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“Evaluacion de la potencial fitotoxicidad del farmaco Cardial B
(Benazepril + Espironolactona), en la especie Scenedesmus sp”

Lépez Alonzo Luis Enmanuel; Macias-Mayorga Dayanara
Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi. Facultad de Ciencias de la Vida y Tecnologia.
Carrera de Ingenieria Ambiental.

RESUMEN

El uso de cualquier medicamento ya sea para humanos o animales, tiene un
potencial impacto ambiental. Las repercusiones ambientales de los farmacos se
dan principalmente cuando sus compuestos activos y metabolitos son
excretados por el organismo y entran en el medio ambiente a través de las aguas
residuales o la eliminacion inadecuada de medicamentos no utilizados. El Cardial
B es un medicamento veterinario de uso frecuente, utilizado como vasodilatador
mixto y protector cardiaco. El objetivo de este trabajo fue evaluar el riesgo
ambiental del farmaco Cardial B (Benazepril + Espironolactona) utilizando la
microalga Scenedesmus sp como bioindicador. Tres concentraciones de
exposicion fueron preparadas 50 mg/L, 100 mg/L y 200 mg/L de Cardial B. Los
tratamientos mas el control fueron testados por ftriplicado. Se determiné la
densidad celular del cultivo al inicio del ensayo y durante las 24, 48, 72, y 96
horas del experimento. Los resultados mostraron una disminucién significativa
en la densidad celular de Scenedesmus sp en todos los tratamientos con
respecto al control, durante todos los dias de ensayo (p<0,05), y se determiné la
concentracion letal media (CL50) de 32 mg/L de Cardial B en esta especie. En
base a los resultados obtenidos, podemos concluir que el Cardial B representan

un riesgo ambiental para los organismos acuaticos.

Palabras claves: Scenedesmus sp, ensayo de toxicidad, concentracién letal

media
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1. INTRODUCCION

La produccion y consumo de farmacos a nivel mundial ha aumentado
considerablemente en los Ultimos afios, lo que ha generado una problemética
ambiental significativa. Muchos de estos medicamentos son desechados
inadecuadamente en contenedores de basura o directamente en inodoros, lo que
contribuye a su ingreso en los sistemas acuaticos (Jiménez Cartagena, 2011).
Tras su uso, los productos farmacéuticos suelen excretarse sin cambios o0 como
metabolitos que llegan a las aguas residuales, donde las plantas de tratamiento
convencionales no logran eliminarlos completamente (Fent et al., 2006).

En consecuencia, estos compuestos, conocidos como contaminantes
emergentes (CE), se han detectado en diversos ambientes acuaticos, incluyendo
rios, lagos y mares (Comber et al, 2018). Originalmente, los productos
farmaceuticos no eran considerados contaminantes ambientales, debido a que
se desconocia su acumulacién en suelos, aguas, aire, y tejidos biologicos. Sin
embargo, las aguas residuales de la industria farmacéutica y hospitales
presentan una alta carga y una mezcla compleja de estos compuestos, lo que

representa un serio problema ambiental (Pefiate et al., 2009).

Ademas, en ocasiones la remocién aparente de farmacos en las plantas de
tratamiento de aguas residuales (PTAR) no implica su eliminacién definitiva, ya
que muchos farmacos se adsorben en los lodos generados, limitando la
eficiencia del proceso y contribuyendo a la contaminacién de efluentes que
afectan las aguas superficiales e incluso, en menor medida, las subterraneas y

de agua potable (Santos et al., 2010).

Entre los contaminantes emergentes que generan mayor preocupacion se
encuentran los productos farmacéuticos y de cuidado personal (PFCP), que se
utilizan masivamente para prevenir, controlar y tratar enfermedades en humanos

y animales, lo que facilita su entrada constante al ambiente (Uslu et al., 2013).



En particular, el uso creciente de farmacos como analgésicos, antimicrobianos y
antihipertensivos, especificamente los inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (IECA), como el Cardial B, genera una demanda alta y una
administracion frecuente, incluso con automedicacion, aumentando la presencia
detectable de estos compuestos en el medio ambiente (Jiménez Cartagena,
2011). El Cardial B, un medicamento IECA empleado para tratar la hipertension,
insuficiencia cardiaca congestiva y proteger los rifiones en pacientes diabéticos
con proteinuria, representa un compuesto relevante a estudiar por su posible

toxicidad en organismos acuaticos (Santos et al., 2010; Fent et al., 2006).

Estos farmacos pueden afectar la salud humana y los ecosistemas acuaticos,
aunque su regulacion es limitada debido a la falta de datos sobre sus impactos
a largo plazo (Jiménez Cartagena, 2011). Los IECA, por ejemplo, pueden alterar
funciones endocrinas y reproductivas en peces y otros organismos acuaticos,

afectando la biodiversidad al modificar las poblaciones de flora y fauna (Pérez,

2017).

Para evaluar estos impactos, varios estudios han utilizado microalgas como
modelos biolégicos, ya que estas pueden reflejar la respuesta integrada del
ecosistema acuatico ante contaminantes y permiten monitorear efectos toxicos
en su fisiologia. Por ejemplo, Pérez (2017) demostré que el antibiético
clortetraciclina es muy tdxico para la microalga Pseudokirchneriella subcapitata,

y que la formulacion Glifosato Il Atanor afecta a otras especies de microalgas.

Especificamente, la microalga Scenedesmus sp es una especie clave en los
ecosistemas acuaticos por su rol en la produccién primaria y equilibrio ecolégico
(Neuwoehner y Escher, 2010). Por ello, investigar la fitotoxicidad del Cardial B
en Scenedesmus sp es fundamental para evaluar los riesgos ambientales
derivados de la liberacion de este farmaco en cuerpos de agua, dado que hay
escasos estudios enfocados en esta relacién. Por lo anteriormente expuesto, el
objetivo del presente trabajo fue evaluar la potencial toxicidad del farmaco

Cardial B en la especie de microalga Scenedesmus sp como bioindicador.



2. METODOLOGIA

2.1 Bioensayos con la especie Scenedesmus sp

El ensayo de toxicidad se realizdé en matraces Erlenmeyer de 125 ml de
capacidad. Tres concentraciones de exposicion fueron testadas (50; 100; 200
mg/l de Cardial B) mas un control y fueron testadas por triplicado. En cada uno
de los ensayos 100 ml del cultivo de microalga fueron colocado por matraz
(unidad experimental). A cada matraz se le ariadié la concentracién del farmaco
de manera que quedo disuelta en los 100 ml de microalga. A las 24, 48, 72 y 96
horas de exposicion se realizé el conteo de microalgas en cada tratamiento. Para
el conteo celular se utilizé una camara de Neubauer (Fig. 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 los cuales corresponde a un volumen de 0,1
pl. Para la observacion de las microalgas se utilizd el microscopio 6ptico

binocular (LABOMED, modelo Lx500).
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Fig. 1 Cuadrantes de la Camara Neubauer. Se realizd el conteo de la densidad celular en los

cuadrantes 1, 3, 7y 9.
La férmula para la determinacion de la densidad celular es la siguiente:

DC=Nx10"4*(F.d)
Dénde:

DC = densidad celular (x10* cel/ml)



N = promedio de células presentes en 1 mm? (0,1 ul). Este nimero de células se
divide de acuerdo con el nimero de cuadrantes contados. Por ejemplo, si se
contaron 245 en los 4 cuadrantes de una de las dos camaras, entonces la
poblacion de células corresponde a: 61,25x10* cel/ml.
10* = factor de conversiéon de 0,1 ula 1 ml
F.d = factor de dilucion (cuando se considera necesario diluir la muestra).

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

2.2 Procesamiento estadistico

La normalidad de los datos se revisd a través de la prueba de Kolmogorov-
Smirnov, y la homocedasticidad mediante la prueba de Levene. Un analisis de
varianza de una via (ANOVA) se aplicé para determinar si existe o no diferencia
significativa entre los tratamientos de exposicién. Una prueba de Tukey se utilizd
para identificar que medias son distintas. Los andlisis fueron realizados a través

del programa estadistico Instad Pad Grafic.

3. RESULTADOS y DISCUSION
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Figura 2. Densidad celular de Scenedesmus sp expuesta a diferentes concentraciones (50; 100; 200 mg/L) de
Cardial B, durante 24, 48, 72 y 96 horas de exposicién. En los analisis estadisticos letras distintas indican

diferencias significativas (p<0,05)




La exposicion a distintas concentraciones de Cardial B ocasioné una disminucion
de la densidad celular de la especie Scenedesmus sp en todos los tratamientos
(50, 100 y 200 mg/L) con respecto al control (p<0,05). Este efecto fue observado
desde las 24 horas de ensayos. Ademas, se determind una concentracion letal
media a las 24 horas (CL5024n) de 32 mg/L.

Esta reduccion gradual de la densidad celular coincide con investigaciones
previas sobre la toxicidad de medicamentos cardiovasculares en microalgas,
como es el caso del propranolol, que inhibié la proliferacion de Scenedesmus
vacuolatus con una CL50 que oscilaba entre 70 y 90 mg/L, dependiendo del pH
del medio. Estos hallazgos sugieren que el Cardial B podria compartir una ruta
toxicolégica similar, afectando procesos celulares esenciales como la
permeabilidad celular, el pH intracelular y el potencial de membrana de las

celulas algales (Neuwoehner & Escher, 2011).

Otros inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA), como el
Captopril, provocaron una disminucién significativa en el crecimiento de
Desmodesmus subspicatus; una especie de alga con caracteristicas similares a
Scenedesmus sp. a una concentracién de 168 mg/L. Demostrando que los
IECAs, como el Cardial B, tienen la capacidad de interferir en procesos
fisiologicos de las microalgas, tales como la division celular, la fotosintesis, entre
otros procesos (Neuwoehner & Escher, 2011). Otro estudio plantea que la
espironolactona, un IECA adicional, actlia como un alterador endocrino no solo
en peces y otros organismos acuaticos, sino que, debido a su capacidad para
modificar la homeostasis idnica y el balance hormonal, también podria afectar
procesos fisiologicos esenciales en microalgas como Scenedesmus sp.

(Gonzalez Alonso et al., 2017)

Diversos farmacos cardiovasculares como atenolol, propranolol y metoprolol,
nodalol, han demostrado ser toxicos en microalgas a niveles ambientales,
ademas, son muy empleados en la medicina tanto humana como veterinaria, y
se han encontrado en cuerpos de agua debido a su insuficiente metabolismo y a

su eliminacion en los efluentes de las plantas de tratamiento.



En una investigacion llevada a cabo por Maszkowska et al. (2014), se determiné
que, entre bacterias marinas, bacterias de suelos, algas verdes, lentejas de mar
y S. vacuolatus, una microalga perteneciente al género Scenedesmus, era el
organismo mas sensible a estos betabloqueadores, especialmente al
propranolol, con un valor de EC50 de 24 mg/L, lo que sugiere una inhibicién

notable en la reproduccién algal.

Esta sensibilidad puede ser el resultado de como los betabloqueadores
perturban procesos celulares esenciales, posiblemente a través de mecanismos
como la narcosis o la interaccién con receptores no especificos. Aunque los
hallazgos indican que el riesgo ambiental de estos compuestos es bajo en
concentraciones reales, el efecto sobre organismos fotosintéticos primarios
como Scenedesmus sp podria tener consecuencias ecolégicas importantes,
sobre todo considerando exposiciones prolongadas o en presencia de mezclas

de contaminantes.

La microalga Scenedesmus sp. se emplea extensamente en bioensayos debido
a su elevada sensibilidad a contaminantes en desarrollo. La reduccién notable
de su densidad celular detectada en esta investigacion indica que esta especie
podria utilizarse como biomarcador para supervisar la presencia de IECA y otros
medicamentos en cuerpos acuaticos, tal como lo corroboran ofras

investigaciones de Pérez (2017) y Fent et al. (2006).

4, CONCLUSIONES

e Las microalgas son la base de la red tréfica en los ecosistemas acuaticos,
por ende, la disminucion de la densidad celular de la especie
Scenedesmus sp expuesta a Cardial B, evidencié |a alta toxicidad de este

farmaco para estos ecosistemas.



El valor de CL50 determinado 32mg/L de Cardial B, clasifica a este
farmaco en la Categoria Aguda 3 (10 < CL50 < 100 mg/L), segun el
Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacion y Etiquetados de
Productos Quimicos (SGA) de las Naciones Unidas.

Se demuestra la utilidad de la especie Scenedesmus sp en la evaluacion

del riesgo ambiental de farmacos como el Cardial B.
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