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“Evaluacion del riesgo ambiental del naproxeno, utilizando el camaron blanco
(Litopenaeus vannamei) como bioindicador”

Jhonatan Raphael Barre Mera; Macias-Mayorga Dayanara
Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi. Facultad Ciencias de la Vida y Tecnologias.
Carrera de Ingenieria Ambiental

RESUMEN:

El objetivo de este trabajo fue evaluar el riesgo ambiental del naproxeno, utilizando el camardn
blanco (Litopenaeus vannamei) como bioindicador, mediante bioensayos de toxicidad aguda
(exposicion forzada) y de comportamiento (exposicion no forzada). Para la determinacion de la
concentracion letal media (CL50) en el ensayo de toxicidad aguda cinco concentraciones del
farmaco fueron testadas: 25, 50, 100, 200, 400 mg/L de naproxeno, mas un control. Los
tratamientos y el control se testaron por triplicado. Seis individuos del camarén blanco fueron
colocados en cada unidad experimental. El ensayo tuvo una duracion de 96 horas. A las 24, 48, 72
y 96 horas del experimento se verificd la mortalidad de los organismos. En el caso del ensayo de
fuga se utiliz6 un sistema multicompartimentado con siete compartimentos. Se cre6 un gradiente
de contaminacion lineal con seis concentraciones (25, 50, 100, 200, 400 y 600 mg/L de naproxeno)
mas un control. Se contabiliz6 el nimero de organismos en cada compartimento cada hora durante
4 horas (tiempo de duracion del ensayo). En el ensayo de toxicidad aguda se determin6 una CL50
de 454 mg/L de naproxeno a las 96 horas de ensayo. En cuanto al ensayo de fuga en la primera
hora de ensayo el naproxeno no generd una respuesta de escape inmediata en el camaron,
independientemente de la dosis, observandose un 0% de fuga en todas las concentraciones
evaluadas. En la segunda hora se observa una respuesta minima (5% de fuga) y fluctuante, pero
alcanza un 33% en la concentracion mas alta de exposicion. En la tercera hora la respuesta se
vuelve mas evidente y erratica. Hay un pico inicial de fuga (11%) a los 50 mg/L y el punto méximo
de fuga (33%) a los 600 mg/L. A la cuarta hora de ensayo se observa un aumento entre los 50 y
100 mg/L, superando el 15% de fuga, y un maximo de 22% de evasion a los 600 mg/L. De acuerdo
con la concentracion letal media CL509sn de 454 mg/L obtenida para la especie L. vannamei, el
naproxeno se clasifica como no peligroso para el medio ambiente acuatico bajo los criterios de
toxicidad aguda del Sistema Globalmente Armonizado (SGA) y la normativa europea, al superar
ampliamente el umbral de 100 mg/L. No obstante, es fundamental considerar que la categorizacion
de "no peligroso" en términos de letalidad aguda no garantiza la inocuidad ambiental del
contaminante, por eso es necesario validar estos resultados mediante ensayos de exposicion
cronica, sensibilidad especifica, y andlisis de comportamiento, con el fin de descartar posibles
efectos subletales o riesgos por bioacumulacion en los ecosistemas acuaticos a largo plazo.

Palabras clave: Litopenaeus vannamei, naproxeno, CL50, exposicion forzada, ensayo de fuga.
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1. INTRODUCCION

El naproxeno es un agente antiinflamatorio no esteroideo derivado del &cido propiénico con un
centro quiral. La forma (+) es el isomero activo. Presenta propiedades analgésicas,
antiinflamatorias y antipiréticas en estudios clinicos en humanos y modelos animales de
inflamacion. Al igual que todos los farmacos de la clase de los AINEs, el naproxeno se asocia con
irritacion géstrica. Este fairmaco se administra por via oral como una preparacion de liberacion
inmediata. El tiempo para alcanzar el efecto maximo es de 2 a 4 horas, con inicio en 1 hora, y se
une aproximadamente en un 99% a las proteinas plasmaticas. El naproxeno se metaboliza por
desmetilacion y experimenta un metabolismo de fase II, la conjugaciéon glucurdnica. Se observa
muy poca cantidad de naproxeno en la orina. La excrecion urinaria se compone principalmente de

metabolitos (The Comprehensive Pharmacology Reference 2007).

El naproxeno fue aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) para tratar la gota aguda,
la espondilitis anquilosante, la bursitis, la artritis idiopatica juvenil poliarticular, la osteoartritis, la
tendinitis, la artritis reumatoide, el dolor y la dismenorrea primaria. Los usos fuera de indicacion
del naproxeno incluyen el tratamiento de las migrafias agudas y su profilaxis, considerandose el
naproxeno un tratamiento abortivo de primera linea para las migrafias agudas. Ademas, también
puede utilizarse para la prevencion de la migraiia crénica, junto con otros medicamentos como

betabloqueantes, antidepresivos y anticonvulsivos (Brutzkus et al. 2023).

Prieto (2007) sefiala que, los AINEs representan uno de los grupos farmacoldgicos mas consumidos
en el mundo. Sin embargo, en muchas ocasiones son infrautilizados o se abusa de ellos, siendo a
veces innecesaria su prescripcion. Son un conjunto heterogéneo de compuestos quimicos
generalmente no relacionados entre si, que comparten acciones terapéuticas para el control en
diverso grado del dolor, la inflamacion y la fiebre. Esta diversidad quimica les confiere propiedades
farmacocinéticas distintas, asimismo, comparten un perfil de efectos secundarios relativamente
frecuentes. Un problema mundial importante es el uso irracional de estos medicamentos. La
Organizacion Mundial de la Salud estima que mas de la mitad de los fArmacos son prescritos,
dispensados o vendidos inapropiadamente y que la mitad de los pacientes no los toman
correctamente. La eleccion de un AINE debe ser rigurosa, basandonos en su calidad, seguridad y

eficacia.
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Los cambios basicos que experimenta el naproxeno en aguas superficiales se producen mediante
su degradaciéon fotoquimica directa y vias fotoquimicas indirectas. La intensidad de la
fotodegradacion se ve afectada por la intensidad de la luz y la presencia de iones inorganicos como
carbonato, nitrato, iones ferrosos y férricos, asi como de materia orgdnica, como los 4cidos
himicos. La degradacion fotoquimica directa del naproxeno es posible porque su espectro de

absorcion UV se superpone con el espectro solar. (National Library of Medicine 2020).

Al naproxeno es reconocido como un contaminante emergente en los ecosistemas acuaticos,
teniendo implicaciones sobre la biodiversidad, afectacion en organismos acudticos claves incluso
en concentraciones bajas. El naproxeno causa alteraciones significativas en procesos bioldgicos de
organismos acuaticos, ademas su exposicion prolongada afecta negativamente el desarrollo,
reproduccion y supervivencia de diferentes especies, entre las que se resaltan los peces,
gasteropodos, bivalvos, crustaceos, entre otros, que son eslabones criticos en las cadenas tréficas,
generando deformidades, reduccion de fecundidad, incluso aumento de la mortalidad (Echeverry

et al. 2023).

El naproxeno es un medicamento ampliamente utilizado en todo el mundo por su efectividad para
aliviar el dolor, reducir la fiebre y combatir la inflamacioén. No obstante, su creciente consumo ha
despertado preocupacion entre cientificos y especialistas ambientales debido a las posibles
consecuencias que su presencia podria tener en el medio ambiente. Tras ser ingerido por el
organismo, tanto el naproxeno como sus derivados pueden ingresar a los sistemas de aguas
residuales, donde los procesos de tratamiento convencionales no logran eliminarlos por completo.
Esto ha provocado su deteccion en cuerpos de agua, donde su permanencia podria generar
alteraciones en la vida acuatica, como modificaciones en el comportamiento, el desarrollo o la

reproduccion de diversas especies.

Aunque existen estudios que han analizado la presencia de este farmaco en el ambiente, en paises
como Ecuador aun se requiere informacion mas precisa y contextualizada, considerando sus
caracteristicas sociales, ambientales y de infraestructura. La falta de sistemas adecuados para el
tratamiento de aguas residuales en muchas regiones, junto con el uso excesivo de medicamentos,
intensifica esta problematica. Esto no solo representa una amenaza para la biodiversidad, sino que

también pone en riesgo la calidad del agua, un recurso esencial para la salud y el bienestar de las
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comunidades. Es por ello que el objetivo del presente trabajo fue evaluar el riesgo ambiental del

naproxeno, utilizando el camardn blanco (Litopenaeus vannamei) como bioindicador.

2. METODOLOGIA
2.1 Bioensayos con la especie Litopenaeus vannamei
2.1.1 Aclimatacion de los organismos

Especimenes de camaron blanco (L. vannamei) en estadio PL 20 fueron utilizados en ensayos de
exposicion forzada para determinar la potencial toxicidad del firmaco naproxeno. Los organismos
se obtuvieron en granjas de acuicultura. Una vez en el laboratorio, los camarones fueron
aclimatados durante una semana en tanques de 32 L, fotoperiodo natural de 12h / 12h (luz:
oscuridad) y aireacion constante. Los organismos fueron alimentados dos veces al dia con alimento
balanceado para camarones, interrumpiendo la alimentacion 24 h antes de iniciar el bioensayo para
evitar que los residuos interfieran con los resultados. En este periodo también se monitorizaron
parametros diarios en el agua como: temperatura, oxigeno disuelto, y pH.

2.1.2 Bioensayo de exposicion forzada con el camaron blanco L.
vannamei para la determinacion de la CL50 de naproxeno.

Este ensayo de toxicidad aguda se realizd en unidades experimentales de 500 ml. Cinco
concentraciones del firmaco fueron preparadas: 25, 50, 100, 200, 400 mg/L de naproxeno, mas un
control. Cada concentracion de exposicion fue considerada un tratamiento de exposicion. Los
tratamientos y el control fueron testados por triplicado. Diez individuos de L. vannamei se ubicaron
en cada unidad experimental. El ensayo tuvo una duracion de 96 horas, y la respuesta observada
fue la mortalidad de los organismos. Durante las 24, 48, 72, y 96 horas del experimento se
contabiliz6 el nimero de organismos muertos. Como criterio de control de calidad, si el porcentaje
de mortalidad en el grupo control superaba el 10 %, se consideraria necesario repetir el experimento
para asegurar la validez de los resultados.

Una vez determinada la concentracion en la que mueren el 50% de los organismos expuestos
(CL50), esta se utilizo como referencia para establecer las concentraciones utilizadas en el posterior
ensayo de exposicion no forzada (ensayo de fuga).

10
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2.1.3 Bioensayo de exposicion no forzada con el camaron blanco L.
vannamei

Se utilizaron los especimenes de L. vannamei en ensayos de fuga (avoidance) para evaluar la
potencial toxicidad del firmaco naproxeno a través de la respuesta de sensibilidad de los
organismos. Estos ensayos son una herramienta 1til ya que nos permiten conocer la capacidad de
los organismos a percibir contaminantes e ir a zonas menos contaminadas.

Para los ensayos de fuga se utiliz6 un sistema multicompartimentado con siete compartimentos.
Cada compartimento con una longitud de 27 cm, y capacidad para un volumen de 300 mL. Todo
el sistema tenia una longitud de 189 cm y capacidad para un volumen de agua de 2100 mL (Fig.1).

Largo 189 cm — Siete compartimentos— Volumen total 2100 ml

Control 5 10 25 50 75 100
4 2 - ; . S =

Abertura superior: A

. J A: 7.5x4 cm
Volumen Diametro B: 300ml
( total: B ' central: C s iID C:6cm
Concentraciones =7 D:2.2 cm
mg/L E: 27 cm
Longitud: E

Fig.1 Sistema muticompartimentado para los ensayos de exposicion no forzada

Con la finalidad de crear un gradiente de contaminacion lineal, seis concentraciones (25, 50, 100,
200, 400 y 600 mg/L) de exposicion a naproxeno fueron testadas mas un control. Las
concentraciones utilizadas se establecieron en funcion de la CL50 que se determind en el ensayo
de exposicion forzada. Cada concentracion representd un tratamiento de exposicion. Estos
tratamientos se colocaron de forma individual en un compartimento del sistema tal como se
describe en Araujo et al. (2014). Cada tratamiento mas el control fue testado por triplicado. Una
vez preparado el gradiente lineal de contaminacidn, se introdujeron tres organismos en cada
compartimento, con un total de 21 organismos por sistema, y 63 organismos por test. El
experimento se llevo a cabo en oscuridad. Cada hora durante cuatro horas de ensayo se reviso la
distribucion de los organismos en el sistema.

11
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2.2 Procesamiento de datos

2.2.1 Analisis estadistico

La normalidad de los datos fue revisada a través de la prueba de Shapiro Wilk, la homocedasticidad
se verifico a través de la prueba de Levene. Un andlisis de varianza de una via (ANOVA) fue
aplicado para determinar si existe o no diferencia significativa entre los tratamientos de exposicion.
Y se empled una prueba de Tukey para identificar que medias son distintas.

2.2.2 Calculo de 1a CL50

El calculo de la CL50 se realizo con la aplicacién de la férmula de regresion lineal:

(x —xq) * 2 —y1)
X2 — X1

y=y:+

2.2.3 Calculo de fuga/evasion

El célculo de fuga fue basado en el método descrito por Moreira-Santos ef al. 2008:
Fugados = (NE - NO)

Donde:

(NE) = nimero de organismos esperados

(NO) = nimero de organismos observados

Para calcular la evasion (fuga) en porcentajes (%) se utiliz6 la férmula:

Fuga= (Fugados / NE) * 100

Donde:

NE es el nimero de organismos que se espera en cada compartimento, considerando una
distribucion homogénea de los organismos observados, lo que supone ninguna preferencia para
cualquier concentracion de exposicion. Se calculd con el nimero total de organismos observados
dentro de los compartimentos, y dividido entre el nimero correspondiente al compartimento. Por
ejemplo, para la seccidn mas contaminada (#7; 100% de agua del test), el nimero de organismos
que se espera es igual al nimero total de organismos observados dentro de las secciones #1 a #7
dividido para el numero de la seccidon, en este caso (es decir, 7).

12
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NO es igual a los organismos observados en cada compartimento, sumados a los demas
compartimentos con concentraciones mas altas dentro de un mismo sistema.

3. RESULTADOS

3.1 Determinacion de la CL50 de naproxeno en la especie L. vannamei

Tabla 1. Concentracion letal media (CL50) de naproxeno en el camardn blanco Litopenaeus vannamei

Mortalidad % Concentracion de naproxeno Tiempo (horas)
(mg/L)
5,56 Control
0 25
11,11 50
16,67 100
44,44 400
50 454 96 h

LaCL50de 454 mg/L de naproxeno en la especie Litopenaeus vannamei fue determinada a las 96
horas de ensayo con los datos de mortalidad obtenidos entre los tratamientos de exposicion (tabla

1.

13



Uleam

ELOY ALFARO DE MANARI

3.2. Bioensayo de exposicion no forzada con el camaron blanco L.
vannamei

35 1

—e— %Fugalh /O
30 - ‘O % Fuga 2h //.’
——-%-—— %Fuga3h /
— A — % Fuga 4h / -
— /-
g - E
g /. a
2 20 // /
) .
° N // /
o _ S
T 154 7& \ v // -/
c TS~ .
3 / b\ i T \'// i
&._ 10 A //Y\\ 2\ ) 4
I )
1 : _x
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0 &O—O—Q—v—a - T T T T T T
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Concentracion de naproxeno (mg/L)

Fig. 2 Porcentaje de fuga del camaron blanco Litopenaeus vannamei expuesto a un gradiente de contaminacion de

naproxeno.

En la figura 2 se puede observar que en la primera hora de ensayo el naproxeno no generé una
respuesta de escape inmediata en el camardn, independientemente de la dosis, observandose un 0%
de fuga en todas las concentraciones evaluadas. En la segunda hora se observa una respuesta
minima y fluctuante. El porcentaje de fuga se mantiene por debajo del 5% en todos los tratamientos
de exposicion, pero alcanza un 33% en la concentracion mas alta de exposicion. En la tercera hora
la respuesta se vuelve mas evidente y erratica. Hay un pico inicial de fuga (11%) a los 50 mg/L y
el punto méaximo de fuga (33%) a los 600 mg/L. A la cuarta hora de ensayo se observa un aumento
entre los 50 y 100 mg/L, superando el 15% de fuga, y un méximo de 22% de evasion a los 600
mg/L. El andlisis estadistico demostré que la respuesta observada estuvo relacionada con la
interaccion de las variables tratamiento y tiempo p<0,05

4. DISCUSION

De acuerdo con los resultados del bioensayo de toxicidad aguda, el naproxeno presentdé una
concentracion letal media (CL50) de 454 mg/L en la especie Litopenaeus vannamei. Al contrastar
este hallazgo con los criterios establecidos en el capitulo 4.1 del Sistema Globalmente Armonizado
de Clasificacion y Etiquetado de Productos Quimicos (SGA), se determina que el farmaco no
requiere una clasificacion de peligro agudo (Categorias 1, 2 0 3). Esto se debe a que su valor de
CL50 supera ampliamente el umbral critico de 100 mg/L, limite a partir del cual las sustancias se
consideran "practicamente no toxicas" o fuera de las categorias de peligro agudo inmediato bajo

14
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esta normativa internacional (Naciones Unidas, 2023). Es fundamental considerar que la
categorizacion de "no peligroso™ en términos de letalidad aguda no garantiza la inocuidad
ambiental del contaminante.

Diversas investigaciones muestran que los contaminantes emergentes pueden comprometer la vida
acudtica y la salud humana. Se han encontrado concentraciones de naproxeno que entre 0,047 y
10,21 pg/L, resaltando la presion antropogénica ejercida sobre los compartimientos acuéticos,
convirtiéndose en un problema ambiental que compromete la dinamica y servicios ecosistémicos
(Flores J. et al. 2021). El naproxeno causa alteraciones significativas en procesos bioldgicos de
organismos acuaticos, ademas su exposicion prolongada afecta negativamente el desarrollo y
supervivencia de la especie (Echeverry J. et al. 2023)

Un trabajo realizado en crustaceos como Ceriodaphnia dubia (pulga de agua) y Thamnocephalus
platyurus (camardn Hada) determinaron inhibicion en el crecimiento y la reproduccion durante la
exposicion a naproxeno (Isidori et al. 2005; DellaGreca et al 2003). Adicionalmente otro estudio
en la pulga de agua (Moina macrocopa) mostrd una reduccion del crecimiento poblacional a
distintas concentraciones y la reduccién de la fecundidad a 300 ng/L de naproxeno (Kwak et al.
2018). Esto podria sugerir la necesidad de evaluar el efecto de este fA&rmaco en exposiciones
crénicas en la especie L. vannamei.

En cuanto al ensayo de sensibilidad, la fuga representa una rapida respuesta defensiva de los
organismos expuestos a un contaminante (Oliveira et al., 2014). Considera el desplazamiento de
los organismos a zona menos contaminada o donde se sientan menos afectados para garantizar la
supervivencia de la especie (Moreira-Santos et al., 2008). EI comportamiento de fuga se considera
una herramienta relevante en la evaluacion del riesgo ecologico (Lopes et al., 2004; Rosa et al.,
2008), enfocada en predecir posibles efectos de la contaminacién en la distribucion espacial de
organismos. Sin embargo, la ausencia de la respuesta de evasion en L. vannamei en la primera hora
de ensayo sugiere que el naproxeno requiere un tiempo de absorcion o de interaccion fisioldgica
antes de provocar estrés en esta especie. Este comportamiento puede estar relacionado con un
periodo de latencia o adaptacion inicial, durante el cual los organismos aun no presentan una
respuesta clara al estimulo quimico. Estudios previos han reportado respuestas similares en
crustaceos expuestos a contaminantes emergentes, donde los efectos suelen manifestarse tras
exposiciones prolongadas y no de manera instantdnea (Miranda et al. 2023). Por otra parte, las
fluctuaciones vistas a la segunda y tercera hora podrian deberse a intentos de adaptacion metabdlica
del organismo antes de que los mecanismos de defensa se vean sobrepasados.
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5. CONCLUSION

De acuerdo con la concentracion letal media CL50¢en de 454 mg/L obtenida para la especie L.
vannamei, el naproxeno se clasifica como no peligroso para el medio ambiente acuéatico bajo los
criterios de toxicidad aguda del Sistema Globalmente Armonizado (SGA) y la normativa europea,
al superar ampliamente el umbral de 100 mg/L. No obstante, es necesario validar estos resultados
mediante ensayos de exposicion cronica, sensibilidad especifica, y analisis de comportamiento, con
el fin de descartar posibles efectos subletales o riesgos por bioacumulacion en los ecosistemas
acuaticos a largo plazo.
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