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Evaluacion del riesgo ambiental del farmaco cefalexina utilizando las especies

Litopenaeus vannamei y Scenedesmus sp como bioindicadores

Villamil Cafiarte Leonardo Israel; Macias-Mayorga Dayanara
Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi. Facultad de Ciencias de la vida y

Tecnologias. Carrera de Ingenieria Ambiental

Resumen:

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el riesgo ambiental del farmaco cefalexina
utilizando las especies Litopenaeus vannamei y Scenedesmus sp como bioindicadores. Se
utilizaron especimenes del camaron blanco L. vannamei en ensayos de exposicion forzada
(toxicidad aguda) y no forzada (ensayo de fuga) para evaluar la potencial toxicidad del
farmaco cefalexina. Cinco concentraciones fueron testadas: 100, 200, 400, 800 y 1200
mg/L de cefalexina, mas un control. El ensayo tuvo una duracién de 96 horas, y la
respuesta a observada fue la mortalidad de los organismos a las 24, 48, 72, y 96 horas del
experimento. En el ensayo de fuga se utilizé un sistema multicompartimentado con siete
compartimentos, y el gradiente de contaminacion lineal fue compuesto con las
concentraciones 12,5, 25, 50, 100, 200, 400 mg/L de cefalexina, més un control. Se
contabiliz6 el nimero de organismos en cada compartimento cada hora durante 4 horas
(tiempo de duracion del ensayo). En el caso del ensayo de fitotoxicidad con la especie
Scenedesmus sp tres concentraciones de exposicion (12.5 mg/L, 25 mg/L, y 50 mg/L de
cefalexina) méas un control fueron testadas. A las 24, 48, 72 y 96 horas de exposicion se
determind la densidad celular. En base a los resultados, se obtuvo una concentracion letal
media (CL50) de 1448,93 mg/L de cefalexina en la especie L. vannamei a las 96 horas de
ensayo. Por otra parte, se observo una respuesta de fuga desde la primera hora a partir de
la concentracion de 25 mg/L de cefalexina, incrementandose progresivamente con la
concentracion de exposicion desde 42,2% hasta 66,7% de fuga (25 mg/l y 400 mg/L de
cefalexina, respectivamente). Los mayores porcentajes de fuga se observaron en la tercera
hora de ensayo (70,4%, 88,9% y 100%) a las concentraciones de 100, 200 y 200 mg/L de
cefalexina respectivamente. En conclusion, el antibidtico cefalexina, representa un riesgo
ambiental para los organismos acudticos, incluso a concentraciones moderadas. Tanto
Litopenaeus vannamei como Scenedesmus sp. demostraron sensibilidad ante la

exposicion a este farmaco, validando la utilidad de ambas especies como bioindicadoras.
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1. Introduccion

El uso desenfrenado de medicamentos debido a su aporte continuo y persistencia,
inclusive de sus productos de degradacion esta ocasionado muchos efectos no deseados
en el ambiente acuatico como la emergencia y transmision de genes de resistencia a
antibioticos, dafio a las comunidades microbianas por los desinfectantes, variacion en el
ritmo de vida y en las relaciones tréficas por los anestésicos, reduccion en la fertilidad y
el cambio de la condicidn sexual por hormonas y efectos toxicos-reproductivos por drogas
citostaticas. (Bila & Dezotti. 2003; Filho et al. 2007; Kratz. 2008).

Los antibidticos son productos de uso generalizado tanto en humanos como en animales.
No se absorben completamente por el organismo, por lo que son liberados al ambiente a
través de las excretas. De este modo, en el agua residual se pueden detectar diversos
antibidticos como la amoxicilina, penicilina, cefalexina, cefixima, entre otros. Un estudio
realizado por Jiménez et al. (2020), en las aguas residuales de Cali revela la presencia de
contaminantes emergentes y una amplia variedad de productos farmacéuticos en el agua.
Ademas, se destaca que las plantas de tratamiento con sistemas convencionales no logran
eliminar eficazmente estas sustancias. La presencia de antibidticos en el agua representa
un riesgo significativo para la seguridad humana. Las pequefias dosis de medicamentos
pueden generar resistencia microbiana a los farmacos, lo que implica la posible aparicion
de cepas resistentes con graves consecuencias para la salud humana, ya que los

medicamentos no podrian combatir eficazmente las enfermedades infecciosas.

La preocupacion de la humanidad con respecto a la presencia de contaminantes
emergentes en aguas residuales ha aumentado en los ultimos afios. EIl adjetivo
“emergentes” se debe a que se conoce muy poco acerca de la presencia y el impacto
ambiental de este tipo de sustancias (Becerril 2009), razén por la cual no han sido objeto

de regulacion dentro de las normas ambientales de la mayoria de los paises del mundo.

En las dltimas décadas se han realizado investigaciones en las cuales se ha demostrado
que el uso de estos es excesivo, y por lo tanto se pueden encontrar presentes en las aguas
residuales, hecho que acarrea alteraciones en los ecosistemas acuaticos, riesgos para la

salud humana, efectos genotdxicos y desarrollo y proliferacion de bacterias



resistentes a los antibidticos (Castro et al. 2015; Perea et al. 2019; Urbina & Vera Solano.
2020).

La cefalexina (cfx) es un antibidtico que pertenece a la familia de las cefalosporinas,
caracterizado por un anillo de p-lactamasa dentro de su estructura y por presentar una
alta solubilidad en agua. Este compuesto es utilizado para tratar infecciones en vias
respiratorias, tracto genitourinario, piel, tejidos blandos, huesos y articulaciones (Costa
2021). Su efecto impide la sintesis de la pared bacteriana, actuando principalmente en
bacterias aerobias grampositivas (Asociacion Espafiola de Pediatria, 2020), de manera que
la bacteria pierde su capacidad de resistir y se produce la muerte del microorganismo
(Lopez & Garay 2016). La cefalosporina es el segundo grupo de antibidticos mas
consumido en todo el mundo, con un consumo que va de 50 al 70% (Das et al. 2019). La
ruta de metabolizacion de este antibidtico hace que el 10% de la cfx no metabolizada se
encuentre en las excretas y el 90% restante se elimine a través de la orina (Mirzaei et al.
2018).

Por lo anteriormente expuesto, el objetivo del presente trabajo fue evaluar el riesgo
ambiental del farmaco cefalexina utilizando las especies Litopenaeus vannamel y

Scenedesmus sp como bioindicadores.



2. Metodologia

2.1. Bioensayos de exposicion con la especie Litopenaeus vannamei

2.1.1. Aclimatacion de los organismos

Especimenes de camardn blanco (L. vannamei) en estado PL 20 fueron utilizados en los
ensayos de exposicion forzada para determinar la potencial toxicidad del farmaco
cefalexina. 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 12 h / 12h (luz: oscuridad) y con aireacion constante.

2.1.2. Bioensayo de exposicion forzada con el camaron blanco L. vannamei

para determinacién de la CL50

Este ensayo de toxicidad aguda fue realizado en unidades experimentales de 500 ml.
Cinco concentraciones del farmaco fueron testadas: 100, 200, 400, 800 y 1200 mg/L de
cefalexina, mas un control. Cada concentracion de exposicion fue considerada un
tratamiento de exposicidn. Los tratamientos y el control se testearon por triplicado. Cuatro
individuos de L. vannamei se colocaron en cada unidad experimental. El ensayo tuvo una
duracion de 96 horas, y la respuesta a 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 concentracién letal media (CL50), esta se utilizé como referencia
para establecer las concentraciones a utilizadas en el posterior ensayo de exposicion no

forzada (ensayo de fuga).

2.1.3. Bioensayo de exposicion no forzada con el camarén blanco L.

vannamei

Individuos de L. vannamei fueron utilizados en los ensayos de fuga (avoidance) para
evaluar la potencial toxicidad del farmaco cefalexina a través de la respuesta de

sensibilidad de los organismos. Estos ensayos son una herramienta atil 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 tiene 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.

Largo 189 cm — Siete compartimentos — Volumen total 2100 ml

Control 5 10 25 50 75 100

— - — o —1 P s g~ s s - o

Abertura superior: A

: A\ [ R A: 7.5x4 cm
f Volumen Diametro oS .‘ B: 300 ml
( ~ total: B central: C = ’ID C:6cm
Concentraciones = D: 2.2 cm
mg/L E: 27 cm
Longitud: E

Fig. 1 Sistema multicompartimentado para los ensayos de exposicién no forzada

Con la finalidad de crear un gradiente de contaminacion lineal, seis concentraciones de
exposicion a cefalexina fueron testadas mas un control. Las concentraciones utilizadas se
establecieron en funcion de la CL50 que se determind en el ensayo de exposicion forzada
(Apartado 2.1.2). Cada concentracion representd un tratamiento de exposicion. Estos
tratamientos se colocaron de forma individual en un compartimento del sistema tal como
se describe en Arauljo et al. (2014). Cada tratamiento mas el control fueron testado 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 distribucion de los organismos en el sistema.



2.2. Bioensayo con la especie Scenedesmus sp

El ensayo de toxicidad se realiz6 en matraces Erlenmeyer de 125 ml de capacidad. Tres
concentraciones de exposicion (12.5 mg/L, 25 mg/L, y 50 mg/L de cefalexina) méas un
control fueron testadas por triplicado. En cada uno de los ensayos 100 ml del cultivo de
microalga se colocaron por matraz (unidad experimental). A cada matraz se le afiadi6 la
concentracion del farmaco de manera que quedo disuelta en los 100 ml de microalga. A
las 24, 48, 72 y 96 horas de exposicion se realiz6 el conteo de microalgas mediante una

camara Neubauer para asi determinar la densidad celular.

Para el conteo celular se utiliz6 una cdmara 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 los cuales corresponde a un volumen de 0,1 pl. Para la observacion

de las microalgas se uso el microscopio optico binocular (LABOMED, modelo Lx500).

La formula para la determinacion de la densidad celular es la siguiente:
DC=Nx1074*(F.d)

Donde:

DC = densidad celular (x10* cel/mL)

N = promedio de células presentes en 1 mm2 (0,1 ul). Este nimero de células se dividio6
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 conversion de 0,1 pla 1 ml
F.d = factor de dilucion (cuando se considera necesario diluir la muestra).

F.d: (Vol i.+ Vol. F/ vol. ).
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Fig. 2 Cuadrantes de la Cdmara Neubauer. El conteo celular sera realizado en los cuadrantes 1, 3, 7 y 9.

2.3 Procesamiento de datos

La normalidad de los datos se revis6 a través de la prueba de Shapiro Wilk, la
homocedasticidad se verifico a través de la prueba de Levene. Un analisis de varianza de
una via (ANOVA) fue aplicado para determinar si existio o no diferencia significativa
entre los tratamientos de exposicion, y se aplicé una prueba de Tukey la cual identifico

gue medias son distintas.
Calculo de la CL50

El célculo de la CL50 se realiz6 aplicando la férmula de regresion lineal:

(x —x) * (¥2 — 1)

Xy — Xy

y=yn+

Calculo de fuga/evasion

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

Fugados = (NE - NO)



Donde:

(NE) = nimero de organismos esperados

(NO) = nmero 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
distribucion homogénea de los organismos observados, lo que supone ninguna
preferencia para cualquier concentracion de exposicion. 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 secciébn 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

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

3.1 Bioensayos de exposicion forzada y no forzada con el camaron blanco L.

vannamei

Durante el ensayo de exposicion forzada la concentracion letal media (CL50) de

cefalexina en la especie L. vannamei fue de 1448,93 mg/L a las 96 horas de ensayo.

120
—e&— % fuga (1lh)
O % fuga (2h)
100 1 ——-¥—- %fuga (3h) el
- A — % fuga (4h) ,//

Porcentaje de fuga

0 ; T T T T T T
0 12,5 25 50 100 200 400

Concentracion de Cefalexina (mg/L)

Fig. 3 Porcentaje de fuga de la especie Litopenaeus vannamei expuesta a un gradiente de contaminacion

lineal de cefalexina.

Por otra parte, en el ensayo de exposicion no forzada se muestra una notable respuesta de
fuga desde la primera hora a partir de la concentracion de 25 mg/L de cefalexina,
incrementandose progresivamente con la concentracion de exposicion desde 42,2% hasta
66,7% de fuga (25 mg/l y 400 mg/L de cefalexina, respectivamente). Los mayores
porcentajes de fuga se observaron en la tercera hora de ensayo (70,4%, 88,9% y 100%) a

las concentraciones de 100, 200 y 200 mg/L de cefalexina respectivamente (Fig. 3). La



respuesta observada en la especie L. vannamei estuvo relacionada con la concentracion

de exposicion p<0,05.

3.3 Bioensayos con la microalga Scenedesmus sp

Il Control
[ 12,5mg/L
30000 + @ 25 mg/mL
[ 50 mg/mL
25000 A
E
= 20000 -
o
3
S
3 15000 -
o
o
@©
kel
@ 10000 -
[}
o
5000 A
0 H,Tﬂ ﬂ
24h 48 h 72h 96 h

Tiempo (horas)
Fig. 4. Densidad celular de la microalga Scenedesmus sp expuesta a tres concentraciones de cefalexina

En la figura 4, se muestran que la exposicion a cefalexina ejercié un efecto inhibitorio
sobre el crecimiento celular de la microalga Scenedesmus sp en todos los tratamientos
con respecto al control durante el ensayo (p<0,05). Con un patrén claramente dosis-
dependiente y temporalmente diferenciado a dosis bajas (12,5 mg/L), el impacto fue
moderado y persistente; a dosis intermedias (25 mg/L), se observé una fuerte inhibicion
temprana seguida de recuperacion parcial; mientras que a dosis altas (50 mg/L) la

supresion del crecimiento fue sostenida y marcada.



4. Discusion

El antibiotico cefalexina tiene una tasa de biotransformacion de solo el 10%, excretando
el 90% restante a través de la orina (Perea 2019), llegando asi a los cuerpos de agua. Una
vez en el medio acuatico, estos compuestos pueden acumularse en los tejidos de los
animales, persistiendo en la cadena alimenticia, y algunos de los productos pueden

persistir incluso después del tratamiento de las aguas residuales.

La concentracion letal media (CL50) de cefalexina estimada para la especie Litopenaeus
vannamei a las 96 horas fue de 1448,93 mg/L. Este valor esta muy por encima de lo que
establece la normativa europea como sustancia peligrosa, en su sistema de clasificacion
de sustancias en base al riesgo, en el que una CL50 entre 10 y 100 mg/L corresponde a
una sustancia peligrosa (Pastrana et al 2015). Esto también coincide con lo establecido en
el Sistema Globalmente Armonizados de Clasificacion y Etiquetados de Productos
Quimicos (SGA) en donde se consideran sustancias peligrosas a las que tienen una CL50
>10 pero < 100 mg/L (Naciones Unidas, Nueva York y Ginebra, 2023). No obstante, hay
que considerar que, la mortalidad es el indicador mas extremo del dafio que una sustancia
puede provocar, y se deben considerar los posibles efectos que podria ocasionar este
farmaco en los organismos a través de una exposicion cronica, si este compuesto persiste

en el medio acuatico.

Un estudio reciente investigo la distribucion de antibioticos en estanques de cultivo de L.
vannamei, identificando que el alimento y sedimentos actGan como principales
reservorios de multiples antibioticos, lo cual subraya el potencial de exposicion cronica 'y
acumulacion del contaminante en el ambiente acuatico (Li et al. 2024). Otros estudios
realizados sobre el efecto de antibioticos en L. vannamei reportan valores de CL50 mucho
méas bajos: por ejemplo, enrofloxacina y florfenicol mostraron una CL50 de

aproximadamente 46,47 mg/L en pruebas similares (Soto-Rodriguez & Armenta 2006).

Los resultados del bioensayo de comportamiento revelan que Litopenaeus vannamei
mostré una respuesta claramente dosis-dependiente frente a la exposicion a cefalexina,
reflejada en el incremento del porcentaje de fuga a medida que se aumentd la
concentracion del antibidtico. En concentraciones bajas (12,5 y 25 mg/L), la actividad de

fuga fue moderada y se mantuvo relativamente estable en el tiempo, lo que sugiere que a
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estos niveles subletales la cefalexina alin no genera un estrés conductual intenso. Sin
embargo, a partir de los 50 mg/L, se evidencié un incremento marcado en la respuesta de
fuga, alcanzando valores maximos de hasta el 100 % a las 3 horas en la concentracion de
400 mg/L. Este comportamiento coincide con estudios previos donde se reporta que los
crustaceos, ante la exposicion a contaminantes farmaceéuticos, exhiben patrones de escape
como mecanismo de evasion frente al estrés quimico (Oliveira et al. 2020; Martinez-
Porchas et al. 2022).

La respuesta de fuga, en este caso, se puede interpretar como un biomarcador sensible de
toxicidad subletal. Segln Vieira et al. (2023), los antibi6ticos beta-lactamicos pueden
interferir con neurotransmisores clave y alterar el comportamiento locomotor de
organismos acuaticos, provocando desorientacion o hiperactividad, como se refleja en los

porcentajes crecientes de fuga observados.

Por otra parte, es evidente que la exposicion a cefalexina inhibié el crecimiento celular
de la especie Scenedesmus sp. Este patron guarda coherencia con hallazgos recientes,
Kumar et al. (2024), demostraron que Chlorella pyrenoidosa expuesta a cefalexina en
concentraciones de 50-200 mg/L presento rupturas celulares y menor contenido de
clorofila y carotenoides, evidenciando dafio fisiologico agudo. La revision de Sharma et
al. (2021), sobre efectos toxicos de multiples antibioticos sefialan que las especies marinas
presentan respuestas muy sensibles incluso a bajas concentraciones, afectando

mecanismos como fotosintesis y defensa antioxidante.

La recuperacion parcial observada a las 72-96 h en el tratamiento con 25 mg/L podria
interpretarse como una adaptacion celular temporal, posiblemente por disminucion en la
biodisponibilidad del fa&rmaco o activacion de mecanismos de reparacion. En contraste,
la persistente baja densidad en el tratamiento de 50 mg/L sugiere un dafio méas profundo,

quiza acumulativo o irreversible.

Los antibioticos generan preocupacion por su potencial toxicidad para los organismos. En
los ecosistemas acuaticos, los antibioticos pueden inducir efectos toxicos en los
organismos expuestos, incorporarse a las redes troficas acuaticas, lo que aumenta el riesgo

de toxicidad para los depredadores superiores y los humanos que consumen especies

11



contaminadas, y provocar el desarrollo de resistencia a los antibioticos en especies

patdgenas, entre otros efectos adversos.
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Conclusiones

La concentracién letal media (CL50) de cefalexina determinada para la especie L.
vannamei fue de 1448,93 mg/L, un valor relativamente alto, por consiguiente, este
farmaco no seria considerado como peligroso segun el sistema de clasificacion
que ha pautado la normativa europea. Sin embargo, es importante tener en cuenta
que para evaluar el riesgo ambiental de este farmaco también se deberian realizar
ensayos de sensibilidad, y ensayos de exposicion cronica en distintos estadios de

la especie.

El ensayo de exposicion no forzada reveld un comportamiento de fuga altamente
sensible, reflejando una respuesta conductual clara ante el incremento de la
concentracion del antibiotico cefalexina. Este tipo de ensayo demostrd ser una
herramienta eficaz para detectar efectos subletales tempranos por la exposicion a

este antibidtico.

La exposicion a cefalexina inhibio el crecimiento celular de la especie
Scenedesmus sp, mostrando que incluso a concentraciones relativamente bajas,
este farmaco puede afectar la estructura y funcionamiento de comunidades
microalgales esenciales para la productividad primaria en los ecosistemas

acuaticos.

Los resultados obtenidos en este estudio permiten concluir que el antibiotico
cefalexina, representa un riesgo ambiental para los organismos acuaticos, incluso
a concentraciones moderadas. Tanto Litopenaeus vannamei como Scenedesmus
sp. demostraron sensibilidad ante la exposicién a este farmaco, validando la

utilidad de ambas especies como bioindicadoras.
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