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Evaluacion del riesgo ambiental del fAirmaco Prednisona utilizando la microalga

Scenedesmus sp el camaron blanco Litopenaeus vannamei como bioindicadores

Barrezueta Choéz Kevin Alexis; Bermudez Solari Darline Nicole; Macias-Mayorga Dayanara
Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi. Facultad de Ciencias de la Vida y Tecnologias. Carrera de
Ingenieria Ambiental.

Resumen

Los contaminantes emergentes, especialmente los farmacos, han generado una inquietud
cada vez mayor en las décadas recientes a causa de su permanencia en los ecosistemas
acuaticos y sus posibles impactos negativos. En este sentido, el objetivo de este trabajo
fue evaluar el riesgo ambiental del farmaco prednisona utilizando la microalga
Scenedesmus sp y el camaron Litopenaeus vanammei como bioindicadores. La
metodologia incluy6 bioensayos de toxicidad aguda y exposicion no forzada en L.
vannamei, ademds de pruebas de crecimiento celular en Scenedesmus sp a diversas
concentraciones de prednisona y periodos de exposicion (24, 48, 72 y 96 horas). Los
resultados demostraron que la CLs0-96h para L. vannamei fue de 593 mg/L de prednisona,
lo cual indica una baja toxicidad. No obstante, en el ensayo de fuga se observd una
respuesta conductual de evitacion significativa, lo que sugiere una alta sensibilidad
subletal al farmaco. En el ensayo con Scenedesmus sp se observé una inhibicion
significativa del crecimiento celular. En conclusion, los hallazgos indican que la
prednisona tiene el potencial de causar efectos subletales importantes en organismos
acuaticos, incluso sin una mortalidad significativa, y ratifican la importancia de
Scenedesmus sp 'y L. vannamei como bioindicadores para investigaciones
ecotoxicologicas con farmacos. Estos descubrimientos brindan informacion esencial para
robustecer las tacticas de supervision medioambiental y la administracion sostenible de

los recursos hidricos en relacion con contaminantes farmacéuticos emergentes.

Palabras clave: Contaminantes emergentes, prednisona, CL50, ensayo de fuga,

Scenedesmus sp, Litopenaeus vannamei



1. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, los contaminantes emergentes, entre ellos los productos
farmacéuticos, han generado creciente interés debido a su persistencia en ecosistemas
acuaticos y sus efectos adversos sobre organismos no objetivo. Estos compuestos, que
incluyen farmacos, productos de cuidado personal, hormonas y pesticidas, suelen escapar
a los sistemas convencionales de tratamiento de aguas residuales, siendo descargados en
rios, lagos y mares, y permaneciendo activos incluso en concentraciones muy bajas

(Sauvé & Desrosiers, 2014; Garcia et al. 2023).

En América Latina, y particularmente en Ecuador, la investigacion sobre
contaminantes farmacéuticos en cuerpos de agua ha sido incipiente, aunque se ha
incrementado en los ltimos afios. Esto ha resaltado la necesidad de generar metodologias
adaptadas al contexto tropical y utilizar bioindicadores nativos que permitan evaluar
adecuadamente los riesgos ambientales y promover una gestion sostenible de los recursos

hidricos (Moreno-Gonzélez et al. 2021; Rios et al. 2022).

La prednisona, es un glucocorticoide de uso extendido en medicina humana y
veterinaria, ha sido detectada en efluentes y cuerpos de agua, lo cual ha despertado
preocupacion por su potencial impacto ecoldgico. Investigaciones recientes han
evidenciado que este tipo de farmacos puede alterar procesos fisiologicos clave en
organismos acudaticos, como la reproduccion, el crecimiento y la fotosintesis, ademas de
modificar relaciones troficas, lo que repercute en la estructura de las comunidades

biologicas (Gonzalez Alonso et al. 2017; Zhou et al. 2022; Seoane 2019).

En este contexto, las microalgas como Scenedesmus sp. han cobrado importancia
tanto como agentes biorremediadores y como bioindicadores ambientales. Estas
microalgas fotosintéticas son sensibles a contaminantes quimicos, mostrando cambios
detectables en su crecimiento, metabolismo y estructura celular. Diversos estudios han
reportado su efectividad en la remocidon de compuestos toxicos, incluidos farmacos, y su
capacidad de reducir significativamente parametros como la demanda bioquimica de

oxigeno en aguas residuales (Escapa 2017; Cruz et al. 2021; Blanco et al. 2020).

Asimismo, su uso en ecotoxicologia acudtica ha permitido evaluar el impacto de
farmacos antiinflamatorios y antibidticos mediante parametros bioquimicos que reflejan
efectos toxicos como inhibicion de la fotosintesis y dafio celular (Boada 2022; Chen et

al. 2021; Zhang et al. 2023). Por otro lado, Seoane M. (2019) en la Universidad de A



Coruia, con el tema Toxicidad de microcontaminantes acudticos emergentes en
microalgas marinas, se evaluo la toxicidad de microcontaminantes acudticos emergentes,
incluyendo antibioticos y productos de cuidado personal, sobre la microalga Tetraselmis

suecica.

Del mismo modo, organismos acuaticos como el camardn blanco (Litopenaeus
vannamei) representan modelos idoneos para estudios ecotoxicoldgicos por su
sensibilidad a contaminantes y su relevancia ecologica y economica. Se ha documentado
que la exposicién a ciertos farmacos puede causar alteraciones en la funcion inmune, el
comportamiento y la supervivencia de estos crustaceos, lo que refuerza su utilidad como
bioindicadores (Ramirez et al. 2019; Souza et al. 2019; Wang et al. 2020). En estudios
relacionados, también se han identificado efectos subletales en otras especies como
Artemia franciscana 'y Excirolana braziliensis, lo que evidencia la necesidad de

monitorear estos compuestos en ambientes acuaticos (Garcia et al. 2023).

Ademas, Garcia et al. (2023) en la Universidad La Salle, realizaron con ensayos
ecotoxicologicos con antibiodticos y ansioliticos en organismos acuatico, en el cual se
evaluaron los efectos toxicoldgicos de la oxitetraciclina y el alprazolam en organismos
acuaticos como Artemia franciscana, Excirolana braziliensis y Apohyale grandicornis.
Los organismos fueron expuestos a diferentes concentraciones de los farmacos, y se
analizaron indicadores ecotoxicologicos como mortalidad, cambios en el comportamiento
y alteraciones fisiologicas. Los resultados demostraron que los organismos acudticos
pueden ser utilizados como bioindicadores para evaluar la toxicidad de contaminantes
emergentes, concluyendo que la exposicion a estos compuestos genera efectos adversos

en organismos sensibles.

A pesar de los avances en esta area, persisten vacios importantes, especialmente
en lo que respecta a la evaluacion del riesgo ambiental de la prednisona mediante
organismos bioindicadores. Por ello, el objetivo de esta investigacion fue evaluar el riesgo
ambiental del farmaco prednisona utilizando la microalga Scenedesmus sp. y el camarén
Litopenaeus vannamei como bioindicadores, con el fin de determinar su viabilidad como
herramientas en estudios ecotoxicoldgicos. Esta aproximacion no solo contribuira a llenar
un vacio cientifico, sino que también fortalecera las estrategias de monitoreo ambiental y

la toma de decisiones en relacion con los contaminantes emergentes.



2. METODOLOGIA

2.1 Bioensayo con la microalga Scenedesmus sp

Este ensayo de toxicidad se realizd en matraces Erlenmeyer de 125 mL de
capacidad. Se probaron cuatro concentraciones de prednisona (20 mg/L, 40 mg/L, 80
mg/L y 160 mg/L), ademas de un control, todas las pruebas se ejecutaron por triplicado.
En cada ensayo, se colocaron 100 mL del cultivo de microalgas por matraz (unidad
experimental). A cada matraz se le afiadi6 la concentracion correspondiente del farmaco,
la cual quedo disuelta en los 100 mL de cultivo. Finalmente, a las 24, 48, 72 y 96 horas
de exposicion, se realizd el conteo de microalgas mediante una camara Neubauer para

determinar la densidad celular resultante.

Para el conteo celular se utilizé una camara de Neubauer (Figura 1) de 0,1 mm de
profundidad, la cual consta de nueve cuadrados con lados de 1 mm (area total de recuento
= 9 mm?). Cada uno de estos cuadrados corresponde a un volumen de 0,1 pl. Para la
observacion de las microalgas se empled el microscopio dptico binocular (LABOMED,

modelo Lx500).
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Fig. 1 Cuadrantes de la camara Neubauer.

La formula para la determinacion de la densidad celular es la siguiente:

DC=Nx10"4*(F.d)



Doénde:
DC = densidad celular (x10* cel/mL)

N = promedio de células presentes en 1 mm? (0,1 pl). Este nimero de células se
divide de acuerdo con el numero de cuadrantes contados. Por ejemplo, si se contaron 245
en los 4 cuadrantes de una de las dos cémaras, entonces la poblacion de células

corresponde a: 61,25x10% cel/mL.
10* = factor de conversion de 0,1 pl a 1 ml
F.d = factor de dilucién (cuando se considera necesario diluir la muestra).

F.d: (Vol i.+ Vol. F / vol. 1).

2.2 Bioensayos de exposicion a prednisona con la especie Litopenaeus vannamei
2.2.1 Aclimatacion de los organismos

Especimenes de camaroén blanco (L. vannamei) en estado PL 20 fueron utilizados
en ensayos de exposicion forzada para determinar la potencial toxicidad del farmaco
prednisona. Los organismos se obtuvieron de granjas de acuicultura. Una vez en el
laboratorio los camarones fueron aclimatados durante una semana en tanques de 32 L,

fotoperiodo natural de 12 h / 12h (luz: oscuridad) y aireacioén constante.

2.2.2 Bioensayo de exposicion forzada con el camaron blanco L. vannamei para

determinacion de la CL50

Este ensayo de toxicidad aguda fue realizado en unidades experimentales de 500
ml. De manera preliminar, se testaron cinco concentraciones del firmaco prednisona: 20,
40, 80, 160 y 320 mg/L, ademés de un control. Cada concentracion de exposicion fue
considerada un tratamiento de exposicion. Los tratamientos y el control se testaron por

triplicado y se colocaron diez individuos de L. vannamei en cada unidad experimental.

El ensayo tuvo una duraciéon 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. Una vez determinada la concentracion letal
media (CL50) esta fue utilizada como referencia para establecer las concentraciones

empleadas en el posterior ensayo de exposicion no forzada (ensayo de fuga).



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

Individuos de L. vannamei fueron utilizados en ensayos de fuga (avoidance) para
evaluar la potencial toxicidad del farmaco prednisona a través de la respuesta de
sensibilidad de los organismos. Estos ensayos constituyen una herramienta util ya que
permiten conocer la capacidad de los organismos a percibir contaminantes y desplazarse

hacia zonas menos contaminadas.

Para los ensayos de fuga se utilizdé un sistema multicompartimentado con siete
compartimentos. Cada compartimento tuvo una longitud de 27 cm, y capacidad para un
volumen de 300 mL. Todo el sistema cont6 con una longitud de 189 cm y capacidad para

un volumen de agua de 2100 mL (Fig.2).

Largo 189 cm — Siete compartimentos — Volumen total 2100 ml

Control 5 10 25 50 75 100

Abertura superior: A
LE—TR = ‘\*\ A:7.5x4 cm

Ve \ = ]

— Volumen Didmetro R B: 300 ml
( total: B central: C 5 JI C:6cm
Concentraciones > D: 2.2 cm
mg/L E: 27 cm
Longitud: E

Fig.2 Sistema muclticompartimentado para los ensayos de exposicion no forzada

Con la finalidad de crear un gradiente de contaminacion lineal, se testaron seis
concentraciones (20, 40, 80, 160, 320, y 640 mg/L) de exposicion a prednisona mas un
control. Las concentraciones utilizadas fueron establecidas en funcion de la CL50
determinada en el ensayo de exposicion forzada. Cada concentracién representd un
tratamiento de exposicion. Estos tratamientos fueron colocados de forma individual en

un compartimento del sistema, tal como se describe en Aratijo ef al. (2014).

Cada tratamiento, junto con el control, fue testado por triplicado. Una vez
preparado el gradiente lineal de contaminacion, se introdujeron 3 organismos en cada

compartimento, con un total de 21 organismos por sistema, y 63 organismos por test. Los



experimentos se llevaron a cabo en oscuridad. Finalmente, cada hora, durante cuatro horas

de ensayo, se reviso la distribucion de los organismos en el sistema.

2.3 Procesamiento de datos
2.3.1 Analisis estadistico

La normalidad de los datos fue revisada a través de la prueba de Shapiro Wilk,
mientras que la homocedasticidad fue verificada mediante la prueba de Levene. Se aplico
un analisis de varianza de una via (ANOVA) para determinar la existencia de diferencia
significativa entre los tratamientos de exposicion. Finalmente, se utilizd una prueba de
Tukey para identificar qué medias fueron distintas entre si. Los analisis fueron realizados

con el programa InstadPad Grafic.
2.3.2 Calculo de la CL50

El célculo de la CL50 se realizé mediante la aplicacion de la formula de regresion
lineal:

(x—x1) * (y2 —¥1)
Xy —Xq

y=y1+

2.3.3 Calculo de fuga/evasion

El célculo de la fuga sera basado en el método descrito por Moreira-Santos et al.

2008:
Fugados = (NE - NO)

Donde:

(NE) = nimero de organismos esperados

(NO) = nimero de organismos observados

Para calcular la evasion (fuga) en porcentajes (%) se utilizara la formula:
Fuga= (Fugados / NE) * 100

Donde:

NE es el nimero de organismos que se espera en cada compartimento,
considerando una distribuciéon homogénea de los organismos observados, lo que supone

ninguna preferencia para cualquier concentracion de exposicion. Se calculard con el



nimero total de organismos observados dentro de los compartimentos, y dividido entre
el nimero correspondiente al compartimento. Por tanto, para la seccion 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 nimero

de la seccion, en este caso (es decir, 7).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Bioensayo de toxicidad con la especie Scenedesmus sp
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Fig. 3 Densidad celular de la microalga Scenedesmus sp. expuesta a diferentes concentraciones de
prednisona durante 24, 48, 72 y 96 horas de exposicion.

En la Figura 3 se puede observar una inhibicion severa del crecimiento celular en
la microalga Scenedesmus sp desde las 24 horas en todos los tratamientos con respecto al
control, durante todos los dias de ensayo (p<0,05). Sin embargo, los tratamientos fueron

estadisticamente iguales.

Lanotable inhibicion del crecimiento de Scenedesmus sp en todos los tratamientos
con prednisona coincide con lo reportado por Fent et al. (2006), quienes afirman que los
medicamentos de uso humano tienen el potencial de provocar un impacto considerable
en la dindmica poblacional y el crecimiento de microalgas, incluso a niveles de
concentracion relativamente bajos. De acuerdo con estos autores, los compuestos

farmacéuticos tienen la capacidad de alterar procesos metabodlicos fundamentales, como



la division celular y la fotosintesis. Esto causa una disminucion significativa de la
densidad celular desde las fases iniciales de exposicion, como se demostrd en el presente

estudio desde las 24 horas.

Ademas, el comportamiento diferente que se notd en la concentracion de 160
mg/L, con un aumento leve en la densidad celular alrededor de las 96 horas, aunque sin
alcanzar niveles semejantes al control, podria entenderse como una reaccion de
adaptacion fisiologica o tolerancia parcial. Ebert ez al. (2011) indican que las microalgas
expuestas a contaminantes farmacéuticos exhiben respuestas no lineales, que incluyen
una inhibicion inicial y una recuperacion restringida; esto se debe a procesos de

aclimatacion o a la activacion de rutas alternativas para detoxificar.

3.2 Bioensayo de exposicion forzada con el camaréon blanco Litopenaus

vannamei, determinacion de la concentracion letal media (CL50).

La CL50 determinada en L. vannamei fue de 593 mg/L de prednisona a las 96
horas de ensayo. El andlisis de los datos indica la ausencia de una relacion dosis-respuesta
positiva, ya que el incremento en la concentracion del toxico no generdé un aumento

proporcional en la mortalidad.

Tu et al. (2022) han reportado hallazgos parecidos, indicando que el tipo de
compuesto y su mecanismo de accion determinan en gran medida la toxicidad aguda en
L. vannamei, presentandose respuestas no lineales o niveles altos de toxicidad antes de
que se produzca una mortalidad importante en ciertas situaciones. En adicion, autores
como Cui et al. (2023) enfatizan que la mortalidad no es siempre el punto mas sensible
para analizar la toxicidad de sustancias farmacéuticas en organismos acuaticos,
sugiriendo que se afiadan parametros bioquimicos, comportamentales o fisioldgicos para
una evaluacion ecotoxicologica mas completa. Por ende, el hecho de que no haya una
relacion dosis-respuesta evidente, y la alta CL50 estimada en esta investigacion no
descartan potenciales efectos subletales que podrian presentarse a exposiciones

prolongadas o en diferentes circunstancias del medio ambiente.



3.3 Bioensayo de exposicion no forzada con el camaron blanco L. vannamei
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Fig. 4 Curva dosis-respuesta. Respuesta de fuga en la especie L. vannamei expuesta a distintas
concentraciones de prednisona.

En la figura 4 se evidencia que, desde la primera hora de exposicion, los
organismos manifestaron un marcado comportamiento de evasion, alcanzando niveles de
fuga del 66,7%, 94,4% y 100% bajo las concentraciones de 160, 320 y 640 mg/L
respectivamente. Durante la segunda hora del ensayo, la respuesta de evitacion persistid
con una intensidad del 88,9% en ambos tratamientos de mayor concentracion. Al evaluar
el periodo final del bioensayo (tercera y cuarta hora), se observo una estabilizacion en la
conducta de los especimenes, con porcentajes de fuga que fluctuaron entre 66,67% y
77,78% en las dosis de mayor concentracion. Esta variabilidad conductual detectada en
L. vannamei demuestra una correlacion significativa con el gradiente de concentracion al
que fueron expuestos, validando la sensibilidad de la especie mediante una respuesta de
huida ante la presencia de la prednisona. El analisis estadistico demostr6 que la respuesta

observada estuvo relacionada con la concentracion de exposicion (P<0,05)

La conducta de evasion en L. vannamei es coherente con lo que Aradjo et al.
(2014) indicaron y ha sido confirmado en investigaciones mas recientes, como la de Cui
etal. (2023), en la cual se identifica a la evitacion conductual como uno de los indicadores

subletales mas sensibles para detectar tempranamente contaminantes emergentes en
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organismos acudticos. Estos autores afirman que las reacciones de huida pueden
presentarse aun sin la existencia de efectos letales, funcionando como un mecanismo

adaptativo en respuesta a condiciones ambientales desfavorables.

La sensibilidad conductual que L. vannamei exhibe es particularmente
significativa si tenemos en cuenta su valor ecologico y productivo, porque esta especie
supone cerca del 95% de la produccidén camaronera ecuatoriana, estos datos coinciden
con Ruales (2012), los cuales mencionan que, proporcionan datos pertinentes y actuales
para la valoracion de riesgos relacionados con contaminantes emergentes en especies de
gran valor econdmico, y apoyan el empleo de bioensayos no forzados como instrumentos

adicionales en investigaciones ecotoxicoldgicas.

4. CONCLUSIONES

e El alto valor de la CL5096h (593 mg/L de prednisona) determinado en la especie
L. vannamei permitirian clasificarlo como un firmaco no toxico. Sin embargo, la
elevada sensibilidad de Litopenaeus vannamei ante la exposicion a prednisona,
evidenciada mediante la respuesta conductual de evitacion, no descartan
potenciales efectos subletales que podrian presentarse a exposiciones prolongadas
o en diferentes circunstancias del medio ambiente. Este hecho, también demuestra
que la mortalidad no es siempre el punto mas sensible para evaluar la toxicidad

de los farmacos.

e La significativa inhibicion del crecimiento celular en la especie Scenedesmus sp

durante la exposicion a prednisona demuestran el efecto toxico de este farmaco.

e Los hallazgos corroboran que el farmaco prednisona representa un riesgo
ambiental para los organismos acudticos, y demuestran que el empleo de
Scenedesmus sp y L. vannamei como bioindicadores para la valoracion

ecotoxicologica de contaminantes farmacéuticos es factible.
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