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RESUMEN

Los contaminantes emergentes, incluyendo fér-
macos y productos de uso personal, cada vez son
encontrados con mayor frecuencia en medios
acuaticos, incluidos ambientes marinos e hipersa-
linos. El objetivo de este estudio fue determinar el
impacto toxicoloégico de las sustancias p-
fenilendiamina, benzofenona y naproxeno a dos
temperaturas (24 ° C y 30 ° C) y dos tiempos de
exposicion (24 y 48 horas) usando Artemia salina
como modelo. La concentracién letal (CL50) se
determind después de exponer a Artemia a dife-
rentes concentraciones y la sobrevivencia fue con-
siderada como la principal variable a evaluar. Los
resultados obtenidos sefialan la p-fenilendiamina
y la benzofenona aumentan su toxicidad confor-
me incrementa la temperatura y el tiempo de ex-
posicion, mientras que la toxicidad del naproxeno
fue afectada por el tiempo de exposicién mas no
por la temperatura. No se observan diferencias
significativas para interaccion entre temperatura y
tiempo de exposiciéon para las sustancias evalua-
das.

PALABRAS CLAVE: Toxicidad, contaminantes
emergentes, CL50, Artemia salina

Abstract

Contaminants of emerging concern, including
pharmaceuticals and personal care products, are
increasingly been found in aquatic environments,
including marine and hypersaline media. The ob-
jective of this study was to determine the toxico-
logical ~impact of the subsances p-
phenylenediamine, benzophenone and naproxen
at two temperatures (24 ° C and 30 ° C) and two
exposition time (24 and 48 hours) using Artemia
salina as model. The lethal concentration (LC50)
was determined after exposure of Artemia to dif-
ferent concentration and considering survival as
the main variable to evaluate. The results ob-
tained indicate that p-phenylenediamine and ben-
zophenone increase its toxicity as the temperature
and exposition time increases, while naproxen
toxicity was affected by the exposition time but
not for the temperature. No significant differences
for interaction between temperature and exposi-
tion time were observed for the substances evalu-
ated.

Key words: Toxic, Emerging pollutants, CL50,
Artemia salina

Introduccién

El término contaminantes emergentes (CEs), ha
sido ampliamente utilizado desde inicios del afio
2000, e implica posibles riesgos que pudieran oca-
sionar estos compuestos tanto a seres humanos
como al medio ambiente (Halden, 2015). Estos
productos de origen farmacéutico, de cuidado
personal, surfactantes, aditivos industriales, plas-
tificantes, plaguicidas, asi como una gran varie-
dad de compuestos quimicos, las concentraciones
que se pueden encontrar en el medio ambiente
oscilan entre valores de ng/L a pg/L (Kuster et
al., 2008). Su presencia en el medio ambiente se
atribuye principalmente a la descarga de aguas
residuales tratadas debido a la ineficiencia de los
procesos secundarios y convencionales de degra-
darlos, residuos industriales o descargas urbanas,
llegando a aguas superficiales tales como rios, la-
gos, lagunas y zonas costeras (Petrie 2015; Avila et
al., 2018). Por otro lado, algunos compuestos tie-
nen la caracteristica de pasar de aguas superficia-
les a aguas del subsuelo o bien transformarse en
sustancias mas toxicas cuando estan en el medio
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ambiente (Barcelo, 2008). Asi mismo, la velocidad
de transformacion y/o eliminacién se puede com-
pensar debido a su continua introduccion en el am-
biente (Kuster et al., 2008).

Estos contaminantes entran al ambiente ya sea por
procesos antropogénicos, o por procesos naturales
o bien pueden intercambiarse entre los diferentes
compartimentos medioambientales (sistema terres-
tre, acudtico, aire y biota) en funcién de sus propie-
dades y las condiciones ambientales (Kiimmerer,
2004; Jemba, 2006; Jones et al., 2004; Fent et al.,
2006; Zuccato et al., 2006; SEMARNAT 2007; Gil et
al., 2012).

Su concentracion puede variar de acuerdo con la
zona de muestreo, como: planta de tratamiento de
aguas, rios, lagos, lagunas, subsuelos, cercania con
poblaciones humanas etc. (Gil et al., 2012); para el
caso del ibuprofeno se reportan valores de 5 ng/L
a 2700 ng/L en aguas de rio y de 5 ng/L a 85000
ng/L en aguas de efluentes de plantas de trata-
miento de aguas (Ollers et al., 2001; Corcoran et al.,
2010). Galindo-Miranda et al (2019) reportan en
aguas colectadas de diferentes zonas de paises alre-
dedor del mundo una concentracion de 2.9 a 323,
40-3462, 3.9-4820, 25-277, 1-163, 19-15,000, 1.7-3700
y 0.43-1168 ng/L para carbamezapina, diclofenaco,
naproxeno bisfenol, triclosan, atrizina 17-p-
estradiol, B-estradiol respectivamente.

Vieno et al (2005) reportan una mayor concentra-
cién de tres a cinco veces mayor en época de in-
vierno que en verano y primavera para farmacos
en agua proveniente de plantas de tratamiento.

Un estudio realizado en Alemania entre 1996 a
1998, reporto la presencia de 55 farmacos en efluen-
tes de plantas de tratamiento, Ternes et al (2004)
reportan la presencia de 82 componentes de farma-
cos en un arroyo en Estados Unidos.

El tiempo de vida media de estos contaminantes en
el medio ambiente es variado, siendo de 0.8 a 32
dias en el aire y de 8 dias a 40 dias en agua, para la
aspirina, paracetamol, ibuprofeno, naproxeno y
diclofenaco; siendo el paracetamol y el ibuprofeno
los mas persistentes. Santibafiez (2014) realiz6 una
revision de 134 articulos publicados entre los afios
1997 y 2009, donde obtuvo que el grupo de anti-

inflamatorio es el mas abundante en el ambiente
con un 16% respecto a los demés grupos farmacéu-
ticos.

El naproxeno se comercializé por primera vez co-
mo el medicamento recetado Naprosyn en 1976 y el
naproxeno sodico se comercializé por primera vez
bajo el nombre comercial de Anaprox en 1980. Este
contaminante se ha reportado en diversas partes
del mundo incluyendo aguas superficiales, efluen-
tes de aguas de tratamiento de aguas residuales,
aguas del subsuelo e incluso en suelo (McEachran
et al., 2016).

La eficiencia de degradaciéon de este compuesto
depende del proceso empleado, Qurie et al (2015)
observa una degradacion del 80% de naproxeno
después de 15 dias de tratamiento cuando aguas
residuales de una planta de tratamiento fueron so-
metidas a un proceso de micro y nano filtracién.
Mohamed et al (2018) observa una mayor degrada-
cién (<90%) después de exponerlo por 30 minutos a
un proceso de fotocatdlisis empleando nanoparti-
culas elaboradas a base de diéxido de titanio y un
composito de nano fibras cuando se emple6 poli-
acrilonitrilo (0%).

La p- fenilendiamina (PPD), también llamada 1,4-
diaminobenceno o 1,4-fenilendiamina, se utiliza
como componente de polimeros y compuestos de
ingenieria, fibras de aramida, tintes para el cabello,
productos quimicos de caucho, tintes textiles, pig-
mentos, como reactivo de laboratorio y en revelado
fotogréfico, se presenta como un soélido blanco o
ligeramente rojo o como cristales que se oscurecen
con la exposicion al aire; ligeramente soluble en
agua.

Se emplea también como base de oxidacion bases o
intermediarios primarios en la composicion de los
tintes para cabello y algunos productos de uso per-
sonal como cremas aclarantes p-fenilendiamina, p-
toluendiamina, o-cloro-p-fenildiamina, o-
aminofenol y p-aminofenol son las bases mas utili-
zadas en la industria (Cegarra,1987). La exposiciéon
a p-fenilendiamina por contacto dérmico en el cue-
ro cabelludo es inevitable entre las personas cuyo
cabello esta tefiido con tintes que contienen cual-
quiera de estas sustancias conocidas como bases
primarias, alrededor del 40 por ciento de las
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mujeres estadounidenses son usuarias habituales
de tintes para el cabello (Corbett & Menkart, 1973).
La degradacion de este compuesto mediante un
proceso de reaccion fento, a una condicién de pH
3.5, 50 mg/L peroxido de hidrogeno, 3 mg/L Fe2+
y en presencia de luz UV por un tiempo de 3 h se
puede remover la p-fenilendiamina en un 54-71%.

Existen diferentes tipos de procesos quimicos y
fisicos para la remocién de sustancias donde se tie-
nen compuestos toéxicos de alto peso molecular,
como la p-fenilendiamina, entre estos procesos se
encuentran la ozonizacién, procesos oxidativos,
procesos fotoquimicos, oxidacién por hipoclorito
de sodio, oxidacién de curcubituril, destruccién
electroquimica, adsorcién, tratamiento con carbén
activado, membrana de filtracion, intercambio i6ni-
co, irradiacién, entre otros. A pesar de tener un alto
grado de remocién presentan desventajas debido a
sus altos costos y generacion de nuevos residuos
(Robinson et al., 2001).

La toxicidad acuatica aguda se determina normal-
mente estudiando los resultados de la CL50 en pe-
ces tras una exposicion de 96 horas, en crustaceos
de 48 horas y para algas de 72 o 96 horas de CES50,
estas especies se consideran representativas de to-
dos los organismos acuaticos.

Este método es conocido como un ensayo de toxici-
dad aguda que cuantifican las concentraciones le-
tales de un xenobibtico o sustancia a una especie
en particular. El valor calculado se denomina con-
centracion letal media (CL50), en un tiempo deter-
minado que generalmente es de 48 o 96 horas
(Benitez & Lesmes, 2014).

La concentracion letal, efectiva o inhibitoria 50
(CL50/CE50/CI50), es la concentracion que produ-
ce la respuesta esperada sobre el 50% de los orga-
nismos expuestos, se emplea para determinar el
efecto toxico de los contaminantes emergentes. Es-
tas pruebas emplean concentraciones multiples las
cuales permiten calcular este valor a partir de la
concentracion a la cual el 50% de la poblaciéon mue-
re. Para estos estudios se recomiendan los siguien-
tes métodos para la estimaciéon de CL50/CE50/
CI50: Método Probit (paramétrico), método de
Litchfield-Wilcoxon (grafico), método de Sperman-

Karber (no paramétrico) y/o método grafico. Este
método es el método mas empleado para la evalua-
cion de toxicidad de los CEs en organismos acuati-
cos tales como crustaceos, microalgas, peces, etc.
(Castillo, 2004).

Un lugar sobresaliente dentro del grupo de bioen-
sayos mas utilizados lo ocupa el género Artemia. es
utilizada ampliamente ya que determina el efecto
letal de materiales y sustancias en larvas de Arte-
mia spp. (McLaughlin et al., 1998; Fatope, 1995; Fa-
tope et al., 1993). El género Artemia estd compuesto
por varias especies, de las cuales se han identifica-
do al menos cinco especies bisexuales y varias po-
blaciones partenogenéticas, entre ellas Artemia sali-
na;,  Artemia  persimilis;,  Artemia  franciscana
(bisexuales) y Artemia partenogenética (Serrano et al.,
1996; Varo et al., 1998).

Entre estas las mas relevantes son A. franciscana la
cual tiene una gran importancia en la industria
acuicola por sus resultados en la alimentacién de
larvas de peces y crustaceos (Delbare et al; 1995) y
que ha sido utilizada como un sistema de prueba
para medir toxicidad de sustancias quimicas, biol6-
gicas y para estudios en el desarrollo de la toxico-
logia (Borowitz y McLaughlih, 1999; Fuentes et al.,
2011).

Este crustaceo se utiliza como organismo modelo
dandole gran importancia en estudios de ecotoxi-
cologia en medios marinos e hipersalinos de conta-
minantes emergentes como son los compuestos
farmacéuticos y las nanoparticulas (Nunes et al.,
2006; Libralato, 2014).

En peces se ha reportado que los medicamentos [3-
bloqueadores tienen un efecto inhibidor de la acti-
vidad espermatica de algunas especies (Jones et al.,
2004). Kwak et al (2018) evaluaron la toxicidad croé-
nica del naproxeno empleando Daphnia magna y
Moina macrocopa) y Oryzias latipes. Los efectos del
naproxeno sobre las hormonas esteroides sexuales
y la transcripcion de genes relacionados con la es-
teroidogénesis también se evaluaron en células
H295R. Se determiné que las concentraciones cré-
nicas sin efecto observado (NOEC) de hormonas
sexuales.
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Materiales y Métodos

La investigacion se realizé en condiciones de labo-
ratorio, dentro del programa de Maricultura de la
Facultad de Ciencias Biolégica de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn.

Para el disefio experimental cada contaminante fue
evaluado a dos temperaturas de incubaciéon (24 y
30°C) con la finalidad de determinar si la tempera-
tura modifica las concentraciones de la CL50 a un
tiempo de exposicion de 24 y 48 horas.

Para la evaluaciéon del impacto toxicolégico de los
contaminantes emergentes de tipo farmacéutico y
de uso personal, se emplearon las sustancias p-
Phenylenediamine CAS: 106-50-3 CsHsN>, Benzop-
henone CAS: 119-61-9 C13H100 y Naproxeno CAS:
26159-34-2 C14H13NaO3. en la especie modelo Ar-
temia salina.

La eclosion de los quistes de Artemia se llev6 a cabo
utilizando agua marina preparada (29.90g/1000ml)
y posteriormente 10ml de cloro, eclosionando des-
pués de 24 horas.

Se colocaron 10 Artemias por microplaca, y fueron
colocadas a diferentes temperaturas (24 y 30°C) du-
rante 24 y 48 horas. de exposicion. Posteriormente
se prepar6 un stock para cada sustancia a evaluar y
a partir de esta se hicieron concentraciones crecien-
tes para poder establecer la CL50 y se afiadi6 a ca-
da microplaca 230pL de las soluciones.

La CL50 se determin6 empleando el programa Ex-
cel considerando el porcentaje de sobrevivencia
inicial de Artemias con el porcentaje de sobreviven-
cia a las 24 y 48 h. Se determiné la férmula de re-
gresion de la curva (r2>0.90) y se calcul6 el valor de
la CL50. Al valor obtenido se le aplicé el antiloga-
ritmo y se obtuvo la concentracién a la cual morirfa
el 50% de la poblacién. Se realiz6 un analisis facto-
rial para determinar diferencias significativas entre
los productos evaluados, el tiempo de exposicion y
la temperatura a la cual fueron evaluados, se utili-
z0 el programa estadistico SPSS y un nivel de signi-
ficancia (P<0.05).

Resultados
Las condiciones de temperatura y de salinidad fue-

ron Optimas para esta especie, 5-250 g/L y de 6-
35°C (Nunes et al., 2006), teniendo un alto porcenta-
je de sobrevivencia de los organismos que se usa-
ron como control negativo, donde el porcentaje de
esta fue superior al 85%, por lo que los resultados
obtenidos entre los diferentes productos evaluados
fueron en base al efecto del contaminante sobre la
sobrevivencia en Artemia.

En cuanto al cambio en los valores de CL50 para las
diferentes concentraciones evaluadas y sustancias
analizadas se establece que la presencia de conta-
minantes emergentes tales como la p-
fenilendiamina, bezofenona y naproxeno afecta la
sobrevivencia de Artemia y su toxicidad se ve incre-
mentada por la temperatura y el tiempo de exposi-
cién; aunque para el naproxeno solamente el tiem-
po de exposicién tuvo un efecto significativo sobre
los valores de CL50.

En la figura 1 (A, B, C y D) se presentan los porcen-
tajes de mortalidad de A. salina expuesta a diferen-
tes concentraciones de p-fenilendiamina a diferen-
tes condiciones de temperatura y tiempo de exposi-
cion.

100 4]
80 |
60 -

40 -

Mortalidad %

20

T T T T |
0 20 40 60 80 100
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Figural A
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Fig. 1 Mortalidad de Artemia salina expuesta a p-fenilediamina a (A) 24°C durante 24 h, (B), 24°C

por 48 h, (C) 30°C por 24 h y (D) 30°C por 48 h.

Estos datos fueron empleados para calcular los va-
lores de CL50 a las diferentes condiciones ambien-
tales evaluadas. La CL50 se calcul6 mediante regre-
sion lineal para cada una de las diferentes condicio-
nes evaluadas. En el cuadro 1 se presentan los valo-
res de la féormula de regresion, asi como el valor de
12 para cada una de las condiciones evaluadas para
este contaminante, el valor de r2 vario entre 0.84 a
0.96.

Al realizar el anélisis del efecto de la temperatura y
el tiempo de exposicion podemos observar que tan-
to la temperatura como el tiempo afectaron de ma-
nera significativa (P<0.01) los valores de la CL50
obtenida para el colorante p-fenilendiamina
(Cuadro 2).

Conforme se incrementa la temperatura de exposi-
cion el valor promedio de la CL50 pasa de un valor
de 67.8 a 57.9 mg/L; mientras que para el factor
tiempo de exposicion los valores de CL50 pasaron
de 75.5 mg/L a 50.1 mg/L a un tiempo de exposi-
ciéon de 24 y 48 h respectivamente. No se observan
diferencias significativas (P>0.05) para la interac-
cion de los pardmetros evaluados.
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Cuadro 1.- Ecuacién de las diferentes regresiones para p-fenilendiamina

Temp. (°C)

Tiempo de
incubacion

(h)

y-a+ bx (R?)

24

24

y = 297.6x -519.84 (R2 =0.9687)
y = 297.76x - 523.88 (R2 = 0.9608)
y = 212.16x - 345.88 (R2 = 0.9117)

48

4)y = 263.23x - 414.55 (R2 =
0.8417)

5) y = 256.76x - 399.07 (R2 = 0.951)
6) y = 242.63x - 366.71 (R2 =
0.9468)

30

24

1) y = 232.06x - 377.06 (R2 = 0.8689)
2) y=234.7x - 381.16 (R2 =
0.8813)
3) y = 353.33x - 612.58 (R2 = 0.9595

48

( )
4) y = 189.83x - 268.94 (R2 = 0.9149)
5) y =193.44x - 275.19 (R2 = 0.9578)
6) y = 125.44x - 148.62 (R2 = 0.9192)

Cuadro 2.- Valor de la CL50 de la p-fenilendiamina a dos temperaturas y dos tiempos de expo-

sicién en Artemia salina

Temperatura | Tiempo de incubacién (h) CL50
(°C) (T+sd)
24 24 80.1+£5.9
48 55.543.1
Total 67.8114.1
30 24 71.04£3.5
48 44.745.6
Total 57.9415.0
Total 24 75.516.6
48 50.1+7.1
Total 62.8+14.8
Probabilidades analisis factorial
Temperatura 0.006
Tiempo de exposicién 0.000
Interaccion 0.721

] = promedio, sd = desviacién estdndar
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Al realizar el anélisis anova de una via entre
las diferentes condiciones evaluadas, se obser-
v6 que la condicion de 24 h ya sea a 24 6 30°C
presentan los mayores valores de CL50= 80.1
y 71 mg/L, conforme se incrementa el tiempo
de exposicion este se reduce a 55.5 y 44.7 mg/
L respectivamente, lo cual demuestra que la

100 b
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

mg/L

240Cx 24 h

24o0cx 48 h

toxicidad del compuesto evaluado aumenta
con el tiempo de exposicién y no con las con-
diciones de temperatura (Figura 2). Para el
caso del control no contaminado el porcentaje
de sobrevivencia vario entre 85 a 100% entre
todos los replicados evaluados.

300Cx24 h 300Cx 48 h

Tratamiento

Fig.2 Efecto de la presencia de p-fenilenediamina sobre los valores de CL50 en Artemia salina
expuesta durante 24 y 48 h a una temperatura de 24 y 30°C.

En la figura 3 (A, B, C Y D) se presentan los por-
centajes de mortalidad de A. salina expuesta a dife-
rentes concentraciones de benzofenona a una tem-
peratura 24 y 30°C y a 24 y 48h de exposicion res-
pectivamente. Los datos fueron empleados para

calcular los valores de CL50 a las diferentes condi-
ciones ambientales evaluadas. La CL50 se calcul6
mediante regresion lineal para cada una de las
concentraciones.
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Q) D)

100.00 @& 100.00 4
80.00 80.00 -
60.00

60.00 -

40.00 - 40.00 -

Mortalidad %
Mortalidad %

20.00 20.00 -

0.00

T T T | 0.00 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 o] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Concentracion mg/L Concentracion mg/L

Fig.3 Mortalidad de Artemia salina expuesta a benzofenona a (A) 24°C durante 24 h, (B), 24°C por
48 h, (C) 30°C por 24 h y (D) 30°C por 48 h.

En el cuadro 3 se presentan los valores de la de dicho contaminante. Para este contami-
férmula de regresion, asi como el valor de r2 nante, los valores de r2 fueron de 0.83 a 0.99.
para cada una de las condiciones evaluadas

Cuadro 3.- Ecuacion de las regresiones para benzofenona

Temperatura Tiempo de incuba- y-a+ bx (R?)
(°C) cion (h)
24 24 y =127x - 99.445 (R? = 0.908)

y =177.44x - 177.01 (R? = 0.8316)

y =127.36x - 96.559 (R? = 0.9024)

48 4) y =108.1x - 55.742 (R? =

0.8516)

5) y =120.5x - 73.652 (R? =

0.8588)

6) y =120.51x - 72.309 (R? =

0.8948)

30 24 1) y=126.16x - 73.132 (R? =

0.9559)

2) y =89.821x - 22.402 (R* =

0.8924)

3) y =96.816x - 34.295 (R2 =

0.9316)

48 4) y =88.373x + 38.523 (R? =

0.9982)

5) y =79.707x + 36.941 (R =

0.9415)

6) vy =79.487x +40.419 (R? =

0.9501)
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Con el analisis factorial del efecto de la temperatu-
ra y el tiempo de exposicién se observé que tanto
la temperatura como el tiempo afectaron de mane-
ra significativa (P<0.01) la CL50 (Cuadro 4). Con-
forme se incrementa la temperatura el valor pro-
medio de la CL50 pasa de un valor de 13.9 mg/L a
4.6 mg/L para 24 y 30 ° C respectivamente; mien-

tras que para el factor tiempo de exposicion los
valores de CL50 pasaron de 11.9 mg/L a 5.7 mg/L
a un tiempo de exposicion de 24 y 48 h respectiva-
mente. No se observan diferencias significativas
(P>0.05) para la interaccion de los parametros eva-
luados

Cuadro 4.- Valor de la CL50 de la benzofenona a dos temperaturas y dos tiempos de exposiciéon en

Artemia salina

Temperatura (°C) | Tiempo de incubacion | LC50 (I 4sd)
(h)
24 24 16.1+2.6
48 10.1+£0.6
Total 13.143.7
30 24 7.8+1.7
48 1.440.1
Total 4.6+3.7
Total 24 12.0+4.9
48 5.8+4.8
Total 8.9+5.7
Probabilidades analisis factorial
Temperatura 0.000
Tiempo de exposi- 0.000
cion
Interaccion 0.779
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Al realizar el anova de los tratamientos evaluados
se observa que la condicién de 24°C por 24 h pre-
senta el valor mayor de CL50 (16.1 mg/L), seguido
de las condiciones de 24°C por 48 h y 30°C 24 h

20
15
10

mg/L

240Cx 24 h

240cx 48 h

(10.1 y 7.8 mg/L respectivamente) y la condicién
de 30°C a 24 h de exposicion presento la condicion
con mayor toxicidad con un valor de 1.4 mg/L
(Figura 4).

b
.

300Cx24 h

a

300Cx 48 h

Tratamiento

Fig.4 Efecto de la presencia de benzofenona sobre los valores de CL50 en Artemia salina expuesta durante 24
y 48 h a una temperatura de 24 y 30°C.

Enla figura 5 (A, B, C y D) se presentan los porcen-
tajes de la mortalidad de Artemia salina al ser ex-
puesta a diferentes concentraciones del antiinfla-
matorio naproxeno con diferentes condiciones de
temperatura y tiempo de exposicién. Los datos ob-
tenidos fueron empleados para calcular los valores
de CL50 para cada una de las condiciones evalua-
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das. La CL50 se calculé mediante regresién lineal
para cada una de las diferentes condiciones evalua-
das. En el cuadro 12 se presentan los valores en ba-
se a la féormula de regresion y los valores de 12 para
cada una de las condiciones evaluadas, en el cual el
valor de r2se encontr6 entre los valores 0.92 a 0.97.
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Fig.5 Mortalidad de Artemia salina expuesta al compuesto naproxeno a (A) 24°C durante 24 h, (B), 24°C

por 48 h, (C) 30°C por 24 h y (D) 30°C por 48 h.
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En el cuadro 5 se presentan los valores en ba- en el cual el valor de r2 se encontré entre los
se a la férmula de regresion y los valores de r2 valores 0.92 a 0.97.

para cada una de las condiciones evaluadas,

Cuadro 5.- Ecuacion de las diferentes regresiones para naproxeno.

Temperatura Tiempo de incuba- y-a+ bx (R?)
(°C) cion (h)
24 24 y = 604.25x - 1615.9 (R? =

0.97839)

y =728.85x - 1957.1 (R? = 0.9522)

y = 587.14x - 1576.9 (R? = 0.9481)

48 4) y =990.27x - 2624.1(R? =

0.9479)

5) y =1102.2x - 2931.3 (R? =

0.9373)

6) y =522.42x -1371.8 (R*> =

0.9359)

30 24 1) y=612.29x - 1641.6 (R? =

0.9587)

2) y =625.28x - 1671.8( R? =

0.9335)

3) y =482.11x - 1274.5 (R? =

0.9271)

48 4) y =1123.8x - 2981.1 (R =

0.938)

5) y =940.8x - 2490 (R? =

0.9671)

6) vy =902.22x - 2388.5 (R? =

0.9679)
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Mediante el andlisis factorial realizado del efecto
de la temperatura y el tiempo de exposiciéon se ob-
servo que solo el tiempo de exposicion afecté de
manera significativa (P<0.01) la CL50 (Cuadro 6).
Conforme se incrementa el tiempo de exposicion
el valor promedio de la CL50 pasa de un valor de
572 mg/L a 506.4 mg/L para 24 y 30 °C respecti-

vamente.

El factor temperatura no afecto de manera signifi-
cativa los valores obtenidos, siendo estos de 544.0
y de 534.7 mg/L respectivamente. No se observan
diferencias significativas (P>0.05) para la interac-
cion de los pardmetros temperatura y tiempo.

Cuadro 6.- Valor de la CL50 del naproxeno a dos temperaturas y dos tiempos de exposicion

en Artemia salina.

Temperatura Tiempo de incubacion (h) LC50
C) ([£sd)
24 24 576.3+12.1
48 511.7+¢13.2
Total 544.0+£37.1
30 24 568.3+10.2
48 501.1+3.2
Total 534.7+37 4
Total 24 572.3+10.9
48 506.4+10.4
Total 539.4+35.9
Probabilidades analisis factorial
Temperatura 0.163
Tiempo de exposicion 0.000
Interaccién 0.829

Al realizar el anova de los tratamientos eva-
luados se observa que las condiciones de 24°C
a 24 h y de 30°C a 24 h presentaron un valor
mayor de CL50 con valores de 576.3 mg/L y
de 568.3 mg/L respectivamente, seguido de

500 b
580
560
540
520
500
480
460
440

mg/L

240Cx24 h

240cx48h  300Cx24h
Tratamiento

300Cx48h

las condiciones de 24°C a48 hy de 30°C a48 h
donde las CL50 fueron de 511.7 y de 501.1
mg/L respectivamente (Figura 5).

Fig.5 Efecto del compuesto naproxeno so-
bre los valores de CL50 en Artemia salina
expuesta durante 24 y 48 h a una tempera-
tura de 24 y 30°C.
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DISCUSION

Los tintes para el cabello son, semi-permantes y
permantes, siendo estos dltimos los mas emplea-
dos (85%) para los tintes de cabello alrededor del
mundo (Hundari et al., 2014; Zanoni et al., 2015). El
proceso de coloracién se lleva a través de reaccio-
nes de oxidacion, las cuales ocurren entre aminas
arométicas y son sustituidas por la p-
fenilendiamina, el p-toluendiamina y algunos deri-
vados aromaticos sustituidos con grupos amino e
hidroxilo tales como el resorcino (Bessegato et al.,
2018). La p-fenilendiamina es un colorante em-
pleado en la fabricaciéon de tintes para el cabello y
generalmente se ha relacionado con problemas de
alergias por contacto en piel (Han et al., 2018).

La toxicidad reportada por la presencia de p-
fenilendiamina y la p-fenilentriamina este com-
puesto se piensa que ocurre debido a que cuando
se oxidan y reaccionan con otros compuestos for-
man compuestos con multiples anillos (Bessegato
et al., 2018).

Los productos que se generan de la oxidacion de la
p-fenilendiamina son el cation radical diimina se-
mibenzoquinona, el dimerico del catién radical
diimina  semibenzoquinona, diimina para-
benzoquinona, para-benzoquinona, para-
nitroanilina, 4-aminofenil formamida, 4,4'-diamino
-azobenzeno, 2-(1,4-benzoquinona diimina)-1,4-
benzoquinona  diimina, 2-(4'-aminoaniline)-5-
hidroxil,4-benzoquinone diimina, 2-(4-
aminoaniline)-1,4-diaminobenzeno, Bandrowski’s
base N’,N’-bis-(4-aminofenil)-2,5-diamino-1,4-
benzoquinona diimina (Meyer & Fischer, 2015).
Existen muy pocos estudios donde se reporta la
toxicidad de colorantes en organismos acuaticos,
Pauli y Berger (2000) reportan un valor de LC50 2
mg/L para el ciliado Tetrahymena pyriformis ex-
puesto por 24 h a 25°C.

La CL50 evaluada en microalgas y bacterias es a
través de la determinacion de la CL50 basada en la
inhibicion del crecimiento. Para la microalga Pseu-
dokirchneriella subcapitata y la bacteria Vibrio fischeri
se reporta un valor de CL50 de 0.80 y 0.24 mg/L
para un tiempo de exposiciéon de 72 y 96 h respec-
tivamente y de 37.5 mg/L a 30 min de exposiciéon
(hoja de seguridad para la p-fenilenediamina de
Thermo Fischer, 2018)

En crustaceos como Daphinia magna los valores re-
portados van de >0.4 mg/L a 0.25-1.4 mg/L para
un tiempo de exposicion de 24 y 48 h (hoja de se-
guridad de Thermo Fisher; 2018)

En el presente estudio, los valores de CL50 de Ar-
temia expuesta a este compuesto fueron afectadas
por el tiempo de exposicién, asi como por la tem-
peratura, los valores tienden a reducirse tanto por
el tiempo de exposicion como por la temperatura.
Se ha reportado que en embriones de pez cebra
expuestos a 250 pg/mL de p-fenilendiamina pro-
duce un aumento en la taza cardiaca y edemas en
el saco vitelino, mientras que la concentraciéon de
500 pg/mL causa 100% de mortalidad después de
24 de exposicion (Oh et al., 2018).

Las sustancias reactivas de oxigeno (ROS por sus
siglas en inglés) son moléculas radicales y no radi-
cales que son agentes oxidantes y/o son facilmen-
te convertidos a radicales libres (Avello & Su-
walsky, 2006) y en organismos acuaticos que han
sido sometidos a la presencia de contaminantes
tales como p-fenilendamina puede ocasionar un
inbalance del estado redox en las células o tejidos
en larvas de pez cebra y que al incluirse algunos
compuestos activos tales como extractos de ma-
croalga (5-7% de E. cava) se puede llegar a reducir
la produccién de ROS (Oh et al., 2018). La produc-
ciéon de ROS es regulada por la actividad de enzi-
mas antioxidantes, tales como la catalasa CAT, la
superoxidodismutada (SOD) y el glutation peroxi-
dasa (GPx); donde la CAT y la GPx son las respon-
sables de la desintoxicacion de peréxidos, mientras
la SOD es la responsable de proteger a los tejidos
contra los radicales aniones superdxidos
(Livingstone, 2001; Nunes et al., 2006). Con el in-
cremento del ROS también se alteran otros proce-
sos tales como la peroxidacién lipidica la cual re-
sulta en un detrimento del sistema antioxidante en
los organismos (Livingstone et al., 1993). Estas mo-
dificaciones tanto en el aumento del ROS, altera-
cion del sistema antioxidante y la generacion de
otras sustancias repercuten directamente sobre
otros procesos tales como el sistema inmune, don-
de se ha visto que un incremento en el ROS ocasio-
nado por un estrés a cambios de pH causa dafio y
mortalidad de los hemocitos en camarén L.
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vannamei (Wang et al., 2009). Es muy probable que
las Artemias estén presentando un aumento en la
cantidad de ROS las cuales estarian afectando el
sistema antioxidante ademas de la generacién de
compuestos téxicos provenientes de la oxidacion
de lipidos los cuales repercute directamente sobre
la sobrevivencia.

Por su parte la benzofenona es un compuesto aro-
matico, cristalino e insoluble en agua, que actta
como filtro para las radiaciones UV (Brausch &
Rand, 2011; Gago-Ferrero et al., 2013). Los niveles
de inclusién de este compuesto varian entre un 0.5
a 10%, aunque pueden llegar hasta una inclusiéon
del 25% en algunos paises (Fent et al., 2006), se le
atribuyen efectos como disrupciéon hormonal prin-
cipalmente en peces, asi como inhibicién del creci-
miento en algas, y uno de los problemas con mayor
auge en la actualidad el blanqueamiento coralino,
la degradaciéon del compuesto oscila entre 1 y 10
dias. Sin embargo, su liberacién constante al medio
ambiente por descarga de aguas residuales, lixivia-
dos de los vertederos industriales, desechos de
aguas de regaderas 6 su introduccién directa debi-
do al turismo puede darles un caracter pseudo per-
sistente (Badia-Fabregat et al., 2012).

Los productos que se generan de la degradacién de
este compuesto son la 2,4-dihidroxibenzofenona, la

2,2'-dihidroxi-4-metoxibenzofenona, la 24-
dihidroxibenzofenona, la 2,2'-dihidroxi-4-
metoxibenzofenona y la 2, 3,4-

trihidroxibenzofenona (Felix et al., 1998).

Du et al (2017) reportan valores de CL50 de 2.98,
1.09 y 3.98 mg/L para la microalga Chorella vulga-
ris, el crustdceo Daphnia magna 'y el pez Brachydanio
rerio expuestos a benzofenona-3 y de 201, 47.4 y 633
mg/L respectivamente cuando fueron expuestos a
benzofenona-4. Tsui et al (2014) reportan valores de
1.67 mg/L para Daphnia magna y de la microalga
Desmodesmus subspicatus de 1.67 y 0.96 mg/L des-
pués de 48 y 72 h de exposiciéon respectivamente.
Zhang et al. (2017) reporta valores de LC50 para
bacterias tales como Vibrio fishery, Salmonella typhi-
murium y la levadura Saccharomyces cerevisiae des-
pués de un tiempo de exposicién de 15 min, 2 y 24
h de 18.85, 10.6 y 0.48 mg/L. No se encontraron
antecedentes para Artemia salina, sin embargo, los
valores obtenidos de CL50 coinciden con los repor-

tados para otras especies.

Para contaminantes de uso farmacéutico fue eva-
luado el compuesto naproxeno el cual es uno de los
antiinflamatorios no esteroides ampliamente utili-
zados a nivel mundial (Aus der Beek et al., 2016)
cuando este se degrada se generan el metabolito
dismetil naproxeno y sus conjugados (Segre, 1975),
los cuales no se eliminan de manera eficiente en los
procesos de tratamientos de aguas residuales y
agua purificada (Kibuye et al., 2019).

Los valores reportados de la CL50 sobre el efecto
de naproxeno en los renacuajos de rana temporaria
varia de 115-218 mg/L, 143-164 mg/L y de 121-136
mg/L para un periodo de exposicion de 48, 72 y 96
h a una temperatura de 21°C (Cory et al., 2019).

Isidori et al (2005) reportan valores de CL50 para el
rotifero B. calyciflours, el crustaceo T. platyurus y la
pulga de agua C. dubia, para el naproxeno y su sal
de 84 y 66 mg/L para el naproxeno, de 54, 43 y de
63 mg/L para la sal de naproxeno en B. calyciflours,
T. platyurus y C. dubia respectivamente. Estos mis-
mos autores determinaron la toxicidad de cuatro
fotoproductos generados por la degradacion de
este compuesto y observan que la toxicidad de es-
tos es mucho mayor que el naproxeno y su sal, los
valores variaron entre 4.5 a 14.5 mg/L, de 5.3 a 4.0
y de 63 a 16.7 mg/L para B. calyciflours, T.
platyurus y C. dubia respectivamente.

En el caso del microcrustdceo Daphnia magna se han
reportado valores de CL50 de 101.2 mg/L. Cleu-
vers (2004) reporta valores de CL50 para el napro-
xeno de 166 y de 625 mg/L para el crustaceo Daph-
nia magna y del alga verde plantonica D. subspicatus,
Kwak et al (2018) reportan un valor de CL50 para
D. magna 'y Moina macrocopa de 85.3 y de 74.4 mg/L
respectivamente después de 48 h de exposicion. En
el presente estudio los valores de la CL50 oscilaron
entre 501 a 576 mg/L podria compararse con la
CL50 mencionada por Calleja et al., 1994 donde fue
de 577mg/L en Artemia salina para el compuesto
paracetamol, el cual se encuentra dentro de los Al-
NEs mismo grupo al que pertenece el naproxeno.
Sin embargo, estos valores estan muy por encima
de valores reportados para el naproxeno en crusta-
ceos tales como D. magna, T. platyurus, C. dubia'y
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y B. calyciflous con valores menores a 84 mg/L. Es-
tas diferencias pudieran estar ligadas a la sensibili-
dad de la especie para este compuesto. El aumento
en la toxicidad del compuesto independientemente
de la temperatura pudiera estar ligado a la genera-
ciéon de los metabolitos de este compuesto al degra-
darse a través del tiempo, donde se ha reportado
que los metabolitos de naproxeno son maés téxicos
que este y/o su sal (Isidori et al., 2005).

De acuerdo con Du et al (2017) quienes reportan
criterios de clasificacion de prueba de toxicidad
para poder clasificar su impacto en organismos
acuaticos tales como algas, crustaceos y peces; indi-
cando una toxicidad elevada cuando los valores de
la CL50 fueron menores 1 mg/L, toxicidad alta
cuando los valores de CL50 varian entre 1 a 10
mg/L, toxicidad media cuando los valores de CL50
oscilen entre 10-100 mg/L y toxicidad muy baja
cuando los valores de CL50 fueran mayores a 100
mg/L.

CONCLUSION

La exposicién a los compuestos p-fenilendiamina,
benzofenona y naproxeno afecta la sobrevivencia
de A. Salina.

Los parametros evaluados temperatura y tiempo
de exposicién no tienen ninguna interaccion signi-
ficativa entre si, sin embargo, ambos parametros
por su parte afectan la toxicidad de los compues-
tos. Una temperatura = o >30°c y un tiempo de ex-
posicion igual o mayor a 48h provoca que tanto el
compuesto benzofenona como la p-fenilendiamina
aumenten su toxicidad causando la muerte del
50% de la poblacion de A. salina.

Mientras que para el compuesto naproxeno la tem-
peratura no fue un factor determinante en el au-
mento del nivel de toxicidad, pero si el factor tiem-
po de exposicion teniendo un incremento de toxici-
dad después de 48h de exposicion, esto podria atri-
buirse al surgimiento de metabolitos mas toxicos
debido a la degradacién del compuesto. En el pre-
sente estudio se observo que para el caso de la p-
fenilendiamina y el naproxeno el grado de toxici-
dad es bajo, mientras que para el caso de la benzo-
fenona el grado de toxicidad observado fue de me-
dio a alto, dependiendo de las condiciones de la

experimentacion.

La importancia de conocer el efecto que tienen los
CEs en los organismos acuéticos radica en que los
datos obtenidos son utilizados como indicadores
ecolégicos, permitiendo conocer el efecto que ten-
dré la presencia de estos compuestos para los orga-
nismos que habitan en el medio acuatico e inclusi-
ve en la salud de los humanos.

Se sugieren nuevas investigaciones sobre el com-
puesto p-fenilendiamina y los efectos de este en
organismos de prueba para el medio acuatico, de-
bido a la escasa informacion disponible actualmen-
te.
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