25
pi 2 2
(S [¥]
m m 15
) )
© 1 md i ii ii o5
T = 05
< 0 2 R
o S L L v -\, -
1 R R P P °c§><§§’ @@ 05 R8MR S~ gz ozato-os
o650 © & o & o © 5
o & 60 © g o o £
ER= - -
e 8.8 8
5 o S
Concentracion {g/L} o 2
| Radicul Concentracion (g/L)
H Hipocotilo
W Radicula @ Hipocotilo
Cefotaxima
i Ceftriaxona
4 a5
= 35 a
£ 3 3,5
E 25 .
g 2 - -
15
g £ 2
s 1 =
s s =
0 E g ¢
05 BB a*;a;;;;;;gg 2 o5 Eii
28888 8 3 & =2 o TT
053“88888 . e B R B B B B B B =1
- 2 g g 05 1QQQ9| o o o oo oo oo 2
[=] > O ' o Cl oo o 9o o [=] _l:.
= iy o0 BB B & o
i = o2 E§E88Eg38
Concentracion (g/L) c " ===
oncentracidn =1
(g F]!a:ln:ula g
M Radicula ® Hipocotilo o Hipocotilo

Figura 2. Evaluacion de seis antibacterianos pertenecientes al grupo de las cefalosporinas
en la elongacién del crecimiento sobre semillas de Lactuca sativa L.
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Figura 5. Evaluacién de Cotrimoxazol en la elongacién del crecimiento sobre semillas de
Lactuca sativa L.

La Vancomicina (glucopéptido) mostro inhibicion en el crecimiento del hipocotilo a
todas las concentraciones en estudio con diferencias significativas con respecto al
control e inhibicién del crecimiento de la radicula a las concentraciones mayores

que 0,1 g/L, las restantes no mostraron diferencias con respecto al control (Fig. 3).

La Amoxicilina mas Sulbactam que es una combinacién de ingredientes activos
pertenecientes al grupo de las aminopenicilinas e inhibidores de las B-lactamasas,
mostro inhibicion en la elongacion de la radicula y el hipocotilo a la mayoria de las

concentraciones probadas (Fig. 4).

En el Cotrimoxazol perteneciente al grupo de las sulfonamidas, se observé una
inhibicion del crecimiento de la radicula a todas las concentraciones ensayadas y en
el hipocotilo solo mostraron diferencias con respecto al control las concentraciones
entre 0.001 y 1 g/L (Fig.5).

En el ambiente es improbable que nos encontremos con concentraciones
superiores a 1g/L pero es objetivo de nuestro trabajo poder calcular la Clso que nos

permitira realizar el ensayo a la mezcla de antibacterianos.
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Tabla 8. Inhibicién en la germinacion de semillas de Lactuca sativa L. (lechuga).

Antibacteriano % Ig % lg corr
Cefazolina 38 34,74
Cefuroxima 21,89 21,89
Ceftazidima 30,44 28,04

Cefepima 35,5 33,28
Cefotaxima 18,78 14,51
Ceftriaxona 52 49,47

Amoxicilina/Sulbactam 22,11 22,11
Vancomicina 8,56 8,56
Cotrimoxazol 38,67 38,67

En todos los antibacterianos evaluados se observo inhibicion en la germinacion de
las semillas, en la Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos.

El efecto de los antibacterianos estudiados sobre la germinacién y la elongacion de

la radicula y el hipocotilo se muestra en la Tabla 9.

Tabla 9 Efecto sobre la germinacion y la elongacion de radicula e hipocotilo.

CEso CEso

Radicula Hipocotilo Clso

Antibacteriano (g/L) (g/L) (g/L)
Cefazolina 0,28 7,42 1,64
Cefuroxima 22,91 27,27 20,20
Ceftazidima 11,38 22,16 10,70
Cefepima 0,37 27,97 5,53
Cefotaxima 17,83 16,64 25,14
Ceftriaxona 15,37 26,99 1,33
Vancomicina 0,20 0,63 44,14
Amoxicilina/Sulbactam 6,09 24,41 8,57
Cotrimoxazol 0,0000024 0,02 0,52

La totalidad de los antibacterianos evaluados mostraron inhibicion de la
germinacion sobre raiz e hipocotilo, siendo Cotrimoxazol, Ceftriaxona y Cefazolina
los que causaron mayor inhibicion de la germinacion de raiz e hipocotilo con
respecto al control, coincidiendo con los menores valores de Clso sobre la
germinacion (entre 0 y 2 g/L). Vancomicina al contrario presentdé una menor
inhibicién de la germinacion y su Clso fue entre 25y 45 mg/L.
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La cuantificacion del riesgo medioambiental expresada por el cociente PEC/PNEC
dio valores inferiores a 0,1 (insignificante) para todos los antibacterianos, indicando
que no presentan riesgo de bioacumulacién o toxicidad. Esto no coincide con lo
reportado en la literatura cientifica ya que Ceftriaxona, Cefotaxima, Cefuroxima y
Vancomicina no se logran clasificar por datos insuficientes, mientras que la
Amoxicilina un componente de Amoxicilina mas Sulbactam se clasifica como de
accion moderada para los ecosistemas, la Cefatzidima y el Cotrimoxazol se
clasifican de bajo riesgo y el resto de los antibacterianos investigados con riesgo
insignificante (Stockholm County Council, 2014)

3.3.1.2 Ensayo de toxicidad aguda en semilla de Lactuca sativa L. con la

mezcla de antibacterianos.

Aunque en casos especificos se ha probado que incluso los productos
farmacéuticos individuales provocan dafio ambiental, las concentraciones de los
productos farmacéuticos individuales que se encuentran en el ambiente son a
menudo demasiado bajas como para provocar efectos ecotoxicoldgicos directos.
Sin embargo, toda una gama de diferentes productos farmacéuticos esta presente
en un compartimento ambiental determinado en un momento dado. Por
consiguiente, la tipica situaciéon de exposicion es por lo general una mezcla de
multiples componentes de concentraciones de bajo efecto de los productos

farmacéuticos individuales.

En la mezcla de antibacterianos se observd inhibicion de la germinacién de las
semillas de un 36,67 %. La Clso sobre la germinacion fue de un 6.89; la Clso sobre la
elongacion de la radicula y el hipocotilo no se pudo calcular al ser los porcentajes de

inhibicion del crecimiento menores que 50.

En la Figura 6 se muestra la inhibicién del crecimiento de la radicula y el hipocotilo

para la mezcla de antibacterianos.
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Figura 6 Evaluacion de la mezcla en la inhibicion del crecimiento sobre semillas de Lactuca
sativa L.

La mezcla de antibacterianos mostré estimulacion del crecimiento de la radicula y el
hipocaotilo a la concentracién de 10% e inhibicion del crecimiento a la concentracién
de 100%, para el resto de las concentraciones no se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control (Fig. 6). La inhibicion de la
germinacion con valor de 34,29 % con respecto al control muestra que a las
concentraciones ensayadas la mezcla de antibacteriano no tuvo un comportamiento
muy toxico lo que puede deberse a que estas concentraciones estaban por debajo
de la Clso estimada para cada antibacteriano. Seria recomendable en estudios
posteriores la evaluacion de la mezcla con concentraciones mayores de

antibacterianos.
3.3.1.3 Concentracion-Adiciéon (CA)

La evaluacion por bioensayos de los efectos de las sustancias quimicas
combinadas o en mezcla resulta extremadamente importante. Dos conceptos
clasicos de toxicidad de mezcla, la “Adicion de Concentracion” y la “Accion
Independiente”, se han aplicado de manera exitosa a una gama de mezclas
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farmacéuticas. Su poder para predecir la accién conjunta de los productos
farmacéuticos es casi siempre de bueno a excelente. Son raros los casos de
toxicidades sinergistica o antagonistica de las mezclas (una toxicidad mas elevada

0 mas baja de la que se esperaba).

El concepto de concentracion adicion es facil de aplicar pero en algunos casos
podria sobreestimar la toxicidad de mezclas. Sin embargo, desde la perspectiva
regulatoria esta sobreestimacion podria ser beneficiosa para la proteccion de los
organismos acuaticos. Este modelo puede ser aplicable como herramienta de

caracter predictivo para la proteccion de los ecosistemas acuaticos.

Los efectos de la mezcla son de especial preocupacion ya que la ecotoxicidad de
una mezcla es casi siempre superior a los efectos de sus componentes individuales
y puede tener una ecotoxicidad considerable, incluso si todos los componentes
estan presentes so6lo en bajas concentraciones que no provocan efectos toxicos

significativos en caso de actuar por separado en los organismos expuestos.

En la Figura 7 se muestra la toxicidad individual de cada antibacteriano, la toxicidad

de la mezcla y el cociente concentracion — adicion (CA).
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Figura 7 Toxicidad de los antibacterianos y la mezcla.

En relacion al tipo de interaccion de la mezcla, segun el modelo de

proporcién-sinergia, para la inhibicion de la germinacion el cociente fue superior a
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uno, clasificandose la interaccion como sinérgica, el efecto de la combinaciéon es

mayor que el esperado de la suma de sus efectos individuales.
3.3.2 Ensayo de toxicidad aguda en larvas de Artemia salina L.

Artemia salina es un invertebrado que forma parte de la fauna de los ecosistemas
de aguas salobres. Este organismo posee una importante funcién dentro de la
cadena alimenticia pues son fuente de alimentacion para otras especies (Singh,
2007).

Actualmente, Artemia salina se utiliza como especie de bioensayo para:
investigaciéon de la fuente de toxicidad en mezclas de sustancias quimicas y
muestras ambientales, tamizaje de toxicidad aguda de sustancias quimicas,
deteccion de toxinas naturales en comestibles y farmacéuticos, estudios de
modelos de accion toxica de sustancias, y estudios de la transferencia trofica de
contaminantes. Este ha probado ser un organismo versatil y valioso en pruebas de
toxicidad, particularmente si es estudiado con otras especies endémicas (Pino &
Jorge, 2010).

Los resultados del ensayo se muestran en las Figuras 8, 9, 10y 11.

De los seis antibacterianos pertenecientes al grupo de las cefalosporinas (Fig. 8),
Ceftriaxona y Cefazolina presentaron la menor toxicidad con valores por debajo del
50%, Ceftazidima y Cefuroxima mostraron 100% de mortalidad a las 48h a la mayor
concentracion evaluada, manteniéndose Ceftazidima como altamente toxico a la
concentracion de 1g/L obteniendo la menor CLso de todas las sustancias ensayadas
y siendo asi el mas toxico de los nueve antibacterianos evaluados (Tabla 8),
Cefepima y Cefotaxima tuvieron alta toxicidad a la concentracion mas alta y de

moderada a no téxica en las demas.
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Figura 8. Evaluacion de seis antibacterianos pertenecientes al grupo de las cefalosporinas
sobre Artemia salina L.
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Figura 9. Evaluacion de la toxicidad aguda de Vancomicina sobre Artemia salina L.
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Figura 10. Evaluacion de la toxicidad aguda de Amoxicilina mas Sulbactam sobre Artemia

salina L.
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Figura 11. Evaluacion de la toxicidad aguda de Meropenem sobre Artemia salina L.

La Vancomicina (glucopéptido) mostré6 ser extremadamente toxico a la
concentracion de 10g/L con un 100% de mortalidad tanto a las 24 como a las 48
horas, en las concentraciones decrecientes se comporta como moderadamente

toxico a no toxico (Fig. 9).

La Amoxicilina mas Sulbactam que es una combinacién de ingredientes activos
pertenecientes al grupo de las Aminopenicilinas e inhibidores de las 3-lactamasas,
mostro alta toxicidad en la concentracion de 10g/L y de moderada a no téxica en las
otras concentraciones ensayadas (Fig. 10). El Meropenem tuvo un comportamiento

similar al Amoxicilina més Sulbactam (Fig. 11).

Estos resultados coinciden con los reportados en un estudio preliminar (Hernandez
et al., 2013) donde se evaluaron los mismos compuestos a las concentraciones de
10 y 100 mg/L a las 24 horas, y encontraron que estos se comportan como no

toxicos.

Los valores de la CLso calculada para los antibacterianos que mostraron una

mortalidad por encima del 50% se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10. Concentracion Letal Media de los 9 antibacterianos estudiados
CLsg 24h  CLs 48h

Antibacterianos (g/L) (g/L)

Cefazolina - -
Cefuroxima - 1,097360
Ceftazidima - 0,060773
Cefepima - 0,993731
Cefotaxima - 0,928847

Ceftriaxona - -
Vancomicina 1,326802 1,701808
Amoxicilina/Sulbactam - 2,173923
Meropenem - 1,702266

Teniendo en cuenta la clasificacion de toxicidad seis de los antibacterianos
evaluados se clasifican como no téxicos, solo Cefepima y Cefotaxima como
moderadamente téxicos y la Ceftazidima como muy toxico. Aunque estas
clasificaciones poseen variaciones entre si, todas coinciden en agrupar las
sustancias con CLso inferiores a 100 pg/mL en las categorias de mayor toxicidad,
mientras, los que muestran valores superiores a 1 000 pg/mL se clasifican como no
toxicos (Valdés et al., 2003).

Estos resultados coinciden con los reportados por Irahola y Giménez, 2000 donde
evaluaron un grupo de farmacos dentro de los que se encuentran antibacterianos
como: Cloranfenicol, Estreptomicina, Ampicilina, Eritromicina, Rifampicina y
Amoxicilina (componente de Amoxicilina mas Sulbactam) con muy baja toxicidad
(valor de CLso por encima de 1000 mg/L), excepto para la Tetraciclina que mostro
una CLso de 26 mg/L. En otro estudio los resultados de la CLso para Cefalexina y
Amoxicilina se encuentran por encima de 1000 mg/L corroborando nuestros
resultados (Pérez, 2003).

Todos los antibacterianos presentaron valores de PEC/PNEC inferiores a 0,1
(riesgo insignificante) con excepcion de Ceftazidima cuyo valor fue de 0,5 (riesgo

bajo), coincidiendo con lo reportado internacionalmente (Stockholm County Council,
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2014) para este antibacteriano, no obstante todos los valores inferiores a 1 indican

gue el medicamento no presenta riesgo de bioacumulacion o toxicidad.
3.3.3 Ensayo de toxicidad aguda en Physa cubensis P.

Los organismos acuaticos como los moluscos tienen una funcion tréfica de
importancia en la dinamica de los ecosistemas acuaticos, ademas son herramientas
bioldgicas esenciales para evaluar la respuesta a contaminantes (lannacone et al.,
2001). Los moluscos estan ampliamente distribuidos en todo el planeta y tienen un
gran valor alimenticio y ecoldgico (Sanchez & Vera, 2001) y constituyen eslabones
en las cadenas alimenticias de los vertebrados (Alamo & Valdivieso, 1997). Physa
cubensis P. modelo de prueba empleado en la investigacién es adecuado para
evaluar la toxicidad en pruebas a corto y largo plazo por las caracteristicas antes
expuestas. La informacién sobre la toxicidad sirve de base para la evaluacion del
riesgo ecologico, esto es, la probabilidad de ocurrencia de efectos negativos en el
ecosistema marino (Gaete et al., 1996; Ong & Din, 2001; lannacone & Alvarifio,
2003).

Los resultados del ensayo se muestran en las Figuras 12, 13, 14y 15.

De los seis antibacterianos pertenecientes al grupo de las cefalosporinas (Fig. 12),
Ceftriaxona y Cefuroxima se comportaron de manera similar con alta y extrema
toxicidad a las concentraciones de 10g/L y 1 g/L, Cefazolina mostré toxicidad
extrema a 48 h y 96 h en las mayores concentraciones, siendo altamente toxico a
las 96 h con la concentracién de 0,1 g/L, Cefepima mostr6 100% de mortalidad en
todas las lecturas a 1g/L y 10g/L, a la concentracién de 0,1g/L se comportd como
altamente toxico a las 24 y 48 h y a las 96 h como extremadamente toxico; en el
resto de las concentraciones a las 48 y 96h mostré alta toxicidad. Ceftazidima solo
tuvo 100% de mortalidad a la mayor concentracion a las 96h y de moderada a no

toxica en las restantes concentraciones ensayadas.
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.Figura 12. Evaluacibn de cinco antibacterianos pertenecientes al grupo de las
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La Vancomicina mostré ser extremadamente téxico a la concentracion de 10g/L con
un 100% de mortalidad tanto a las 24, 48 como a las 96 horas, en las
concentraciones decrecientes se comporta como moderadamente toxico a no téxico
(Fig. 13).

La Amoxicilina més Sulbactam mostré toxicidad extrema en la concentracion de
10g/L en todas las lecturas y de moderada a no toxica en las otras concentraciones

ensayadas (Fig. 14).

El Meropenem a la concentracibn de 10 g/L a las 24h se comporté como
moderadamente téxico, a las 48h altamente téxico y en las 96h como
extremadamente toxico, al ir disminuyendo las concentraciones ensayadas su

toxicidad también disminuyo (Fig. 15).

Estos resultados coinciden con los reportados en un estudio preliminar donde se
evaluaron los mismos compuestos a la concentracion de 1g/L a las 24y 96 h, y
encontraron que estos se comportan como moderadamente toxicos, solo Cefepima
y Cefazolina se comportaron como altamente téxicos a las 96 horas con mortalidad

superior al 50% (Hernandez et al., 2013).

Los valores de CLso calculados para todos los antibacterianos se muestran en la
Tabla 11.

Tabla 11. Valores de Concentracion Letal Media de los antibacterianos estudiados.
CLso 24h CLso 48h CLso 96h

Antibacterianos (g/L) (g/L) (g/L)

Cefazolina 0,914167 0,275027 0,025684
Cefuroxima 6,015467 0,362968 0,125221
Ceftazidima - 10,52863 0,900942
Cefepima 0,006134 0,000909 0,000270
Ceftriaxona 6,568923 1,586198 0,243479
Vancomicina 1,314643 1,199507 1,528440
Amoxicilina/Sulbactam 1,635832 1,635289 1,055492
Meropenem 12,16852 0,619982  0,165002

Teniendo en cuenta la clasificacion de toxicidad la mayoria de los antibacterianos

evaluados se clasifican como no toxicos y moderadamente toxicos, solo Cefepima
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como extremadamente toxico tanto a las 24, 48 como 96 h y Cefazolina como
altamente téxico a las 96 h de exposicion. Aunque estas clasificaciones poseen
variaciones entre si, todas coinciden en agrupar las sustancias con CLso inferiores a
100 pug/mL en las categorias de mayor toxicidad, mientras, los que muestran valores

superiores a 1 000 pg/mL se clasifican como no téxicos (Valdés et al., 2003).

Todos los antibacterianos presentaron valores de PEC/PNEC inferiores a 0,1
(riesgo insignificante) a las 24 horas de exposicion con excepcion de Cefepima cuyo
valor fue de 0,9 (riesgo bajo) y a las 48 horas Cefazolina con valor de 0,2 presento
riesgo bajo mientras que Cefepima riesgo moderado con 5,8. A las 96 horas de
exposicion Cefuroxima y Ceftriaxona con valores de 0,2 y 0,4 se clasificaron de
riesgo bajo mientras que Cefazolina y Cefepima con valores de 2,6 y 19,7 de riesgo
moderado y alto respectivamente. Lo reportado internacionalmente por Stockholm
County Council, 2014 no concuerda con los resultados obtenidos en la investigacion

como vemos para Cefepima que en la literatura aparece con riesgo insignificante.

En el caso de Cefepima como el valor es superior a 1 se recomienda pasar a la Fase
Il nivel B y obtener dato especificos sobre toxicidad cronica, en microorganismos, y

estudios de bioacumulacién (Lobo et al., 2012) (Fig. 1).
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CONCLUSIONES

1.

Se determinaron 17 antibacterianos en el Hospital Universitario Clinico
Quirargico “Dr. Celestino Hernandez Robau”. El de mayor consumo fue la

Ceftriaxona y el menos consumido la Clindamicina.

Segun la prediccion los antibacterianos constituyen un riesgo de

contaminacién ambiental.

En Lactuca sativa L. se determiné que el Cotrimoxazol se clasifica como
muy toxico, mientras que Cefepima, Cefazolina y Vancomicina se clasifican
como moderadamente toxicos. La mezcla de antibacterianos resultdé ser no

toxica y la interaccion con los antibacterianos se clasifica como sinérgica.

En Artemia salina L. se determin6 que la Ceftazidima se clasifica como muy
toxico, la Cefepima y Cefotaxima como moderadamente toxicos y el resto

de los antibacterianos evaluados como no toxicos.

En Physa cubesis P. se determin6 que Cefepima y Cefazolina se clasifican
como muy toxicos y Vancomicina y Amoxicilina mas Sulbactam como no

toxicos.
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RECOMENDACIONES

e Evaluar la ecotoxicidad aguda de los restantes antibacterianos que

constituyeron riesgo ambiental segun la prediccion.

e Realizar los bioensayos a las concentraciones predichas para Artemia

salina L. y Physa cubesis P.

e Evaluar la ecotoxicidad aguda de las mezclas de estos farmacos para

Artemia salina L. y Physa cubesis P.

e Realizar estudios completos similares al presentado, en otros Centros de
Salud y durante mayor periodo de tiempo, para obtener resultados mas

generalizadores.
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ANEXO 1. Clasificacion de los antibiéticos segun su grupo quimico tomada
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de
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ANEXO 2. Semillas de Lactuca sativa L.

ANEXO 3. Ejemplar de Artemia salina L.




ANEXO 5. Valores de DDD de los 17 antibacterianos en estudio.

Antibacterianos DDD (9)
Ceftriaxona 1000 mg (bbo) 2
Metronidazol 500 mg (fco) 15
Ciprofloxacina 200 mg (fco) 1
Cefotaxima 1000 mg (bbo) 4
Amikacina 500 mg (bbo) 1
Ceftazidima 1000 mg (bbo) 4
Cefazolina 1000 mg (bbo) 3
Gentamicina 80 mg (amp) 0.24
Meropenem 1000 mg (bbo) 2
Cefuroxima 750 mg (bbo) 3
Cotrimoxazol 480 mg (amp) 1.92
Azitromicina 500mg (tab) 0.3
Amoxicilina/Sulbactam 500mg (tab) 1
Cefepima 1000 mg (bbo) 2
Vancomicina 500 mg (bbo) 2
Amoxicilina/Sulbactam 750 mg (bbo) 3
Clindamicina 600mg (amp) 1.8
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