Uleam

UNIVERSIDALD LAKCA «
ELOY ALFARO DE MANABI

UNIVERSIDAD LAICA ELOY ALFARO DE MANABI

FACULTAD CIENCIAS DE LA VIDA Y TECNOLOGIA

CARRERA:

INGENIERIA AMBIENTAL

MATERIA:
TRABAJO DE INTEGRACION CURRICULAR: FASE DE RESULTADOS

TEMA:

EVALUACION DEL RIESGO AMBIENTAL DEL CONTAMINANTE
EMERGENTE CEFALEXINA, UTILIZANDO LA ESPECIE Danio rerio COMO
BIOINDICADOR

INTEGRANTE:

VERDUGA BRIONES MARIA VICTORIA

DOCENTE:
Dra. DAYANARA MARIA MACIAS MAYORGA
ANO LECTIVO:

ULEAM 2024(1)

MANTA-ECUADOR



DECLARACION DE AUTORIA

Verduga Briones Maria Victoria, cgresada de la facultad de Ciencias de la vida y
Tecnologias, de la carrera de Ingenieria ambiental, libre y voluntariamente declaro que la
responsabilidad del contenido de la presente investigacion titulada “Evaluacion del ricsgo
ambiental del contaminante emergente Cefalexina, utilizando la especie Danio rerio
como bioindicador.”, corresponde exclusivamente al tutor y patrimonio intelectual de las
autoras, dejando establecido que aquellos aportes intelectuales de otros autores se han

referenciado debidamente en el texto de dicho trabajo.

T

T

Verduga Briones Maria Victoria
ClL. 1350712079

AUTORA



CERTIFICACION

En calidad de docente tutor de la Facultad de Ciencias de la Vida y Tecnologias de la

Universidad Laica “Eloy Alfaro” de Manabi, CERTIFICO:

Haber dirigido, revisado y aprobado preliminarmente el Trabajo de Integracion Curricular
bajo la autoria de la estudiante VERDUGA BRIONES MARIA VICTORIA,
legalmente matriculada en la carrera de Ingenieria Ambiental, periodo académico 2024-
2, cumpliendo el total de 384 horas, cuyo tema del proyecto es “Evaluacion del riesgo
ambiental del contaminante emergente Cefalexina, utilizando la especic Danio rerio

como bioindicador.”

La presente investigacion ha sido desarrollada en apego al cumplimiento de los requisitos
académicos exigidos por el Reglamento de Régimen Académico y en concordancia con
los lineamientos internos de la opcion de titulacion en mencion, reuniendo y cumpliendo
con los méritos acad¢micos, cientificos y formales, y la originalidad del mismo, requisitos
suficientes para ser sometida a la evaluacion del tribunal de titulacion que designe la

autoridad competente.

Particular que certifico para los fines consiguientes, salvo disposicion de Ley en
contrario.

Manta, 17 dc enero de 2025.

Lo certifico,

Nl
v [

Dra. Dayanara Macias Mayorga

Docente Tutor



APROBACION DEL TRIBUNAL

Los respectivos integrantes del tribunal, declaran que han aprobado el presente trabajo de
titulacion “Evaluacién del riesge ambiental del contaminante emergente
Cefalexina, utilizando la especie Danio rerio come bioindicador”, de la egresada
Verduga Briones Maria Victoria, luego de haber sido analizada por los seftores
Miembros del Tribunal de Grado, en cumplimiento de lo que establece la ley se da por
aprobada la sustentacion, accién por la cual se hacen merecedores al titulo de Ingeniera

ambiental,

4 JED]

- =7
Dra. é@s EspeL?nga Muiioz Verduga, PhD
P

residente (a) del Tribunat

Blgo. Ricardo Castillo Ruperti, Mg.
Miembro del Tribunal

Ing. Brigida Rodriguez Guerrero, Mg.

Miembro del tribunal



DEDICATORIA

A Dios, por ser mi guia y fortaleza en cada paso de este camino. Por darme la sabiduria,

la paciencia y la perseverancia necesaria para llegar hasta aqui.

A mis padres, cada pigina de esta tegis estd escrita con el esfuerzo que me ensefiaron, con
las lagrimas que secaron y con la fe que siempre depositaron en mi. No hay palabras
suficientes para agradecerles por cada sacrificio, por cada desvelo y por cada palabra de
aliento cuando sentia que no podia mas. Este logro es tan suyo como mio, porque sin su
amor incondicional y su apoyo inquebrantable, este suefio jamas habria sido posible. Hoy,
con el corazén lleno de gratitud y emocion, les entrego este triunfo, porque todo lo que

soy es gracias a ustedes.

A ti, mi hermano, mi comparicro de vida, mi complice y mi apoyo incondicional. Gracias
por estar siempre a mi lado, por alentarme en los momentos dificiles y por celebrar
conmigo cada pequeifio logro. Este triunfo también es tuyo, porque sin ti, este camino

habria sido mas dificil y menos especial.

A mi querida abuelita, por su amor infinito, sus ensefianzas y su inquebrantable apoyo.
Gracias por ser mi refugio, por cada palabra de aliento y por ensefiarme, con su ejemplo,

¢l valor del esfucrzo y la perscverancia.

A mi novio, por ser mi apoyo incondicional, gracias por creer en mi incluso cuando yo
dudé, por tus palabras de aliento, tu paciencia infinita y por caminar a mi lado en este
proceso. Tu amor y comprension han sido mi motor para seguir adelante, y este logro es

también tuyo.

A mis amigos, por su compaiiia, sus palabras de aliento y por hacer cste proceso mas

llevadero con su carifio y apoyo.

A mi misma, por no rendirme, por levantarme cn los momentos dificiles y por seguir
adelante a pesar de los obsticulos. Esta meta alcanzada es prueba de mi dedicacion, mi

csfuerzo y mi determinacion.

Con gratitud y orgullo, dedico este logro a quiencs han sido mi sostén en este camino.



AGRADECIMIENTOS

En este importante logro de mi vida, quiero expresar mi mas profunda gratitud a quienes

han sido mi apoyo y guia en este camino.

A mis padres, por su amor incondicional, su csfucrzo y sacrificio. Gracias por ser mi
inspiracion, por brindarme su apoyo en cada momento y por creer en mi incluso cuando

yo dudé¢. Sin ustedes, este suefio no habria sido posible.

A mis profesores, por compartir su conocimiento, su paciencia y su dedicacion. A mi
tutora, por su guia, consejos y por acompafarme en este proceso con compromiso y

dedicacion. Su orientacion ha sido clave para que este trabajo sea una realidad.

A las personas especiales en mi vida, que, con su apoyo, palabras de aliento y compaiiia
han hecho este camino mas llevadero. Gracias por estar ahi, por animarme cn los

momentos dificiles y celebrar conmigo cada pequefio avance.

A todos ustedes, mi mas sincero agradecimiento. Este logro es también suyo.



EVALUACION DEL RIESGO AMBIENTAL DEL FARMACO CEFALEXINA A
TRAVES DE LA RESPUESTA DE FUGA DEL PEZ Danio rerio COMO
BIOINDICADOR

Verduga Briones Maria Victoria; Macias-Mayorga Dayanara

Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi. Facultad Ciencias de la Vida y Tecnologia.

Carrera de Ingenieria Ambiental
RESUMEN:

El objetivo de este trabajo fue evaluar el riesgo ambiental del farmaco cefalexina
utilizando la especie Danio rerio como bioindicador. Se utilizaron juveniles del pez cebra
en un ensayo de exposicion no forzada. El ensayo fue llevado a cabo en un sistema
multicompartimentado con siete compartimentos. Se cred un gradiente de contaminacion
lineal con seis concentraciones (50, 100, 200, 400, 600, 800 mg/L de cefalexina) mas un
control, los tratamicentos y el control fueron testados por triplicado. Estos tratamientos
fueron colocados de forma individual en un compartimento del sistema. Una vez
preparado el gradiente lineal de contaminacion, se introdujeron tres organismos en cada
compartimento, con un total de 21 organismos por sistema, y 63 organismos por test. Los
cxperimentos s¢ llevaron a cabo en total oscuridad. Se contabilizé el nimero de
organismos en cada compartimento cada hora durante 4 horas (tiempo de duracion del
cnsayo). Se observo una marcada respuesta de fuga de la especie D. rerio desde la primera
hora ensayo, mostrando porcentajes de fuga de 55,5%, 80,0%, 94,4%, (50, 100, 200 mg/L
cefalexina respectivamente) y 100% en las concentraciones de 400, 600 y 800 mg/L de
cefalexina. En la segunda hora de ensayo se mantuvo el mismo comportamiento de
cvasion. A partir de la tercera hora de ensayo hay un descenso de la respucsta de fuga, sin
embargo, se mantienen porcentajes de fuga por encima del 50% a partir de la
concentracion de 200 mg/L de cefalexina. Con lo que se puede concluir que el antibidtico
cefalexina representa un riesgo ambiental para los organismos acuaticos ya que provoco
una marcada respuesta de fuga en los juveniles de la especie D. rerio. Por otra parte, la
respuesta observada en el pez Danio rerio valida el uso de esta especie como bioindicador

en la evaluacion de la potencial toxicidad de este farmaco.
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1. INTRODUCCION

El agua contaminada provoca un impacto significativo cn los ecosistemas acuaticos, ya
que puede llevar a su degradacion y eventual desaparicion, esto ocurre debido a diversos
factores que favorecen un crecimiento acelerado de algas, desencadenando procesos de
eutrofizacion que, con el tiempo, resultan en una contaminacion completa del recurso
hidrico, proteger el agua cs fundamental, especialmente considerando que cn los
proximos afios las poblaciones de paises en desarrollo seran las mas afectadas por la

cscasez o contaminacion de este recurso vital (Ramos, 2023).

Segin (Milquez & Montagut, 2023), los contaminantes emergentes (CE) abarcan
sustancias de origen natural, quimico o sintético que forman parte de la vida cotidiana y
que representan un riesgo potencial para el medio ambiente, pero que no estan reguladas
ni monitorcadas de manera sistematica, dentro de este grupo se incluyen farmacos,
compuestos perfluorados y perclorados, hormonas, drogas de abuso, productos de
cuidado personal, materiales de higiene y nanomateriales, estos contaminantes suelen
cncontrarse principalmente en ambientes acuaticos y en aguas residuales, siendo
considerados nuevos contaminantes. De acuerdo con la Agencia de Proteccion Ambiental
de los Estados Unidos (US EPA, por sus siglas en inglés), los CE son definidos como
compuestos quimicos y sus derivados que carecen de regulacion formal, y cuyo impacto
sobre el medio ambiente y la salud humana ain no se comprende por completo, ademas,
su presencia en cuerpos de agua ha sido reportada de manera consistente en diversas

regiones del mundo.

No obstante, solo una fraccion de estos compuestos ha sido evaluada desde una
perspectiva toxicologica debido a la gran cantidad y variedad de sustancias que
conforman csta categoria, la presencia de CE en concentraciones minimas en el medio
ambiente plantea multiples desafios, como la dificultad para realizar muestreos precisos,
la interferencia de la matriz ambiental en su deteccion y los complejos procesos
requeridos para su analisis. Estas dificultades incrementan significativamente los costos
asociados a la investigacion de los CE y limitan la posibilidad de estudiar a fondo su

impacto ambiental.

De acuerdo con (Guale, 2020 ), el sector farmacéutico en Ecuador ha experimentado
transformaciones significativas en los niveles de produccion y en su cadena de

comercializacidn a nivel nacional. Esto se debe, en parte, a la implementacion del Decreto



118 promulgado el 23 de octubre de 2009, que elimind los derechos de patente de ciertos
laboratorios farmacduticos, csta medida busca garantizar el acceso libre a medicamentos
considerados esenciales para la poblacion, especialmente aquellos necesarios para el
tratamiento y cura de diversas enfermedades, a través de la emision de licencias
obligatorias de produccién, se planted una cobertura inicial parcial en un plazo de dos
afios tras la entrada en vigor del decreto, con el objetivo de alcanzar una cobertura total

para 2013, consolidando su aplicacion plena.

La cefalexina es un antibidtico de uso médico y veterinario, que pertenece a las
cefalosporinas de primera generacion y tiene un efecto bactericida, dirigido
principalmente contra bacterias aerobias grampositivas, especialmente cocos, su
aplicacion clinica abarca el tratamiento de infecciones respiratorias, otitis media,
afecciones cutaneas, infecciones urinarias, problemas dentales y adenitis cervical. Los
efectos secundarios son poco comunes y suelen limitarse a alteraciones gastrointestinales

y sintomas generales leves, (Pineda et al., 2022).

Estudios revelan que especialmente en América del Sur y América del Norte, la
resistencia a los antibidticos ha aumentado en las cefalosporinas y fluoroquinolonas. En
Colombia la cefalexina tiene un consumo importante, ocupando incluso el tercer lugar
con un 95% en ventas entre los antibidticos mas consumidos. En Ecuador por su parte, lo
encontramos como el segundo antibiotico mas usado en clinicas, hospitales y hogares.

(Perea 2019)

Segun Vallejo et al. (2017) en un estudio realizado en un centro de salud de la ciudad de
Guaranda (Ecuador), de los desechos hospitalarios generados (940.3 Kg), solo el 3.1%
(29.6 Kg aproximadamente) correspondio a desechos farmacéuticos, y seglin Zambrano
(2015) en un estudio realizado en cl Hospital Rodriguez Zambrano, ubicado en la ciudad
de Manta (Ecuador), los desechos infecciosos farmacos correspondieron a 38 Kg anuales
en 2011, siendo uno de los mas bajos en comparacion con otros desechos generados.
Determinando asi que son producidos en menor cantidad que el resto de los desechos, sin
embargo, cstas cantidades son suficientes para que pucdan tener influencia ncgativa

debido a su inadecuada gestion que generalmente es muy coman.

Por todo lo anteriormente expuesto, el presente trabajo de investigacion evalué el riesgo

ambiental del farmaco cefalexina utilizando la especie Danio rerio como bioindicador.



2. METODOLOGIA

2.1. Aclimatacion de los Peces
Alevinges del pez Danio rerio fueron utilizados en ensayos de exposicion no forzada para
evaluar la potencial toxicidad del fairmaco cefalexina. Los organismos fueron obtenidos
cn tiendas de acuarios. Una vez en ¢l laboratorio los organismos sc aclimataron durante
una scmana antes de iniciar los ensayos. Los organismos se¢ mantuvieron a una
temperatura de entre 22 — 26 °C y fotoperiodo controlado (12 h luz:12 h oscuridad). Los
acuarios sc ubicaron en un sitio tranquilo de acuerdo con las pautas de bienestar animal
de la Directiva de la Union Europea 2010/53 sobre el uso de animales con fines
cientificos. Un total de 200 individuos de pez cebra colocados en 2 cubetas de plasticos
(200 organismos/cubeta) con un volumen de agua de cultivo de 9L en aireacion constante.
Durante el proceso de aclimatacion los organismos sc alimentaron ad libitum con hojuclas

para peces.

2.2. Ensayo de exposicion no forzada
Alevines de Danio rerio fueron utilizados en ensayos de fuga (avoidance) para evaluar la
potencial toxicidad del farmaco cefalexina. Los ensayos de exposicion no forzada son una
herramienta 1til que nos permiten conocer la capacidad de los organismos a percibir
contaminantes ¢ ir a zonas menos contaminadas. El experimento fuc realizado en un
sistema de multicompartimiento, este sistema estaba conformado por siete
compartimientos, cada uno contaba con una longitud de 27 ¢cm y un volumen de 300 ml,
de forma general este sistema de multicompartimiento tiene una longitud de 189 cm y

una capacidad para un volumen de 2100 ml. (Fig.1)

Largo 189 cm - Siete compartimentos — Volumen total 2100 ml

Control 5 10 25 50 75 100

- — f - e — — e — g - bl o

Abertura superior: A

| j A:7.5%4 cm
Volumen Didmetro T B: 300 ml
[ total: B " tentral: C P ceem
Concentraciones . ™ D: 2.2 ¢cm
mg/L . E:27cm

Longitud: E

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



Un gradiente de contaminacion lineal fue creado con seis concentraciones de exposicion.
Las concentraciones utilizadas fueron: 50, 100, 200, 400, 600, 800 mg/L de cefalexina,
mas un control (0 mg/L). Las concentraciones de cefalexina fucron preparadas a partir
capsulas de 500 mg de la industria farmacolégica La Santé. Cada concentracion fue un
tratamiento de exposicion. Estos tratamientos fueron colocados de forma individual en
un compartimento del sistema tal como describe Aratjo et al. (2014). Cada tratamiento y
el control se testaron por triplicado. Una vez preparado el gradiente lineal de
contaminacion, sc introdujeron tres organismos en cada compartimento, con un total de
21 organismos por sistema, y 63 organismos por test. Los experimentos se llevaron a cabo
en total oscuridad. Se revisé la distribucion de los organismos en el sistema cada hora

durante 4 horas (tiempo de duracion del ensayo).

2.3. Procesamiento de datos

2.3.1. Analisis estadistico

La normalidad de los datos fue revisada a través de la prucba de Shapiro Wilk, la
homocedasticidad se verifico a través de la prueba de Levene. Un ANOVA de dos vias
fue aplicado para determinar si la respuesta observada en los organismos estaba
relacionada con los tratamientos de exposicion, el tiempo, o la interaccion de ambos.
Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el uso del programa Insta Pad

Graphic.
2.3.2. Calculo de fuga /evasion

El célculo de la fuga se baso en el método descrito por Moreira-Santos et al. 2008:

Fugados = (NE - NO)
Donde:
(NE)= ntimero de organismos esperados,

(NO)= ntiimero de organismos observados.

Para calcular la evasion (fuga) en porcentajes (%) se utilizara la formula:

Fuga= (Fugados / NE) * 100.



Donde:

NE es ¢l nimero de organismos que se espera en cada compartimento, considerando una
distribucion homogénea de los organismos observados, lo que suponc ninguna
preferencia para 10 cualquicr concentracion de exposicion. Sc calculard con cl nimero
total de organismos observados dentro de los compartimentos, y dividido entre el nimero
correspondiente al compartimento. Por ejemplo, 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).

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

Ensayo de exposicion no forzada (Ensayo de fuga o evasion)

—&—— %Fuga1h

120 A O 9% Fuga2h
——-%-—— % Fuga 3h
— —A-—- % Fuga 4h

% de fuga

0 T T T T T T
0 50 100 200 400 600 800

mg/L de Cefalexina

Fig. 2 Porcentaje de fuga del pez Danio rerio expuesto a un gradiente de contaminacion de cefalexina

En la figura 2 se puede observar la marcada respuesta de fuga de la especie D. rerio desde
la primera hora ensayo, mostrando porcentajes de fuga de 55,5%, 80,0%, 94,4%, (50,
100, 200 mg/L cefalexina respectivamente) y 100% en las concentraciones de 400, 600 y
800 mg/L de cefalexina. En la segunda hora de ensayo se mantiene el mismo
comportamiento de evasion. A partir de la tercera hora de ensayo hay un descenso de la
respuesta de fuga, sin embargo, se mantienen porcentajes de fuga por encima del 50% a
partir de la concentracion de 200 mg/L de cefalexina. El ANOVA de dos vias determiné
que la respuesta observada en el pez D. rerio estuvo relacionada con 1a concentracion de

exposicion (p<0,05) y no al tiempo de exposicion (p=>0.05)



4. DISCUSION

La cefalexina es un antibidtico de uso frecuente que permite combatir las infecciones
causadas por bacterias gramncgativas y grampositivas, y ¢s de gran demanda debido a
que presenta poca toxicidad y un amplio margen terapéutico seglin scnalan distintos
autores (Percira & Pérez, 2024). Sin embargo, su uso excesivo y la eliminacion
inadecuada de residuos han llevado a su presencia en el medio ambiente, especialmente
en cuerpos de agua. La cefalexina tiene una tasa de biotransformacion de solo el 10%,
llegando a ser excretados el 90% restante a través de la orina. (Perea 2019), llega a los
cucrpos de agua y sc acumulan cn los tejidos de los animales acuaticos que, al igual que
otros farmacos causan grandes afectaciones al intestino, higado, rifion, incluso causando

variaciones genéticas.

Una investigacion realizada por Pérez (2003) sobre comparacion de extractos vegetales
con posible actividad bilogica utilizando los crustaceos Artemia salina y Thamnocephalus
platyurus, se evaluaron diez extractos vegetales y cinco farmacos, entre ellos la
cefalexina. Se utilizaron concentraciones de 10 a 1000 ml/L y se hizo la revision de
resultados a las 24 y 48 horas, y no se evidencid mortalidad ni sensibilidad de los
organismos ain en la concentracion de 1000 mg/L de cefalexina. Sin embargo, la
respuesta de cvasion observada en Danio rerio en el presente estudio ante la exposicion
a cefalexina, destaca la potencial toxicidad de este antibidtico en los ecosistemas
acuaticos. Segun (Oliveira et al., 2014) la fuga representa una rapida respuesta defensiva
de los organismos expuestos a un contaminante. Considera ¢l desplazamiento de los
organismos a zona menos contaminada o donde se sientan menos afectados (Moreira-
Santos et al., 2008), para garantizar la supervivencia de la especie. El comportamiento de
fuga se considera una herramienta relevante en la evaluacion del riesgo ecoldgico (Lopes
ct al., 2004; Rosa ct al., 2008), enfocada en predecir posibles efectos de la contaminacion

en la distribucion espacial de organismos.

La legislacion europea menciona que una sustancia puede ser potencialmente peligrosa
para el ambiente cuando en los ensayos agudos sobre Daphnia magna se obtienen CE 50
o CL 50 menores a 100 mg/L. En nuestro estudio, aunque no se realizaron ensayos agudos
cstaticos, sino cnsayos de cxposicion no forzada se pudo observar una respuesta de
fuga/evasion determinante desde la primera hora de ensayo a partir de los 50 mg/L de

cefalexina. EI comportamiento de fuga es una herramienta valiosa en las evaluaciones de
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riesgo ecoldgico, ya que refleja la rapida reaccion de los organismos ante contaminantes.
Estudios han demostrado que D. rerio responde incluso a bajas concentraciones de
cefalexina en el medio ambiente, presentando efectos como disminucion del peso

corporal y alteraciones en su sistema de crecimiento. (Gonzalez-Pleiter, 2013)

La exposicion a mezclas de antibidticos puede tener una accion toxica significativa sobre
los productores primarios de los ecosistemas, como cianobacterias y algas verdes, incluso
a bajas concentraciones. Estas mezclas pueden afectar la base de la cadena alimentaria
acudtica, lo que podria tener repercusiones en todo el ecosistema. (Milquez & Montagut,
2023). Un desafio adicional al investigar los efectos de la contaminacion quimica en los
cuerpos de agua es que los contaminantes rara vez se encuentran en forma aislada; mas

bien, aparecen como mezclas complejas de numerosos compuestos quimicos.

5. CONCLUSION

El antibiotico cefalexina representa un riesgo ambiental para los organismos acuaticos ya
que provoco una marcada respuesta de fuga en los juveniles de la especie D. rerio. Por
otra parte, la respuesta observada en ¢l pez Danio rerio valida el uso de esta especie como

bioindicador en la evaluacion de la potencial toxicidad de este farmaco.
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