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RESUMEN

Antecedentes: El diclofenaco (DCF) es un antiinflamatorio no esteroideo (AINE) que ha sido encontrado en
aguas superficiales y subterraneas, derivado de su consumo en salud humana y veterinaria. Ademés, ha sido
estudiado en diferentes modelos animales dulciacuicolas y se ha demostrado que tiene efectos perjudiciales
en claddceros, peces y anfibios, pero la informacion disponible aln es escasa en cuanto a las alteraciones
inducidas en organismos que son base de los niveles troficos como los rotiferos. Objetivo: En el presente
trabajo se evalud el efecto del DCF en respuestas agudas y cronicas en el rotifero Lecane papuana (Murray,
1913). Métodos: Se llevaron a cabo pruebas de toxicidad aguda en las que se determind la concentracion
letal media del DCF (CL50 = 128.82 mg/L). Después, se seleccionaron cinco concentraciones subletales
(1/160, 1/80, 1/40, 1/20y 1/10 de la CL50) con sus respectivos testigos negativos (agua dura reconstituida),
a las que fueron expuestos huevos amicticos para evaluar el efecto en la eclosion y también neonatos para
pruebas de inhibicion de la fecundidad y crecimiento poblacional, este ultimo expresado en términos de r.
Resultados: Se observé que el DCF reduce la tasa ra través de la inhibicion de la eclosion de huevos amicti-
cos y de la fecundidad de las hembras expuestas (menor cantidad de huevos/hembra) en concentraciones de
0.80 mg/L y superiores. Las concentraciones efectivas medias (CE50) fueron hasta 700 veces mas bajas que
la correspondiente CL50. Conclusiones: Estos resultados muestran que el DCF puede afectar a las pobla-
ciones de rotiferos a concentraciones que, aunque son superiores a las concentraciones ambientales, su in-
corporacion continua a los ambientes acuaticos tendria un efecto significativo en las poblaciones expuestas.

Palabras clave: antiinflamatorio no esteroideo, contaminantes emergentes, inhibicion de la fecundidad, to-
xicidad crénica, zooplancton

ABSTRACT

Background: The diclofenac (DCF) is a non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID) that has been found
in groundwater and superficial water, as a result of its high consumption in animal and human health. Mo-
reover, DCF toxicity has been studied in different fresh-water animal models and it has been shown to have
harmful effects on cladocerans, fish and amphibians, but the available information is still scarce in terms of
induced alterations in organisms that are the basis of trophic levels such as rotifers. Goals: The present work
assessed the effect of DCF on acute and chronic responses of the freshwater rotifer Lecane papuana (Murray,
1913). Methods: Acute toxicity tests were carried out to determine the LC50 of DCF (128.82 mg/L). Then, five
sublethal concentrations were selected (1/160, 1/80, 1/40 y 1/20, y 1/10 of the corresponding LC50), and
a control group (reconstituted hard water), to which amictic eggs were exposed to determine the effect on
hatching and neonates were exposed to evaluate the effects on further fecundity and population increase in
terms of r. Results: DCF diminished the rrate through the inhibition of eggs hatching and reduced fecundity
of exposed females (fewer eggs per female) at 0.80 mg/L and higher concentrations. The effective median
concentrations were about 700-fold lower than the corresponding LC50. CGonclusions: These results indi-
cate that DCF can affect rotifer populations at concentrations, that despite being higher than environmental
concentrations, and due to the continuous release of DCF to the aquatic systems, would eventually have a
negative impact on the exposed populations.

Keywords: chronic toxicity, emergent contaminants, fecundity inhibition, non-steroideal anti-inflammatory
drug, zooplankton
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INTRODUCCION

Debido a las actividades humanas, una gran cantidad de compuestos
diversos han sido liberados al ambiente y sin ser el objetivo para el cual
fueron disefiados, se han incorporado a las tramas tréficas, principal-
mente en cuerpos de agua por ser empleados en muchos casos como
vertederos (Cizmas et al., 2015). Entre estos nuevos contaminantes se
encuentran farmacos y productos de cuidado y aseo personal, muchos
de los cuales no son degradados por los métodos convencionales de
tratamiento de aguas residuales (Capodaglio et al., 2018).

Entre los farmacos mas empleados en el mundo se encuentran los
antiinflamatorios no estereoideos (AINEs), muchos de los cuales pueden
conseguirse sin prescripcion médica; ademas, también se encuentran
entre los farmacos de mayor consumo por el sector salud por su efecto
analgésico y antipirético (Katzung, 2007). Estas practicas, sumadas a la
falta de manejo adecuado de residuos y su uso veterinario, han logrado
que este heterogéneo grupo de farmacos sea cuantificado con mayor
frecuencia en efluentes (hospitalarios e industriales) y en diversos cuer-
pos de agua (Gomez-Olivan et al., 2014a, 2014b).

El diclofenaco (DCF) es un AINE que se ha cuantificado en cuer-
pos de agua naturales y aguas subterraneas alrededor del mundo en
niveles desde el orden de unos cuantos nanogramos por litro (ng/L),
mientras que en efluentes hospitalarios las concentraciones pueden ser
de hasta 1.9 pg/L (Nieder et al., 2018). Las concentraciones de este
farmaco en el ambiente pueden ser bajas debido a que tiende a de-
gradarse por fotélisis; no obstante, su continua liberacion al medio por
el alto consumo de medicamentos que lo incluyen en su formula, tanto
en medicina humana como veterinaria, podria ocasionar una exposi-
cion cronica a las especies dulciacuicola (Saucedo-Vence et al., 2015).
Ademas, se ha demostrado que este compuesto tiene un logk , entre
4.01y 4.51 (Lefebvre et al., 2010), y que puede acumularse en tejidos
de diversos organismos (Schwaiger et al., 2004, Swiacka et al., 201 9),
aunque es muy probable que por mecanismos de transformacion este
farmaco posea un bajo potencial de transferencia a través de las tra-
mas troficas (Xie et al., 2015)

El DCF actlia como un inhibidor irreversible de las ciclooxigena-
sas, que son enzimas relacionadas con la sintesis de prostaglandinas
(Dorne et al., 2007). En organismos no diana se han reportado diversos
efectos, como alteraciones del metabolismo, modificacion de la acti-
vidad de enzimas antioxidantes, disminucion de la fecundidad y bajas
tasas de crecimiento poblacional y supervivencia, entre otras (Schwarz
etal., 2017; Majewska et al., 2018; Yokota et al., 2018).

A la fecha se han ocupado diferentes modelos animales para estu-
diar el efecto del DCF, entre los cuales pueden mencionarse a inverte-
brados como los rotiferos Brachionus koreanus (Hwang, Dahms, Park &
Lee, 2013) (Rhee et al., 2013) y Plationus patulus (Miiller, 1786) (Sarma
et al., 2014; Martinez-Goémez et al., 2015) y los claddceros Ceriodaph-
nia dubia (Richard, 1894) y Daphnia magna (Straus, 1820) (Ferrari et al.,
2003; Haap et al., 2008; Gomez-Olivan et al., 2014a)., s 0

Entre los modelos de vertebrados mas empleados se encuentra el
pez Danio rerio (Hamilton, 1822) (Praskova et al., 2011; Cunha et al.,
2017), cuya fase embrionaria tiene una gran aplicacion en estudios
ecotoxicoldgicos pues permite identificar con gran facilidad alteracio-
nes en el desarrollo durante esta etapa del ciclo de vida. Siguiendo
esa misma tendencia, se cuenta hoy dia con estudios de alteraciones
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morfoldgicas en embriones de Lithobates catesbaianus (Shaw, 1802) y
Xenopus leavis (Daudin, 1802) (Cardoso-Vera et al., 2017). Sin embar-
go, no existen protocolos en los cuales se identifiquen estos mismos
patrones en invertebrados dulciacuicola.

La Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos de Nor-
teamérica (USEPA) presenta un listado de los organismos de prueba
para ensayos de toxicidad; sin embargo, también sugiere el uso de mo-
delos alternativos cuando no se cuenta con aquellos recomendados por
la USEPA cuando no es posible importarlos y cuando los organismos
autoctonos presenten una sensibilidad igual o mayor a los modelos
convencionales (USEPA, 2002). Debido a que la mayoria de los protoco-
los para evaluacion de la toxicidad son llevados a cabo con organismos
limnéticos, existe aun la falta de informacion en organismos litorales,
como los de la familia Lecanidae, que es una de las mas diversas entre
los rotiferos (Segers, 1995).

El género Lecane (Rotifera: Monogononta) es uno de los mayores
representantes entre los rotiferos de agua dulce en territorio mexicano
llegando a ocupar hasta el 45% de las especies de rotiferos, teniendo
presencia en los estados del centro y sur de México (Quiroz-Vazquez,
2012). Ademas, diversos autores han confirmado la presencia de Le-
cane papuana (propuesto como organismo de prueba) en cuerpos de
agua dulce (Sarma y Elias-Gutierrez, 1997, 1999; Vazquez-Sanchez et
al., 2014, Saucedo-Rios et al., 2017); ademas, de la amplia distribucion
que presenta esta especie, pudiendo encontrarse desde Estados Unidos
hasta Brasil (Green, 1986; Lucena et al., 2015).

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es presentar evidencia de
que el DCF disminuye el crecimiento poblacional de Lecane papuana
al inhibir por una parte la fecundidad y por otra la eclosion de huevos
amicticos expuestos a este farmaco.

MATERIALES Y METODOS

Los cultivos de Lecane papuana fueron mantenidos en el laboratorio
por multiples generaciones a través de hembras partenogenéticas. Los
lotes reproductores se mantuvieron con una densidad de 5 individuos/
mL, alimentados con 10° células/mL de la microalga Nannochloropsis
oculata (Hibberd, 1981) cultivada en medio basal de Bold (Stein, 1973),
fotoperiodo de 16 h luz por 8 h de oscuridad, y renovacion total del me-
dio al menos dos veces por semana. Previo al inicio de los bioensayos,
se separaron los huevos de Lecane que se encontraban en el fondo de
cajas de Petri, se transfirieron a medio EPA fresco sin alimento y se
conservaron hasta su eclosion. Para todos los bioensayos se emplearon
organismos menores de 24 h (USEPA, 2002).

Ensayos de toxicidad aguda. En placas de poliestireno de 24 pozos
se colocaron al menos cinco concentraciones nominales diferentes de
DCF (1, 3,6, 13,25 y 50 mg/L) en medio EPA y sus respectivos grupos
control. El DCF se prepar6 a una concentracion inicial de 2500 mg/L en
agua desionizada; todas las diluciones posteriores fueron realizadas en
medio EPA, teniendo en la concentracion mayor (50 mg/L) sélo el 2% de
agua desionizada con respecto al volumen final (1 mL). En cada pozo
se colocd 1 mL de las soluciones de DCF, se depositaron 10 organis-
mos de menos de 24 h de edad. Las placas fueron incubadas por 48
h a 25 + 2°C con un fotoperiodo de 16 h luz por 8 h de oscuridad, sin
alimento ni renovacion del medio durante el bioensayo. Al término de la
prueba se contabilizaron los organismos inmaviles y/o muertos en cada
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concentracion. Todas las concentraciones contaron con ocho réplicas.
Con los datos de mortalidad se calculd la concentracion letal media
(CL50), y las concentraciones letales al 1y 10% (CL1, CL10) mediante
el paquete estadistico drc en R (Ritz et al., 2015).

Bioensayos de toxicidad cronica. Se evaluaron cinco concentracio-
nes diferentes que consistieron en fracciones de la CL50 de DCF para
L. papuana, siendo 1/160, 1/80, 1/40 y 1/20 y 1/10, que corresponden
a 0.82, 1.64, 3.28, 6.56, y 13.12 mg/L (concentraciones nominales),
respectivamente. Cada una de las concentraciones contd con ocho ré-
plicas (n = 8), para lo cual fue necesario el empleo de dos microplacas
de poliestireno de 24 pozos cada una. Al inicio de la prueba fueron
colocados 5 rotiferos menores de 24 h en cada pozo (réplica). Como
alimento se suministraron 10° células/mL de N. oculata cultivada en
medio basal de Bold. Se incubaron por un periodo de 120 h con foto-
periodo de 16 h luz por 8 h de oscuridad, a 25°C. El volumen final para
las pruebas fue de 2 mL. Cada 24 horas se adicionaron 100 pL de agua
destilada para evitar pérdida de volumen por evaporacion. Al final del
bioensayo se contaron los organismos de cada réplica. Con estos datos
se estimd la tasa intrinseca de crecimiento poblacional de cada réplica
en cada tratamiento a través de la formula (Krebs, 1985):

r = [Ln(Nf) — Ln(Nij-t"

en donde res la tasa de crecimiento poblacional, Ln representa el loga-
ritmo natural de Nfy Ni, nimero final e inicial de organismos por répli-
ca, respectivamente, y tel tiempo que duraron las pruebas de toxicidad.

Efecto del diclofenaco en la fecundidad de Lecane papuana. Del
mismo modo que las pruebas de toxicidad cronica, se emplearon cin-
co concentraciones nominales de DCF (0.82, 1.64, 3.28, 6.56 y 13.12
mg/L) y un testigo sin farmaco. En una microplaca de poliestireno
transparente de 24 pozos se colocaron 5 organismos por réplica, cuatro
réplicas por tratamiento (n = 4), en 2 mL de medio con 10° células de N.
oculatay se incubaron a 25°C con un fotoperiodo de 16 horas luz por 8
horas de oscuridad. Cada 12 h se revisaron los diferentes tratamientos
y se contabilizaron los huevos producidos en cada réplica durante tres
dias. Los resultados se reportan como huevos amicticos producidos por
hembra por dia.

Efecto del diclofenaco en la eclosion de huevos de L. papuana.
Se llevd a cabo la renovacion completa del medio de todos los lotes
reproductores de L. papuana la noche previa a la seleccion de huevos
amicticos, que fueron separados en un tiempo menor a 12 h posteriores
al mantenimiento de los lotes reproductores y 2 h previas al inicio de
las pruebas. Estas consistieron en la exposicion de huevos amicticos
de L. papuana a las mismas concentraciones subletales que fueron
empleadas en las pruebas cronicas (0.82, 1.64, 3.28, 6.56, y 13.12
mg DCF/L), ademas de los testigos correspondientes. Se incubaron a
25°C, con fotoperiodo 16 h de luz por 8 h de oscuridad, sin alimento, sin
renovacion del medio, en 2 mL de medio EPA. Se expusieron un total de
100 huevos por cada concentracion (tratamiento) divididos en bloques
de 20 por cada réplica (n = 5). Se contabilizaron los huevos eclosiona-
dos después de 24 h y 48 h de exposicion. Con estos datos se calculd
el porcentaje de eclosion en cada tratamiento.

Analisis Estadistico. Para los resultados de los diferentes ensayos se
realizaron los correspondientes analisis de varianza (ANDEVA) de un
solo factor y pruebas de comparacion mdltiple de Tukey. Las diferencias
significativas entre los tratamientos se establecieron con un nivel de
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significancia P<0.05. Estos analisis se llevaron a cabo con ayuda del
paquete ggplot2 en el software estadistico A.

RESULTADOS

En la tabla 1 se presentan los resultados de las pruebas de toxicidad
aguda, en la que se observan los valores de concentracion letal media
(CL50) y los valores de CL1 y CL10, en sustitucion de la concentracion
de efecto no observado (CENO, o por sus siglas en inglés, No Observed
Effect Concentration (NOEC) y la menor concentracion de efecto obser-
vado (MCEO), o del inglés LOEC, Lowest Observed Effect Concentration.

En los ensayos de toxicidad cronica, en las cuales se expusieron a
los rotiferos por un periodo de cinco dias, se encontré que el aumento
en la concentracion de DCF disminuy6 la tasa reproductiva de L. pa-
puana (Fig. 1), siendo significativa en todos los tratamientos, desde la
concentracion mas baja (0.82 mg/L) que representa el 0.6% de la CL50
de DCF (128.82 mg/L) y que esta dentro del intervalo correspondiente
ala CE10 para estas pruebas de toxicidad (tabla 2).

En la figura 2 se presentan los resultados de la exposicion por 24
y 48 horas a DCF; la tasa de crecimiento poblacional en ambos casos
se vio afectada significativamente conforme se incrementaba la con-
centracion del farmaco. En los grupos expuestos durante 24 h hubo
diferencias significativas con respecto al control en los rotiferos a partir
de 1.64 mg/L mientras que en los grupos cuya exposicion fue de 48 h
pueden observarse diferencias estadisticamente significativas a partir
de 3.28 mg/L. En los grupos de 48 h se aprecia una meseta entre los
grupos que se encuentran a la izquierda de la grafica, del testigo hasta
1.64 mg DCF/L, que difiere de los organismos expuestos por 24 h en
los que la tendencia a disminuir el valor de res mas evidente desde las
primeras concentraciones. Es importante sefialar que la tasa de creci-
miento de los controles de 48 h fue menor que la de los de 24 h, muy
probablemente por la falta de alimento en este periodo.

En la figura 3 se presentan los datos de fecundidad de las hembras
de L. papuana, en la que puede observarse que el DCF, a concentra-
ciones iguales o mayores a 0.82 mg/L, disminuye significativamente la
cantidad de huevos que pueden producir estos rotiferos, siendo hasta
menos de la mitad con respecto al control en concentraciones de 6.56
y 13.12 mg/L.

Tabla 1. Resultados de las pruebas agudas (48 h) de Lecane papuna (Murray,
1913) expuestos a diclofenaco.

Media EEM LI LS
CL1 (mg/L) 59.262 6.569 46.386 72137
CL10 (mg/L) 88.869 5.502 78.084 99.653
CL50 (mg/L) 128.823 3.630 121.708 135.939

CLx, concentracion letal a diferentes proporciones (1%, 10%, 50%); EEM, error
estandar de la media; LI, limite inferior del intervalo de confianza, LS, limite su-
perior del intervalo de confianza. Los valores de CLx se obtuvieron a partir de los
datos de mortalidad de ocho (n = 8) pruebas de toxicidad, calculados mediante
el paquete drc del software estadistico R.
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Figura 1. Efecto de la concentracion de diclofenaco (DCF, mg/L) en el rotifero dulciacuicola Lecane papuana (Murray, 1913) expuesto durante 5 dias (pruebas croni-
cas). El eje ordenado presenta la tasa de crecimiento poblacional (r, d-') calculada a partir de la formula de Euler-Lotka. Diferentes letras mintisculas sobre las cajas
representan diferencias significativas entre los tratamientos, que fueron establecidas con un nivel de significancia de 0.05 a través de ANDEVA de un factor y pruebas

de comparacion mdltiple de Tukey (n = 8).

Tabla 2. Respuestas poblacionales de Lecane papuana (Murray, 1913) expuestos
a diclofenaco.

Respuesta Parametro Promedio EEM LI LS
Tasa de crecimiento CE,, 9.582 1109 7.349 11.814
poblacional (5 dias) CE,, 0.734 0227 0.277 1.191
CE, 0.090 0.049 -0.008 0.189
Tasa de crecimiento CE,, 11429 1.626 8.147 14.710
poblacional (24 h exposicion)  CE,, 1.320 0.626 0.056 2.584
CE, 0.227  0.191 -0.158 0.613
Tasa de crecimiento CE,, 8.066 0521 7.014 9.119
poblacional (48 h exposicion)  CE,, 4436  0.799 2.823 6.049
CE, 2724 0.814 1.101 4.347
Eclosion (24 h) CE,, 10.325 2.017 6.281 14.369
CE,, 0.666  0.224 0.218 1.115
CE, 0.071  0.047 -0.024 0.167
Eclosion (48 h) CE,, 10.809 2212 6.373 15.244
CE,, 0.590 0.207 0.176 1.005
CE 0.055 0.038 -0.022 0.132

1

CEXx, concentracion efectiva a diferentes proporciones (1%, 10%, 50%); EEM,
error estandar de la media; LI, limite inferior del intervalo de confianza, LS, limite
superior del intervalo de confianza, que fueron calculados mediante el paquete
drc del software estadistico R. Todos los valores estan expresados en mg/L.

En la figura 4 se presentan los resultados de la eclosion de hue-
vos de L. papuana expuestos a diferentes concentraciones de DCF. Se
evaluaron dos tiempos diferentes, 24 y 48 h, aunque la mayoria de los
huevos habian eclosionado a las 24 h, por lo cual no se encontraron
diferencias significativas con respecto al tiempo dentro del mismo tra-
tamiento. El factor significativo en estos ensayos fue la concentracion
de DCF, que a partir de 3.28 mg/L disminuy6 el porcentaje de eclosion
de los huevos de L. papuana.

En la tabla 2 se presentan las concentraciones efectivas para di-
ferente nivel de efecto, 1, 10 y 50 % (CE50, CE10, y CE1) para las
pruebas de toxicidad cronica. Ademas, se obtuvieron los valores de
concentracion del toxico maxima aceptable (CTMA), o por sus siglas
en inglés, MATC (Maximum Acceptable Toxicant Concentration), que de
acuerdo con la respuesta evaluada puede variar entre 0.820 y 2.319
mg/L cuando se consideran valores de NOEC y LOEC, mientras que al
considerar los valores de CE1 y CE10 se obtuvieron CMAT entre 0.180
y 3.476 mg/L (tabla 3).

DISCUSION

La sensibilidad del rotifero Lecane papuana a diclofenaco es muy se-
mejante a la que se encuentra en otros miembros del zooplancton,
como Moina macrocopa (Straus, 1820) (CL50 = 142.6 mg/L; Lee et
al., 2011) y Daphnia magna (CL50 = 94.1 mg/L; Ra et al., 2008). Sin
embargo, existen también datos con D. magna que sitlian los valores
de CL50 entre 40 y 70 mg DCF/L, que son significativamente menores a
los obtenidos con L. papuana. No obstante, consideramos que los datos
aqui generados son de importancia por la escasa informacion que se
tiene acerca de contaminantes emergentes, como farmacos, en orga-
nismos que no son usados convencionalmente en pruebas de toxicidad
acuatica, principalmente en México, en el que la normativa vigente in-
cluye el uso de D. magna, una especie holartica que no se distribuye
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de manera natural en territorio mexicano. Por lo tanto, es necesaria
la bisqueda de alternativas sensibles a diversos contaminantes, que
incluyan diferentes niveles troficos, y que sean de facil cultivo y acceso
(Martinez-Jerénimo et al., 2008).

En la tabla 1, dados los valores de CL10 (88.869 mg/L) y CL1
(59.262 mg/L), se observa que L. papuana parece no representar a
una especie sensible al DCF (en pruebas de toxicidad aguda), en com-
paracion con otras especies zooplanctonicas como en los rotiferos de
la familia Brachionidae, con valores de LOEC y NOEC mas bajos (12.5
y 25 mg/L, respectivamente; Ferrari ef al., 2003) o en D. magna con la
que se encuentran valores de CL10 de 15.2 mg/L (Cleuvers, 2004). Re-
portes previos con organismos de la familia Lecanidae mencionan que
estos rotiferos poseen una lorica mas gruesa en comparacion con los
rotiferos de la familia Brachionidae y que ésta podria funcionar como
una barrera en contra de los toxicos que se presentan en el ambiente y
por esta razon disminuir su sensibilidad en pruebas de toxicidad aguda
(Hernandez-Ruiz et al., 2016). Aunque adn no se ha determinado el me-
canismo exacto para dicha barrera, con iones metalicos (cromatos con
carga negativa) se ha observado que pueden depositarse en la lorica de
Lecane quadridentata en mayor proporcion que en Brachionus calyci-
florus Pallas, 1766 (Hernandez-Ruiz et al., 2016). Entonces, es probable
que el DCF en forma anidnica se deposite en la lérica; sin embargo, es
necesario confirmar estas suposiciones mediante estudios dirigidos a
elucidar el mecanismo de toxicidad del DCF en rotiferos.

A la fecha, la informacion publicada con respecto al efecto de far-
macos en rotiferos es aln escaza, en especial aquellos que evallian
respuestas de intoxicacion cronica. Por lo tanto, es de destacar los tra-
bajos de Martinez-Gomez et al. (2015), quienes expusieron por seis
dias al rotifero P. patulus al analgésico acetamidofenol, encontrando
que la fecundidad de los rotiferos se veia disminuida a partir de con-
centraciones de 10 mg/L y superiores, asi como el de Sarma et al.
(2014), quienes reportaron que concentraciones iguales 0 mayores a
12.5 mg de DCF/L inhibieron la reproduccion de P. patulus. Por otra
parte, Gonzalez-Pérez et al., (2016) evaluaron el efecto del ibuprofe-
no (AINE) en Brachionus calyciflorus'y B. havanensis (Rousselet, 1911)
mostrando que la concentracion minima a la que se observa disminu-
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cion de la fecundidad es a partir de 12.5 mg/L. En el caso de L. papua-
na (este trabajo), la reproduccion fue significativamente disminuida a
partir de 0.820 mg de DCF/L (Fig. 1) y se registré una CE50 de 9.582
mg/L (LOEC = 0.820 mg/L) (tabla 2), denotando una mayor sensibilidad
de L. papuana en respuestas de intoxicacion cronica en comparacion
con los otros rotiferos; sin embargo, el valor de CE50 es muy parecido
a las concentraciones minimas a las que los otros autores encontraron
efectos adversos significativos.

Dada la escasez de datos de la toxicidad del DCF hacia los rotiferos,
se han comparado con otros miembros del zooplancton, particularmen-
te con claddceros; en C. dubia el valor de CENO para reproduccion fue
1 mg/L (Ferrari et al., 2003), en M. macrocopa se reportd en 16.7 mg/L
(Lee et al., 2011) y para D. magna de 10 mg/L (Han et al., 2006). Aun-
que la sensibilidad de L. papuana es menor que la de las especies de
claddceros para las respuestas de intoxicacion aguda, se observa que
al evaluar respuestas cronicas (Fig. 2) el rotifero L. papuana es hasta
diez veces mas sensible que los mismos claddceros arriba menciona-
dos.

La alta sensibilidad de L. papuana con respecto a la inhibicion del
crecimiento poblacional, generd dos preguntas: a) ¢El bajo crecimiento
poblacional de Lecane se debe a que el DCF disminuye la fecundidad
de las hembras expuestas?; o b) ;La disminucion del crecimiento po-
blacional se debe a que el DCF afecta la eclosion de los huevos amicti-
cos de L. papuana? Para contestar la primera pregunta se contaron los
huevos depositados por hembras expuestas a DCF a las 24 y 48 h de
exposicion (Fig. 3), encontrando una menor cantidad de huevos con-
forme se incremento la concentracion de DCF. Por lo tanto, el farmaco
alterd la respuesta reproductiva de L. papuana reduciendo el nimero
de huevos por hembra desde el inicio de la prueba, evento que podria
deberse a que el DCF actua como inhibidor de las ciclooxigenasas, en-
zimas que estan relacionadas con la sintesis de prostaglandinas (Gan,
2010) y cuya baja actividad se ha visto relacionada con la extension del
promedio de vida en B. koreanus a expensas de la fecundidad, que se
ve reducida por alteraciones en el metabolismo de lipidos (Lee et al.,
2018).
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Figura 2. Efecto de la concentracion de diclofenaco (DCF, mg/L) en Lecane papuana (Murray, 1913) expuestos durante 24 h (izquierda) y 48 h (derecha). El periodo de
crecimiento del rotifero fue de cinco dias sin DCF. El eje ordenado presenta la tasa de crecimiento poblacional (r, d-") calculada a partir de la formula de Euler-Lotka.
Las letras mintsculas sobre las cajas representan diferencias significativas entre los tratamientos, que fueron establecidas con un nivel de significancia de 0.05 a

través de ANDEVA de un factor y pruebas de comparacién multiple de Tukey (n = 8).
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Tabla 3. Comparacion del efecto del DCF en respuestas de intoxicacion aguda y cronica, expresada como la relacién entre toxicidad aguda/crénica (RTAC)

Valores definidos por ANDEVA (arbitrarios)

Valores obtenidos por regresion lineal

Respuesta evaluada CNEO MCEO CMPT
r, 5 dias <0.820 0.820 0.820
r,24 h 0.820 1.640 1.160
r,48 h 1.640 3.280 2.319
eclosion, 24 h 1.640 3.280 2.319
eclosion, 48 h 1.640 3.280 2.319

RTAC CE1 CE10 CMPT RTAC

157.101 0.090 0.734 0.257 501.215

111.087 0.227 1.320 0.547 235.339
55.544 2.724 4.436 3.476 37.059
55.544 0.071 0.666 0.217 592.416
55.544 0.055 0.590 0.180 715132

CNEO, concentracion de no efecto observado; MCEO, minima concentracion a la que se observd efecto téxico; CMPT, concentracion maxima permitida de un toxico;
RTAC, relacion entre toxicidad aguda y cronica; CE, concentracion efectiva al 1% o 10%; r, tasa de crecimiento poblacional (d-"). Todas las concentraciones estan

expresadas en mg/L.

La tasa de crecimiento poblacional de L. papuana al exponerse al
DCF fue menor que la de los testigos, que puede explicarse parcial-
mente por la baja fecundidad de las hembras por la ya mencionada
alteracion del metabolismo de lipidos. Otro factor que influy6 en los
bajos valores de r se debié a la disminucion del porcentaje de eclosion
de los huevos expuestos a DCF (Fig. 4). En el pez Danio rerio se tiene in-
formacion de que el DCF se adhiere a las membranas de los embriones
expuestos (alrededor del 5% de la concentracion en el medio), mientras
que otra parte (alrededor del 50% del material que asociado a la mem-
brana) se internaliza hacia el citosol; en donde causa diferentes anor-
malidades en los embriones; ademas de disminuir la capacidad motriz
del mismo organismo, lo que en cierta forma disminuye su potencial
para eclosionar (Chen et al., 2014). Consideramos que un mecanismo
semejante puede estar actuando en los embriones de L. papuana, dado
que el DCF tiene una carga negativa, éste podria asociarse con las dife-
rentes estructuras polares, como los grupos carbonilo en las proteinas y
alterar procesos metabolicos importantes en el desarrollo embrionario.

De acuerdo con los datos de De Felice et al. (2012), la toxicidad
del DCF en embriones de D. rerio se debe a la falta de regulacion de
enzimas que participan en la gluconeogénesis y en el metabolismo de
lipidos, la generacion de estrés oxidativo y al incremento de procesos
apoptoticos, lo que conlleva a la generacion de disfuncion mitocondrial
y desdrdenes metabdlicos; que entre otros efectos, pueden observarse
malformaciones en los embriones expuestos (ausencia de higado, de-
generacion muscular, hidroedema, pigmentacion anormal, entre otros)
(Chen et al., 2014). También en modelos de anfibios (embriones de Xe-
nopus leavis) se han observado efectos teratogénicos y alteraciones
del desarrollo embrionario ocasionadas por la exposicion a DCF (Chae
et al., 2015); evidencia que indica que el efecto toxico de este farmaco
no es exclusivo de peces y por lo tanto, podria observarse en otros
modelos animales, como el de L. papuana, que para esta especie se
argumenta que generaria retrasos en el tiempo de eclosion y como con-
secuencia, disminucion de la tasa de crecimiento poblacional, efecto
observado experimentalmente en este trabajo.
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Figura 3. Efecto de la concentracion de diclofenaco (DCF, mg/L) en la fecundidad (ndmero de huevos por hembra) de Lecane papuana (Murray, 1913). Los huevos de-
positados en cada réplica fueron retirados y contabilizados cada 12 horas, dejando en los pozos de la microplaca sélo los organismos iniciales. Las letras mintsculas
sobre las cajas representan diferencias significativas entre los tratamientos, que fueron establecidas con un nivel de significancia de 0.05 a través de ANDEVA de un

factor y pruebas de comparacion multiple de Tukey (n = 4).
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Figura 4. Efecto de la concentracion de diclofenaco (DCF, mg/L) en la eclosion de huevos de Lecane papuana (Murray, 1913) expuestos durante 24 h (izquierda) y 48
h (derecha). Las letras minusculas sobre las cajas representan diferencias significativas entre los tratamientos, que fueron establecidas con un nivel de significancia
de 0.05 a través de ANDEVA de un factor y pruebas de comparacion multiple de Tukey (n = 5).

Los resultados de las pruebas de toxicidad agudas, subletales, y
cronicas, sirvieron para calcular valores como CEx y CLx, derivados de
analisis matematicos y que de acuerdo con Laskowski (1995) son de
mayor trascendencia que los valores CENO y MCEOQ (que también fue-
ron obtenidos). Al observar la tabla 3 encontramos que al emplear los
valores CENO y MCEO se tiene una relacion méaxima de 157 entre las
respuestas agudas y las respuestas cronicas, siendo la tasa de creci-
miento poblacional el pardmetro mas sensible, mientras que la eclosion
de los huevos partenogenéticos resultd tres veces menos susceptible
al efecto del DCF. Sin embargo, al emplear los valores de CEx, donde x
esigual al 1% o 10%, la respuesta mas susceptible fue la eclosion a las
48 h (ACR = 715.132), en segundo lugar la eclosion a las 24 h (ACR =
592.416) y en tercer lugar la tasa r (ACR = 501.215), que puede estar
indicando que la baja en crecimiento poblacional se debe primeramen-
te al retraso en la eclosion de los huevos expuestos a DCF, efecto que
ha sido discutido en parrafos previos.

La exposicion de 24 h y 48 h afectaron significativamente la fe-
cundidad de L. papuana reduciendo la tasa de crecimiento poblacional,
pero sus valores son muy diferentes entre si, obteniéndose los valores
mas altos para la CMAT en los organismos que estuvieron expuestos
por 48 h. Dado que la comparacion se realizé con respecto al control,
cuya fecundidad también se vio afectada, es muy probable que sea el
resultado de la falta de alimento durante este periodo en combinacion
con el efecto toxico del DCF, del cual se ha discutido que reduce el ni-
mero de huevos que producen las hembras expuestas. Cuando las con-
diciones del medio son desfavorables (baja cantidad de alimento, pre-
sencia de depredadores o de toxicos en el ambiente), los organismos
del zooplancton pueden destinar la energia almacenada hacia la super-
vivencia, pero no al crecimiento o a la reproduccion (Arzate-Cardenas
& Martinez-Jerénimo, 2012), disminuyendo asi la tasa de crecimiento
poblacional, del mismo modo que el DCF ha actuado en L. papuana.

Las concentraciones de DCF en aguas superficiales se encuen-
tran generalmente alrededor de unos cuantos microgramos por litro
y en algunos casos alcanzaron valores cercanos a los 4.7 pg/L (Vie-
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no & Sillanpaa, 2014). Sin embargo, los estudios a escala laboratorio
son llevados a cabo con concentraciones superiores a las detectadas
en ambientes naturales. No obstante, se han justificado estos trabajos
por la necesidad de conocer cudles son los posibles mecanismos de
toxicidad de los contaminantes emergentes, entre ellos diversos far-
macos, cuyo consumo va incrementandose con el tiempo (Lonappan
et al., 2016). Ademas, aunque el DCF no es considerado un compuesto
persistente, los organismos acuaticos pueden estar expuestos a éste y
otros farmacos por tiempos prolongados dada su incorporacion al me-
dio por la liberacién continua a partir de aguas residuales hospitalarias
y municipales, en las cuales la concentracion de farmacos suele ser
mas alta (Heberer & Feldman, 2005).

A pesar de la rapida fotodegradacion del DCF, sus metabolitos son
oxidados hacia intermediarios de la benzoquinonimina, que son mas
persistentes en el ambiente y sumamente toxicos para los organismos
acuaticos; pueden ademas depositarse en los sedimentos o adsorberse
en la materia organica en solucion y a partir de ahi ser consumidos por
los invertebrados acuaticos (Oviedo-Gomez et al., 2010). Por lo anterior,
la intoxicacion de L. papuana en exposiciones cronicas podria deberse
tanto al farmaco en su forma original o por algun producto de su oxida-
cion. No obstante, esto genera una hip6tesis cuya exploracion escapa
por ahora los objetivos de este trabajo, que implicaria la extraccion y
cuantificacion del DCF (y metabolitos) en rotiferos, que por su pequefio
tamafio y escasa cantidad de biomasa, representaria un reto para el
desarrollo de métodos analiticos.

Consideramos que este trabajo aporta evidencias importantes en
las afectaciones que pueden sufrir los organismos del género Lecane,
un grupo de rotiferos del cual a la fecha se cuenta con poca informacion
sobre su susceptibilidad a contaminantes diversos. Ademas, los conta-
minantes emergentes como los farmacos (entre ellos el DCF) han ad-
quirido mayor relevancia al encontrarse concentraciones crecientes en
cuerpos de agua e incluso en agua para uso y consumo humano (He-
berer, 2002). Por estos motivos, es necesario contar con modelos para
la evaluacion de la toxicidad, que sean representativos de los cuerpos
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de agua de la zona de acuerdo con su distribucion natural y cuya sen-
sibilidad sea comparable con la de los modelos convencionales de los
que se tiene una gran base de datos como D. magna (USEPA, 2002).

En conclusion, la exposicion a DCF disminuye la fecundidad de L.
papuana muy probablemente por alteracion del metabolismo de lipidos,
ademas de retrasar la eclosion de huevos amicticos de este rotifero
cuando se expone a concentraciones entre 500 y 700 veces meno-
res que la CL50 correspondiente, siendo inferiores a las reportadas
para otros organismos del zooplancton de agua dulce en pruebas de
toxicidad cronica. Por lo anterior, podria establecerse el uso de huevos
amicticos de rotiferos como una prueba estandar de toxicidad al ser lo
suficientemente sensible y rapida (<48h).
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