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EVALUACION DEL RIESGO AMBIENTAL DEL IBUPROFENO UTILIZANDO EL
CAMARON BLANCO Litopenaeus vannamei COMO BIOINDICADOR

Bonilla Cordero Maria Fernanda; 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 estudio fue evaluar el riesgo ambiental del contaminante emergente
ibuprofeno utilizando la especie Litopenaeus vannamei como bioindicador. Inicialmente, se
llevo a cabo un ensayo de exposicién forzada utilizando especimenes de camarédn blanco para
la obtencidn de la CL50, la cual fue de 150 mg/L a 48 h, valor utilizado para la realizacién de
un ensayo de exposicion no forzada para determinar la respuesta de fuga/evasion de la especie.
Se empled un sistema multicompartimentado creando un gradiente de contaminacion con seis
concentraciones (12.5, 25, 50, 100, 200, 400 mg/L de ibuprofeno) méas un control los cuales
fueron testados 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 y cada hora durante
cuatro horas de ensayo se reviso la distribucion de los organismos en el sistema. Se observé la
marcada respuesta de fuga de la especie L. vannamei desde la primera hora de ensayo, teniendo
porcentajes de fuga relevantes a partir de la cuarta concentracion y a medida que va en aumento,
siendo estos de 44,40%, 55,60% y 88,90% (100, 200 y 400 mg/L ibuprofeno respectivamente).
En la segunda hora de exposicién a comparacion con la primera, se mantuvo la misma
tendencia, sin embargo, es mucho mas marcado el porcentaje de fuga (59,30%, 61,10% vy
100%). Esta tendencia del incremento de fuga al aumentar la concentracion se mantuvo a la
tercera y cuarta hora, a pesar de ello, estos porcentajes resultaron menores a comparacion de la
segunda hora. De acuerdo con los objetivos planteados, se puede concluir que el farmaco
ibuprofeno representa un riesgo ambiental para los organismos acuéticos debido a que provoco
una marcada respuesta de fuga en individuos de la especie Litopenaeus vannamei. A su vez, la
respuesta observada en este organismo valida el uso del mismo como bioindicador en la

evaluacion de la potencial toxicidad de este farmaco.

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

Los contaminantes emergentes (CEs), son definidos como compuestos de distinto origen y
naturaleza quimica, refiriéndose mayormente a contaminantes que no han sido regulados,
aunque tampoco estan exentos a su regulacién a futuro esto dependiendo de los resultados de
investigaciones acerca de sus impactos potenciales en la salud y el medio ambiente. Para
muchos de los CEs, no se dispone de informacion suficiente sobre su incidencia, la contribucion
al riesgo ni los datos ecotoxicoldgicos. Esto ocasiona gran dificultad al momento de ser
determinados los posibles efectos que podrian tener tanto en la salud humana como en los
organismos acudticos (Barcel6 2003).

Entre los CEs destacan los productos farmacéuticos, compuestos complejos considerablemente
empleados alrededor del mundo. En la actualidad, miles de moléculas activas diferentes son
usadas para tratar o prevenir muchas enfermedades, con un gran nimero de productos nuevos
que se sintetizan afio tras afio para reemplazar a otros. Luego de ser administrados, estos
farmacos se excretan como el compuesto original o metabolitos activos y, en distintas
cantidades, pueden llegar al medio ambiente. Estas cantidades en aguas superficiales dependen
de ciertos factores, algunos de ellos predecibles, como el metabolismo y la degradacién, y otros

impredecibles, como la inadecuada eliminacion (Zuccato et al. 2005).

Debido a sumecanismo de accién particular y al hecho de que estos compuestos estan disefiados
especifica e intencionalmente para producir un efecto en los seres humanos, mamiferos u otros
vertebrados, los residuos de medicamentos podrian considerarse tan o incluso mas relevantes
para la salud humana que los de los pesticidas, que estan creados para afectar a las malas

hierbas, los hongos, entre otros (Cleuvers 2003).

En 1977, se realizo el estudio pionero referente a la contaminacion ocasionada por farmacos
llevado a cabo en una planta de tratamiento de residuos ubicada en Kansas City (Misuri), donde
se detectd acido salicilico y clorofenoxiisobutirato. Los hallazgos obtenidos fueron publicados,
sin embargo, permanecieron desatendidos durante los siguientes 15 afios, ya que se tenia una

creencia erronea que la solucién a la contaminacion era la dilucion (Hignite y Azarnoff 1977).

Posteriormente, en 1992 se da a conocer que investigadores alemanes mientras se encontraban
en busca de herbicidas en agua lograron detectar acido clofibrico. Seguido de ello, otros

estudios realizados en paises como Suecia, Dinamarca y Alemania hallaron el mismo



compuesto en lagos, rios y en el Mar del Norte. Estos resultados marcaron un punto clave de
partida para que demas cientificos prestaran una atencion mas rigurosa a la presencia de los

productos farmacéuticos en el ambiente (Heberer y Stan 1997).

Un estudio realizado a escala global de la contaminacion por ingredientes farmacéuticos activos
(API) en 258 de los rios del mundo, que representan la influencia ambiental de 471,4 millones
de personas en 137 regiones geograficas, mediante analisis en el Centro de Excelencia en
Espectrometria de Masas ubicado en la Universidad de York (Reino Unido) demostré que las
concentraciones acumuladas mas altas de API se observaron en Africa subsahariana, el sur de
Asia y Sudamérica. Ademas de ello, los sitios mas contaminados se encontraban en paises de
ingresos bajos y medios que estaban asociados con &reas de infraestructura deficiente de gestion
de aguas residuales y desechos y con fabricacién de productos farmacéuticos (Wilkinson et al.
2022).

El ibuprofeno, un farmaco antiinflamatorio no esteroide (AINE), es considerado parte de este
gran grupo de contaminantes emergentes lo cual se debe a su presencia en diversos ambientes
(cuerpos de agua o inclusive suelos) en concentraciones con efectos adversos sobre organismos
acuaticos por dafio citotdxico y genotoxico, alto estrés oxidativo celular y efectos perjudiciales
sobre el crecimiento, reproduccion y comportamiento de estos. Por su tasa elevada de consumo
humano y baja de degradacion ambiental, se define que el ibuprofeno representa un gran

problema ambiental emergente (Roblero y Maya 2023).

A su vez, se han ejecutado investigaciones en peces de agua dulce, demostrando que los
farmacos antiinflamatorios no esteroides pueden tener influencia en la reproduccién en estos
organismos. Un ejemplo es el ibuprofeno, que ha demostrado inhibicién de enzimas
ciclooxigenasas (COX), que son vitales en el desarrollo de los peces y la ovulacion y
maduracion de los ovocitos. Con una exposicion mayor, las parejas se han reproducido con
menor frecuencia y han desovado méas huevos, lo que evidencia un cambio en los patrones de

reproduccion (Flippin et al. 2007).

En Polonia se llevd a cabo un estudio sobre el efecto de la exposicién cronica de Daphnia
magna, un claddcero de agua dulce, a concentraciones bajas y ambientalmente relevantes (es
decir, 4 pgL-1) de ibuprofeno en un experimento de laboratorio. Se determind que este farmaco
causo deformidades morfoldgicas letales en embriones y dafnidos juveniles. Dependiendo de
la afiliacion clonal, la exposicion a una dosis baja de ibuprofeno durante cinco generaciones

resultd en la deformacion de 3% a 10% de la primera puesta de crias. Ademas, hasta el 90% de



las hembras tenian al menos un embrion deformado. Esta seria la primera vez que una
investigacion revela un efecto similar del ibuprofeno en esta especie de crustaceo (Grzesiuk, M
2020).

Mediante un estudio realizado por Ogueji et al. (2018), se evalud la toxicidad aguda de
ibuprofeno en juveniles la especie Clarias gareipinus también conocida como bagre africano a
través de un bioensayo estatico a concentraciones de 0,28 a 0,48 mg/L durante 96 h. Se logro
registrar cambios significativos en ciertos pardmetros hematologicos, entre ellos el aumento en
eritrocitos, leucocitos y hemoglobina, sumado a esto alteraciones en su comportamiento
indicativas de estrés. La CL50 se estimd en 0,38 mg/L a las 96 h. Como hallazgos se obtuvo
que el ibuprofeno, inclusive a bajas concentraciones, puede generar efectos fisioldgicos

adversos en peces.

Otro estudio realizado en 2014 evaluo la toxicidad aguda del ibuprofeno (IBU), el acetaminofén
(APAP) y sus mezclas en el crustaceo Neocaridina denticulata, también conocido como
camarén nedn verde. Fueron determinados valores de CL50 a 96 horas de 6,07 mg/L para IBU,
6,60 mg/L para APAP y 6,23 mg/L para una mezcla 1:1, sin diferencias significativas. Sin
embargo, las mezclas con mayor proporcion de APAP presentaron mayor toxicidad (CL50 =
4,78 mg/L), mientras que aquellas con mas IBU una menor toxicidad (CL50 = 6,78 mg/L). Se
concluyé que la toxicidad varia segun la proporcion de los farmacos en la mezcla (Sung et al.
2014).

El ibuprofeno se considera uno de los fa&rmacos mas utilizados a nivel mundial por sus
propiedades antiinflamatorias, antipiréticas y analgésicas. No obstante, su uso masivo esta
generando preocupacion en la comunidad cientifica por los posibles impactos ambientales que
puede ocasionar. El objetivo principal de este estudio es evaluar el riesgo ambiental del
contaminante emergente ibuprofeno utilizando el camardén blanco (Litopenaeus vannamei)

como bioindicador.



2. METODOLOGIA
2.1.  Bioensayos con la especie Litopenaeus vannamei

2.1.1. Aclimatacion de los organismos

Inicialmente, especimenes de camardn blanco (L. vannamei) en estadio PL 20 fueron utilizados
en ensayos de exposicién forzada para determinar la potencial toxicidad del farmaco
ibuprofeno. Los organismos se obtuvieron en el laboratorio Larvas de Manabi Lardema S.A.
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 aireacién constante.
2.1.2. Bioensayo de exposicion forzada para la determinacion de la CL50

Este ensayo de exposicion forzada fue realizado en unidades experimentales de 500 ml. De
manera preliminar, fueron testadas cuatro concentraciones del farmaco preparadas a partir de
capsulas de 600 mg de la industria farmacoldgica La Santé: 25, 50, 100, 200 mg/L de
ibuprofeno, mas un control. Cada concentracion de exposicién fue considerada un tratamiento
de exposicion. Los tratamientos y el control fueron testados por triplicado. Seis individuos de
L. vannamei se colocaron en cada unidad experimental. El ensayo tuvo una duracién de 96
horas, y la respuesta a observar fue la mortalidad de los organismos. Durante las 24, 48, 72 'y

96 horas del experimento se contabilizo el nimero de organismos muertos.

Con ello, se determind la concentracion letal media (CL50), la cual fue utilizada como
referencia para establecer las concentraciones a utilizar en el posterior ensayo de exposicion no

forzada (ensayo de fuga).

2.1.3. Bioensayo de exposicion no forzada

Individuos de L. vannamei fueron utilizados en ensayos de fuga (avoidance) para evaluar la
potencial toxicidad del farmaco ibuprofeno a través de la respuesta de sensibilidad de los
organismos. Estos ensayos son una herramienta Gtil ya que permiten conocer la capacidad de
los organismos a percibir contaminantes e ir a zonas menos contaminadas. Este experimento
fue desarrollado en un sistema multicompartimentado con siete compartimentos. Cada uno de
ellos con una longitud de 27 cm, y capacidad para un volumen de 300 ml. Todo el sistema tiene
una longitud de 189 cm y capacidad para un volumen de agua de 2100 ml (Fig.1).
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Fig.1 Sistema muticompartimentado para los ensayos de exposicién no forzada

Se cred un gradiente de contaminacion lineal con seis concentraciones de exposicion a
ibuprofeno las cuales fueron: 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 mg/L de ibuprofeno, mas un control,
que se establecieron en funcion de la CL50 determinada en el ensayo de exposicion forzada.

Cada concentracion, represent6 un tratamiento de exposicion.

Estos tratamientos fueron colocados de forma individual en un compartimento del sistema tal
como se describe en Araujo et al. (2014). Cada tratamiento mas el control fueron testados por
triplicado. Una vez preparado el gradiente lineal de contaminacién, 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. Cada hora durante cuatro horas de

ensayo se reviso la distribucién de los organismos en el sistema.

2.2. Procesamiento de datos
2.2.1. Analisis estadistico

En cuanto al 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. Ademas, se
aplico un andlisis de varianza de una via (ANOVA) para determinar si existié o no diferencia
significativa entre los tratamientos de exposicion. Asi mismo, se utiliz6 una prueba de Tukey

para identificar que medias eran distintas.



2.2.2. Célculo de la CL50

Este se realiz6 mediante la aplicacion de la formula de regresion lineal:

(x=x1)*(y2—y1)
y=yit+

X2—X1
2.2.3. Célculo de fuga/evasion
Se baso 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 utilizé la formula:
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 concentracién de exposiciéon. Se calculara con el 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
numero 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 seccidn, 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

3.1. Bioensayo de exposicion forzada para la determinacion de la CL50

Tabla 1. Concentracion letal media (CL50) de ibuprofeno en el camarén blanco Litopenaeus vannamei

Mortalidad (%) Concentracién de ibuprofeno (mg/L)

0 Control
0 25
22,22 50
16,67 100
50 150
66,67 200

Se determino la CL504gn de 150 mg/L de Ibuprofeno en la especie L. vannamei con los datos
de mortalidad obtenidos en cada tratamiento de exposicion (tabla 1).



3.2.  Bioensayo de exposicion no forzada (fuga/evasion)
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Fig. 2 Porcentaje de fuga del camarén blanco Litopenaeus vannamei expuesto a un gradiente de

contaminacion de ibuprofeno.

En la figura 2 se puede observar la marcada respuesta de fuga de la especie Litopenaeus
vannamei desde la primera hora de ensayo, teniendo porcentajes de fuga relevantes a partir de
la cuarta concentracion, siendo estos de 44,40%, 55,60% y 88,90% (concentraciones de 100,

200 y 400 mg/L ibuprofeno respectivamente).

La segunda hora de exposicién a comparacion con la primera, mantuvo la misma tendencia, sin
embargo, es mucho més marcado el porcentaje de fuga (59,30%, 61,10% y 100%). Esta
tendencia del incremento de fuga al aumentar la concentracién se mantuvo a la tercera y cuarta

hora, a pesar de ello, estos porcentajes resultan menores a comparacion de la segunda hora.

La respuesta de evasion observada durante el ensayo estuvo relacionada con la concentracion

de exposicién (p<0,05)



4. DISCUSION

El antiinflamatorio no esteroide, ibuprofeno, tiene la capacidad de generar afecciones en la vida
y/o el desarrollo de organismos que habitan en el medio acudtico. Distintos autores han
evaluado el impacto de este farmaco a diferentes niveles en vertebrados, entre ellos, variedad
de especies de peces (Gutiérrez-Noya et al. 2020; Mathias et al. 2018), y en ciertos
invertebrados, especialmente moluscos (André y Gagné 2017; Milan et al. 2013) y crustaceos
(Grzesiuk et al. 2020; Wang et al. 2016).

La normativa europea en cuanto a la toxicidad en organismos vivos establece un sistema de
clasificacion de sustancias basado en el riesgo segun la concentracion letal media (CL50) en
organismos acudticos. Aquellas con CL50 inferior a 1 mg/L se consideran extremadamente
toxicas; entre 1y 10 mg/L, tdxicas; y entre 10 y 100 mg/L, peligrosas (Pastrana et al. 2015).
Bajo este criterio, el valor de CL50 obtenido en este estudio para ibuprofeno (150 mg/L 48 h)
indica que este farmaco no es catalogado como peligroso. No obstante, es importante resaltar
que la mortalidad representa la manifestacion mas severa del efecto agudo de un compuesto
sobre los organismos y, que estos ensayos se realizan generalmente con exposiciones a altas
concentraciones en periodos cortos de tiempo. Ademas, estos resultados corresponden
netamente al ensayo llevado a cabo con individuos de L. vannamei, por lo que en otras especies

mas sensibles podrian obtenerse valores de CL50 menores.

Los resultados obtenidos respecto a CL50 son cercanos a los reportados en peces como
Cyprinus carpio, con un valor de 175,6 mg/L a 96 h (Yam et al. 2016), y en Daphnia magna
donde fueron registrados valores de 132,6 mg/L a 48 h (Cleuvers 2004). Esto se podria atribuir
a que estas especies al igual que L. vannamei presentan mecanismos fisioldgicos que reducen
la absorcion o permiten eliminar el farmaco més rapido y, disminuir asi la toxicidad. Otros
factores como la presencia de barreras fisicas como cuticula o tegumento, asi como ciertas
capacidades metabdlicas para biotransformar el farmaco o diferencias en la permeabilidad de

membranas celulares podrian explicar esta sensibilidad menor frente a otras especies.

En contraste, otros estudios han demostrado una sensibilidad significativamente mayor en
diferentes organismos. En la especie de crustaceo Neocardina denticulata se evidencié una
CL50 de 6,07 mg/L a 96 h (Xia et al. 2017), mientras que en Daphnia magna se han obtenido
valores de 8,33 mg/L (Flaherty y Dodson 2005). En peces como Clarias gariepinus se
reportaron valores de 0,38 mg/L a 96 h, indicando una toxicidad més alta y asi, mayor

susceptibilidad que el camardn blanco. Estas diferencias pueden atribuirse a variaciones



fisioldgicas en rutas metabdlicas, en la superficie de contacto con el contaminante o en la
capacidad de reparacion de dafios celulares, esto a su vez resalta la relevancia de considerar la

diversidad biologica en estudios ecotoxicologicos.

Segun Oliveira et al. (2014) los organismos al verse expuestos a contaminantes tienen la
capacidad de protegerse evitando los sitios contaminados y justamente, esta respuesta de fuga

proporciona mecanismos de defensa inmediatos contra la exposicion a dichos contaminantes.

Un estudio realizado por Elices-Sierra (2023) evaludé el impacto del ibuprofeno sobre el
comportamiento de Daphnia magna utilizando para ello un sistema de exposicion no forzada,
esta investigacion demostrd que genera un comportamiento de evitacion a concentraciones
superiores a 100 mg/L. Estos resultados se asemejan a los observados en el presente estudio
respecto a la respuesta comportamental de Litopenaeus vannamei, donde se evidencio en cada

hora porcentajes de fuga relevantes a partir de 100 mg/L.

Se puede inferir que, la especie L. vannamei posee la capacidad de detectar y evitar ambientes
contaminados con ibuprofeno antes de experimentar otros efectos de exposicion. Ademas, de
acuerdo con la respuesta observada, la intensidad de evasion de esta especie se encontrd
relacionada con el incremento de las concentraciones del farmaco utilizado, lo cual se asemeja

a lo expuesto por Lopes et al. (2014).

Tal como lo menciona Cedefio (2014), para varios organismos acudticos incluido el camardn
blanco, la evasion es una de las respuestas mas evidentes, la cual se da de manera anticipada a
los efectos letales. Esto garantiza la conservacion de sus poblaciones, aungue desplazadas hacia

otros ecosistemas.
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5. CONCLUSIONES

Segun la concentracion letal media (CL50) de 150 mg/L de ibuprofeno determinada
para la especie L. vannamei, este farmaco seria considerado como no peligroso segun el
Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacion y

Etiquetado de Productos Quimicos (SGA), y lo pautado por la normativa europea. No
obstante, es importante resaltar que la afectacion a los organismos también se debe
validar a través de ensayos de sensibilidad, de exposicidn crénica y de comportamiento.

El contaminante emergente ibuprofeno representa un riesgo ambiental para los
organismos acuaticos debido a que provocd una marcada respuesta de fuga en
individuos de la especie Litopenaeus vannamei. En adicion, la respuesta observada en
este organismo valida el uso de este como bioindicador en la evaluacion de la potencial

toxicidad de este farmaco.
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