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Bivalvos, organismos modelo en el biomonitoreo del riesgo ecotoxicolégico de los antinflamatorios no esteroideos (AINE) para los
ecosistemas acuaticos

Resumen: La creciente produccion y consumo de productos farmacéuticos es un problema mundial, debido entre otros factores a la automedicacion,
malas medidas de eliminacién en centros hospitalarios, aguas residuales de farmacéuticas, y la excreciéon animal y humana. Los antiinflamatorios
no esteroideos (AINE) son considerados los farmacos mas consumidos a nivel mundial y de libre venta. La falta de normas juridicas que limiten los
rangos de emisién en cuerpos de agua ha sido uno de los principales factores en el aumento de estos contaminantes emergentes (CE) en los eco-
sistemas acuaticos. Los estudios basados en el monitoreo de estos compuestos farmacéuticos nos permiten comprender todos los aspectos rela-
cionados con el destino, concentracion, distribucion, efectos y alteraciones fisioldgicas que causan en la biota acuatica; por tal motivo, es necesario
resaltar la importancia de los bivalvos como organismos modelo y bioindicadores. Esta revision presenta una vision general de los estudios ecoto-
xicoldgicos que monitorean AINE, y evaluan las respuestas de algunas especies de bivalvos en programas de biomonitoreo y pruebas de toxicidad.
Se ha reportado que los AINE en ambientes acuaticos pueden tener efectos negativos en bivalvos silvestres, ademas de provocar biomagnificacion
de los contaminantes. Con este estudio se espera propiciar el interés por la investigacion cientifica en esta area poco explorada y necesaria para
la farmacovigilancia y el monitoreo de los ecosistemas acuaticos.
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Bivalves, model organisms in the biomonitoring of the ecotoxicological risk of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) to aquatic
ecosystems

Abstract: The growing production and consumption of pharmaceutical products is a global problem, due to self-medication, poor disposal measures
in hospitals, pharmaceutical wastewater, animal, and human excretion, among others. Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are considered
the most widely used drugs worldwide and over the counter. The lack of legal norms that limit emission ranges in water bodies has been one of the
main factors in the increase of these emerging pollutants (EC) in aquatic ecosystems. Studies based on the monitoring of these pharmaceutical com-
pounds allow us to understand all aspects related to fate, concentration, distribution, effects, and physiological alterations that they cause in aquatic
biota, for this reason, it is necessary to highlight the importance of bivalves as organisms, model and bioindicators. This review presents an overview
of ecotoxicological studies that monitor NSAIDs and evaluates the responses of some species of bivalves in biomonitoring programs and toxicity
tests. Negative effects of NSAIDs have been reported in aquatic environments to wild bivalves, in addition to causing biomagnification. With this
study, it is expected to promote interest in scientific research in this little-explored area necessary for pharmacovigilance and biomonitoring of aquatic
ecosystems.

Keywords: biomonitoring; concentrations; drugs; effects; water

Introduccion

Las investigaciones sobre riesgo ecotoxicolégico en organismos
acuaticos en el mundo, han fijado su mirada sobre la presencia de
residuos farmacéuticos y otros elementos de distinto origen y
naturaleza quimica, los cuales hoy en dia son considerados como
contaminantes emergentes (CE) (Rosenfeld y Feng 2011; Sharma
et al. 2019). Esta amenaza, hasta hace poco desconocida, esta
latente en los ecosistemas acuaticos de todo el mundo (Aus der
Beek et al. 2016; Courtier et al. 2019). La presencia de farmacos
se origina por los desechos y subproductos industriales, excreciones

humanas y animales, ademas de los farmacos presentes en la
basura doméstica (Boxall et al. 2012). Los farmacos tienen como
finalidad ser usados para tratamientos en medicina humana y
veterinaria. Sin embargo, el uso inadecuado, automedicacion,
aguas residuales hospitalarias y de industrias farmacéuticas se
combinan con los bajos o nulos niveles de degradacion de farmacos
en plantas de tratamiento de las aguas residuales (PTAR). Estos
compuestos tienen por destino final los ecosistemas acuaticos
(Yang et al. 2017) (Fig.1), lo cual genera diversos impactos
negativos sobre la biota acuéatica y severos problemas
ecotoxicologicos (Fent et al. 2006; Mezzelani et al. 2018b).
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Figura 1. Fuentes de contaminacién ambiental por farmacos.
Figure 1. Sources of environmental contamination with drugs.

Debido a la problematica de los compuestos farmacéuticos en
el medio ambiente, organizaciones internacionales encabezadas
por la Union Europea (UE) han manifestado su preocupacion por
la presencia y recurrencia de algunos farmacos en cuerpos de
agua. Se ha estimado la presencia de 3000 compuestos
farmacéuticos usados como terapéuticos en humanos, siendo los
mas recurrentes: antibiéticos, analgésicos, antinflamatorios no
esteroideos (AINE), anticonceptivos, B-bloqueantes, antidepresivos.
Debido a esto, se han creado politicas ambientales para implementar
medidas preventivas y correctivas (Directiva 2013/39/UE 2013).
Los AINE representan el 15% de los farmacos reportados en
PTAR, aguas superficiales, aguas subterraneas y ecosistemas
acuaticos de todo el mundo. De acuerdo con (Courtier et al. 2019)
el diclofenaco (DCF), ibuprofeno (IBU), paracetamol (PAR) y
naproxeno (NAX) hacen parte de los 16 farmacos con mayor
recurrencia en PTAR.

Para el caso de la Unién Europea, el mayor porcentaje de
remocion de DCF en PTAR ha sido del 75% (Yang et al. 2017), lo
preocupante de estas cifras es pensar ;Cual es la capacidad de
remocién de farmacos en las PTAR de los paises en vias de
desarrollo? Este cuestionamiento deriva en el hecho que estos
paises presentan limitantes técnicas y tecnolégicas para tratar
aguas residuales, y no se tiene en cuenta la remocién de farmacos.
Las PTAR no estan disefadas para eliminar este tipo de
contaminantes (Pefia-Guzman et al. 2019). La preocupacion por
las dificultades de eliminacién de estos compuestos se ha extendido
a la Organizacion de las Naciones Unidas, en el que incluyeron en
su sexto objetivo de desarrollo sustentable, promover la cooperacion
entre paises en vias de desarrollo para mejorar el manejo y

Consurpo

aprovechamiento de los recursos hidricos. Esto también incluye
mejorar tecnoldgicamente las PTAR para la remocion de
contaminantes, incluidos los farmacos (Clark y Wu 2016).

Los AINE en medicina humana tienen como funcién inhibir la
enzima cicloxigenasa COX-1 y COX-2, encargadas de la sintesis
de las prostaglandinas que actuan como mediadores de la
inflamacion a nivel periférico y central; sin embargo, algunas
evaluaciones realizadas en pacientes expuestos a dosis prolongadas
de AINE han evidenciado un aumento del riesgo cardiovascular,
debido a un bloqueo permanente de la COX-1y 2, lo cual puede
interferir con funciones fisiolégicas criticas, como la reproduccion,
el transporte de agua, la osmorregulacion y la defensa inmune en
organismos no objetivo (Rao y Knaus 1997).

En recientes estudios se ha reportado la presencia de CE, no
solo en paises desarrollados o altamente industrializados, sino
también en paises en vias de desarrollo. En este sentido, Aus der
Beek et al. (2016) hicieron una recopilacion de estudios entre los
afios 1987 y 2013, reportando en 71 paises mas de 631 sustancias
farmaceéuticas. Entre los farmacos pertenecientes al grupo de los
AINE, el DCF fue el compuesto mas frecuente en cuerpos de agua
en 51 de los 71 paises estudiados.

De acuerdo con reportes realizados por Pefa-Guzman et al.
(2019) en el caso particular de América Latina, no se han realizado
estudios entorno a la evaluacién de compuestos farmacéuticos y
sus efectos ecotoxicoldgicos sobre los organismos acuaticos. Afiadido
a esto, paises en desarrollo carecen de las herramientas tecnoldgicas
y politicas ambientales que regulen los limites establecidos para
considerar un farmaco como contaminante. Como consecuencia de
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esto, algunos estudios han reportado concentraciones de 2.28 pg/L
de DCF en aguas superficiales en Sao Paulo, Brasil, y en ambientes
marinos se ha reportado la presencia de 15 yg/L DCF (Mezzelani
et al. 2018a; Pefia-Guzman et al. 2019).

En otros estudios realizados en PTAR y aguas superficiales en
cuerpos de agua de Estados Unidos se han reportado
concentraciones de 1 pug/L DCF (Burket et al. 2018; Ikkere et al.
2018). En los ambientes marinos costeros se han reportado
concentraciones de AINE casi con los mismos rangos reportados
en ambientes de agua dulce (Mezzelani et al. 2016b). En el caso
de los estuarios los AINE también representan riesgo ecotoxicoldgico
para los invertebrados presentes en estos ecosistemas. En un
estudio realizado en el estuario rio Arade de Portugal, se analizd la
recurrencia de farmacos en aguas superficiales, y se reporté la
presencia de IBU (9 — 28 ng/L), DCF (4 - 31 ng/L), NAX (7 — 17
ng/L) y PAR (19 - 88 ng/L) (Gonzalez-Rey et al. 2015). Segun los
criterios de la Agencia Europea de Medicamentos (EMA), el
farmaco que supere el umbral de 10 ng/L en aguas superficiales
es considerado un contaminante con potencial riesgo ambiental
(Committee for Medicinal Products for Human Use (CHMP) 2018).

Aunque algunas de las concentraciones reportadas de AINE
en los ecosistemas acuaticos sean consideradas bajas, se debe
tener en cuenta que la farmacocinética de estos compuestos esta
disefiada para ser metabolizada por humanos o animales mamiferos,
por lo tanto, cuando los AINE entran con contacto con organismos
no objetivo pueden representar un problema grave. Los
macroinvertebrados como bivalvos, poliquetos y crustaceos han
sido los organismos mas afectados, debido a su estilo de vida y
estrategias de alimentacion. Esto ha provocado que los organismos
bioacumulen mayor cantidad de farmacos en su cuerpo en
comparacién con otros individuos (McEneff et al. 2013; Du et al.
2014). Sumado a esto, los bivalvos son organismos con un alto
valor socio - econémico, por sus indices de captura y consumo
alimentario. Actualmente se considera que la ingestion de bivalvos
contaminados es un riesgo para la salud humana (Almeida et al.
2020).

En este sentido, los bivalvos han sido utilizados como especies
bioindicadoras en programas de monitoreo de calidad ambiental y
en ensayos toxicoldgicos, gracias a sus caracteristicas ecoldgicas,
estilo de vida sedentaria y su potencial para evaluar los efectos
toxicoldgicos por CE (Zhou et al. 2008; Paez-Osuna y Osuna-
Martinez 2011; Swiacka et al. 2019a).

Los estudios toxicoldgicos que se han realizado con bivalvos
de origen marino y de agua dulce, han demostrado que los AINE
como DCF, PAR y IBU inciden negativamente sobre ellos, debido
a los compuestos activos y las propiedades fisico - quimicas de
estos, ya que provocan alteraciones en procesos a nivel celular y
subcelular (Mezzelani et al. 2016a; Almeida et al. 2020). De este
modo, también existe evidencia de que la exposicion cronica a
AINE en bajas concentraciones provoca mas alteraciones que la
exposicion a corto plazo en bivalvos, esto demuestra la complejidad
del problema de los farmacos sobre la fisiologia de los organismos
acuaticos silvestres (Almeida et al. 2020), especialmente en
individuos bentdénicos que habitan en rios y costas con influencia
de descargas de aguas residuales provenientes de grandes
ciudades (McEneff et al. 2013).

Existen diferentes métodos para determinar el riesgo
ecotoxicologico en bivalvos, uno de ellos es el monitoreo en el
habitat donde se evallan sus condiciones biologicas, ya sea en
rios con vertidos urbanos, playas con alta influencia antrépica,
entre otros, y también en laboratorios donde son expuestos a
diferentes farmacos para evaluar los efectos toxicoldgicos (Mezzelani
et al. 2018a; Burket et al. 2019).

La presente revision tiene como finalidad ampliar el panorama
sobre la contaminacién por farmacos AINE en ecosistemas
acuaticos. Ademas, se pretende resaltar el uso de los bivalvos
como modelo en la evaluacién del riesgo ecotoxicoldgico, lo que
permitira propiciar el interés en la investigacion cientifica en el
area de contaminacion acuatica por CE.
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Material y métodos

Se consultaron las bases de datos electronicas Science Direct,
Springer y Willey con el objetivo de identificar estudios de los
ultimos 10 afios (2010 - 2020) en que se evaluaron los efectos
téxicos, ecotoxicologicos, alteraciones fisiolégicas, genéticas y
reproductivas en los invertebrados bivalvos expuestos a AINE,
tanto de ecosistemas acuaticos continentales como marinos. Dentro
de los resultados obtenidos en cada base, se tuvieron en cuenta
articulos cientificos y revisiones, descartando libros, capitulos de
libros y notas cientificas. Las palabras claves utilizadas en las
busquedas fueron: Bivalvos, farmacos, AINE, ecosistemas, toxicologia,
ecotoxicologia, estrés oxidativo y dafio genético, en espaiol e
inglés. Se recopilo 133 articulos de los cuales se descartaron 50
por duplicidad, posterior a una revision del titulo y resumen fueron
descartados 63 por no cumplir con los criterios de seleccién, solo
20 articulos cumplieron con los criterios de inclusion. Se procedio a
la extraccion de datos, analisis y presentacion de resultados.

Importancia del biomonitoreo de AINE en ecosistemas acuaticos
mediante el uso de bivalvos como bioindicadores

Como se ha mencionado, los AINE son un grupo de farmacos
con mas frecuencia y ocurrencia en los ecosistemas acuaticos
debido a su alto consumo, baja capacidad de degradacion, alta
persistencia, bioacumulacion, alta solubilidad y baja volatilidad de
los AINE (Ericson et al. 2010; Aus der Beek et al. 2016). Numerosos
estudios han reportado la presencia de AINE en ecosistemas
acuaticos y han puesto especial atencién debido a las diferentes
alteraciones que estos generan en organismos acuaticos no
objetivo (De Solla et al. 2016).

Para el diagnodstico o evaluacion rapida se utilizan los
bioindicadores. Las evaluaciones son puntuales en el tiempo (una
Unica fecha de muestreo) y usualmente se basa en la comparacion
entre sitios (p.gj. rio-arriba y rio-abajo de un foco de contaminacion).
Por otro lado, existe el biomonitoreo, el cual se basa en muestreos
periodicos (p.ej. semestrales), para implementar un control de
calidad o un programa de vigilancia a través del tiempo (usualmente
afos) (Springer 2010).

El primer investigador en realizar biomonitoreo de contaminantes
utilizando bivalvos fue le profesor Edward D. Goldberg en Estados
Unidos, a través del programa “Mussel Watch”. El objetivo del
biomonitoreo consisti6 en recopilar informaciéon sobre la
contaminacion costera por metales pesados, hidrocarburos y
organoclorados; colectando mejillones y ostras en 100 puntos de
muestreo durante tres afios (Goldberg 1975; Farrington et al.
2016).

En los ultimos afos, los bivalvos han sido considerados los
organismos ideales para el monitoreo de ecosistemas acuaticos
con alta influencia antrépica (Swiacka et al. 2019a; Almeida et al.
2020), ya que pueden mostrar respuestas como modificaciones en
el comportamiento, fisiologia, tolerancia o intolerancia a los
contaminantes, entre otros (Baqueiro-Cardenas et al. 2007). Estos,
cumplen con las caracteristicas descritas para un organismo
indicador, tales como: tener la capacidad de bioacumular
contaminantes, tener forma de vida sésil o sedentaria, amplia
distribucién, alta abundancia, facil muestreo y manipulacion,
tolerante a las variaciones ambientales y climatolégicas, presentar
habitos de alimentacion simples, entre otros (Paez-Osuna y Osuna-
Martinez 2011). Esto permite un mejor diagndstico de la
contaminacién ambiental (Swiacka et al. 2019a).

En este sentido, el mejillén Mytilus galloprovincialis es la
especie de aguas marinas mas utilizada en estudios de biomonitoreo,
contaminacién y bioensayos, exponiéndolos a diferentes
concentraciones de farmacos para caracterizar los efectos fisiolégicos
y enzimaticos en el organismo. Corbicula fluminea es una especie
de amplia distribucion, también considerada especie invasora en
varios paises. Es muy utilizada para monitorear las efluentes o
zonas de vertimiento de PTAR y contaminacion en ecosistemas de
agua dulce (llarri y Sousa 2012; Burket et al. 2019).
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Bioacumulaciéon de farmacos en bivalvos expuestos a AINE
en laboratorio

Los invertebrados acuaticos estan expuestos a descargas de
contaminantes en sus habitats naturales. Algunos como los bivalvos
son aprovechados econémicamente, son cultivados o capturados
directamente en su entorno natural. La estrategia de alimentacion
por filtracion permite que los bivalvos sean capaces de captar
particulas organicas y plancton presente en la columna de agua,
al igual que cualquier tipo de contaminante que se encuentre en el
medio; entre estos, los farmacos. Estos se concentran en tejidos,
especialmente en branquias, glandulas digestivas y musculo
aductor (McEneff et al. 2014; Capolupo et al. 2017).

Los estudios de bioconcentracién de productos farmacéuticos
con bivalvos en el medio ambiente, presentan limitaciones, ya que
es complicado conocer la variabilidad temporal y espacial de los
farmacos en el ambiente con el uso exclusivo de bivalvos. Para
ampliar la informacion, es necesario analizar muestras de agua y
sedimentos para proporcionar informacion concreta, que permita
biomonitorear en escala espacio - temporal y estacional cada
punto de muestreo. Lo relevante del uso de mejillones, almejas y
ostras, es que estos pueden bioconcentrar en mayor medida los
farmacos en tejidos que en muestras de agua y sedimento. Por
esto, es mas probable detectar CE en tejidos que en agua
(Capolupo et al. 2017; Parolini 2020).

Los bivalvos son las especies mas empleadas en el estudio de
acumulacién de metales pesados y compuestos derivados de
hidrocarburos, ya que diferentes estudios realizados con mejillones,
almejas y ostiones encabezan la lista de modelos experimentales
para el diagndstico de contaminacion emergente, tanto en
ecosistemas marinos como en agua dulce (llarri y Sousa 2014;
Swiacka et al. 2019a).

Los diversos estudios de bioacumulacion de AINE que se han
realizado incluyen la evaluacion mediante diferentes especies de
bivalvos Mytilus galloprovincialis, Mytilus trossulus, Ruditapes
philippinarum y Corbicula fluminea (Campillo et al. 2015; Burket
et al. 2019; Swiacka et al. 2019b). Los residuos de AINE en
invertebrados son relativamente altos y mas frecuentes en
comparacion con otra clase de farmacos. El IBU, DCF y PAR han
sido los de elevada recurrencia en aguas superficiales y con las
mayores tasas de bioacumulacion (Bueno et al. 2012; Ebele et al.
2017; Parolini 2020). Algunas de estas evaluaciones se hacen
mediante pruebas de toxicidad y determinacion del factor de
bioacumulacion sobre los modelos experimentales, algunos de los
hallazgos mas relevantes se encuentran integrados en la Tabla 1.

Las concentraciones de AINE reportados en tejidos de
invertebrados estan basicamente centradas en el uso de bivalvos
del género Mytilus, siendo modelos experimentales para estudios
in vivo de los riesgos bioldgicos y ecoldgicos que pueden ocasionar
los AINE en ecosistemas (Swiacka et al. 2019a). Los resultados
mostrados en la Tabla 1 indican el potencial ecotoxicolégico que
poseen el DCF y el IBU cuando entran en contacto con estos
organismos, ya que presentaron mayor frecuencia de bioacumulacion
en bivalvos.

Ericson et al. (2010) reportaron que al exponer a M. trossulus
durante ocho dias a concentraciones de 1 pg/L de DCF bioacumulo
180 ng/g peso fresco (PF), a la concentracién 10 000 pg/L de DCF
acumulé en sus tejidos 82 000 ng/g PF. En estudio realizado por
Courant et al. (2018) en el que utilizé M. galloprovincialis como
modelo experimental y fue expuesto a concentraciones 1 y 100
pg/L de DCF, la acumulacion de esta droga fue directamente
proporcional a la dosis de exposicion (1 ug/L; 6.5 ng/g PF); (100
pg/L: 520 ng/g PF).

Otro tipo de investigaciones como la de Costa et al. (2020)
determind los efectos del DCF en un eventual cambio climatico. Se
evalué el efecto del DCF en dos especies del género Ruditapes; R.
philippinarum y R. decussatus, las cuales fueron expuestas a 1
pug/L de DCF a diferentes temperaturas (17 °C y 21°C), dicho
ensayo dio como resultado que a 17 °C los organismos presentaron
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mayor acumulacion (R. philippinarum 22 ng/g PF y R. decussatus
10 ng/g PF), y a 21°C los organismos acumularon menos DCF (R.
philippinarum 15 ng/g PF y R. decussatus 6 ng/g PF), se determino
que a mayor temperatura, menor fue la bioacumulaciéon de DCF;
estos resultados sugieren que las almejas pueden desarrollar
estrategias que puedan disminuir la bioacumulacién de este farmaco.
Uno de los mecanismos descritos para disminuir la bioacumulacién
esta asociada con la reduccién de la tasa de respiracion y filtracion
del organismo como se observé en este estudio.

Freitas et al. (2019) describié un efecto similar en la respuesta
que tendria M. galloprovincialis al ser expuesto a 1 ug/L DCF ante
un eventual cambio de temperatura. Freitas et al. (2019) determind
la capacidad que tiene M. galloprovincialis en bioacumular DCF
ante cambios de salinidad a concentraciones de 30 (control), 25 y
35 UPS expuestos a 1 pug/L de DCF durante 28 dias, resulto que a
35 UPS (11.5 ng/g PF) present6 la mayor acumulacién y el
tratamiento con salinidad control 30 UPS acumulé (7.4 ng/g PF).
En la misma especie de mejillon Bonnefille et al. (2017) mostré
que a 100 pg/L de DCF, M. galloprovincialis concentré 502 ng/g PF
y 1836 ng/g a 600 pg/L DCF. Estos autores reportaron los
metabolitos derivados de la metabolizacion de compuesto original
y se obtuvieron 13 metabolitos de DCF. Estos estudios proporcionaron
informacién sobre los procesos fisiolégicos que se activan en el
cuerpo de los bivalvos como respuesta a las alteraciones ocasionada
por los AINE.

En un estudio comparativo sobre el factor de bioacumulacién
de (Mezzelani et al. 2016b) se sometieron mejillones de la especie
M. galloprovincialis diferentes AINE (IBU, DCF y PAR) a 25 ug/L;
lo que determina que el PAR como en otros estudios no presentd
bioacumulacion en tejido, pero DCF acumulé (3.7 ng/g) 10 veces
mas que para el IBU (0.4 ng/g), concluyendo que el DCF presento
mayor potencial ecotoxicolégico que el IBU y el PAR, resaltando el
riesgo que representa este farmaco en medios acuaticos. Otro
estudio que enfatiza el potencial ecotoxicolégico de DCF es el
realizado por Swiacka et al. (2019b) en su investigacién con M.
trossulus, donde los mejillones se expusieron a diclofenaco a una
concentracion de 133.33 pg/L durante cinco dias, tras una fase de
depuracion de cinco dias. La concentracién mas alta de diclofenaco
7.79 pgl/g peso seco (PS) se reportd al dia tres en tejidos. La
concentracion de diclofenaco en los tejidos disminuy6 rapidamente
a 0.86 ug/g PS el dia cinco. Después de cinco dias de depuracion,
la concentracion de diclofenaco fue de 0.21 pg/g PS. Se encontraron
metabolitos de diclofenaco hidroxilado tanto en tejidos de mejillones
como en agua. Este estudio muestra que M. frossulus tiene el
potencial de acumular diclofenaco y metabolizarlo a 4-OH y 5-OH
diclofenaco, los cuales son los principales metabolitos excretados
por los vertebrados.

En otros estudios con el ostion C. gigas expuesto a 1y 100 pg/L
de IBU durante siete dias, demostraron un aumento proporcional
entre concentracién y bioacumulacion en tejido, considerando que
la concentracion de exposicién 100 yg/L C. gigas presento
bioacumulacion 100 veces mayor de IBU a la concentracion 100
Mg/l (29.4 ng/g PF) que a 1 pg/L (0.22 ng/g PF) (Serrano et al.
2015). La coccion doméstica al vapor dio lugar a un aumento de
los residuos farmaceéuticos en el tejido de mejillon, datos reportados
por McEneff et al. (2013) en su investigacion. La cual se determiné
que el tejido crudo de Mytilus spp. al ser expuesto a 1000 pg/L de
DCF y acido mefenamico (MA) bioacumulé 3250 ng/g PF de DCF
y 4000 ng/g PF. Al someter estos tejidos a coccién doméstica por
vapor dio lugar a un aumento de los residuos farmacéuticos, DCF
aumenté a 9400 ng/g PF y MA 22 400 ng/g PF, sefialando la
relevancia ecotoxicologica que presentan los bivalvos expuestos a
diferentes contaminantes, y estos se potencializan al momento de
la coccion. Teniendo en cuenta estos resultados, es importante
conocer cuales son los cambios que sufren los tejidos contaminados
de bivalvos y de otras especies de interés comercial al pasar por
un proceso de coccion, debido a que existe el riesgo potencial de
exposicion de los seres humanos a productos farmacéuticos,
metales pesados, entre otros CE, a través de la cadena alimentaria.

4



Ecosistemas 31(2):2167

Contreras-Almazo y Gonzalez-Renteria 2022

Tabla 1. Concentracion de AINE en tejido de bivalvos expuestos en condiciones de laboratorio reportados en la bibliografia.
Table 1. Concentration of NSAIDs in bivalve tissue exposed under laboratory conditions reported in the bibliography.

Concentracién Dias de Concentracién
Farmaco de exposicion exposicion Especie en tejido Analisis instrumental Referencia
(ng/L) (d) (nglg PF) *
o Cromatografia liquida de alta
DCF 1 7d RI.?p gg’gfs’ Z:trg;n fg resolucion ultravioleta Costa et al. 2020
' (HPLC-UV)
Cromatografia liquida de alta
DCF 1 28d M. galloprovincialis 7.1 resolucion ultravioleta Freitas et al. 2019
(HPLC-UV)
L Cromatografia liquida de .
DCF 1 28d M. galloprovincialis 9.7 alta resolucion (HPLC) Freitas et al. 2019
555 (1 d); 1948 (3 d); Cromatografia liquida de -
DCF 133 5d M. trossulus 215 (5 d) alta resolucion (HPLC) Swiacka et al. 2019b
Cromatografia liquida (LC)
. L 6.5 (1.0 pg/L); combinada con
DCF 1; 100 3d M. galloprovincialis 520 (100 pg/L) espectrometria de masas Courant et al. 2018
de alta resolucién (HRMS)
DCF 0.56 (DCF ia liqui
2.5 60d M. galloprovincialis (bCF) Cromatografia liquidade 1/ oo et al. 2018a
IBU 11.3 (IBU) alta resolucion (HPLC)
. Lo 502 (100 pg/L); Cromatografia liquida de )
DCF 100; 600 7d M. galloprovincialis 1.836 (600 pg/L) alta resolucion (HPLC) Bonnefille et al. 2017
DCF 3.7 (DCF) c ;
L romatografia liquida de )
IBU 25 14 d M. galloprovincialis 0.4 (IBU) alta resolucién (HPLC) Mezzelani et al. 2016b
PAR ND (PAR)
DCF 1.19 (DCF) c ;
L romatografia liquida de )
IBU 0.5 14 d M. galloprovincialis ND (IBU) alta resolucién (HPLC) Mezzelani et al. 2016a
PAR ND (PAR)
. . 0.22 (1.0 pg/L); Cromatografia liquida de
IBU 1; 100 7d Crasostrea gigas 29.4 (100 pg/L) alta resolucién (HPLC) Serrano et al. 2015
Reversed-phase:
DCF 3250 (DCF ia liqui
1000 4d Mytilus spp. (DCF) Cromatografia liquida de alta /e 4 ot 21 2013
MA 4000 (MA) resolucién en fase reversa /
(RP-HPLC)
DCF 1;1.000 180 (1.0 pg/L DCF); Cromatografia liquida
21d M. trossulus 82000 (10 000 ug/L DCF)  acoplado a espectrometria Ericson et al. 2010
IBU 10 000 NC IBU de masas (LC-MS)
23.75(0.206 pg/L); e
IBU 0.206; 2.06; 7d Dreissena 46025 (2.06 pg/L); acc?rloarggt:%:ﬂeacltlr?)l:rl\de?ria Contardo-Jara et al. 2011
20.6; 206 polymorpha 99 725 (20.6 pg/L); P P :

1183.55 (206 pg/L) de masas (LC — MS)

Claves: (DCF) Diclofenaco; (IBU) Ibuprofeno; (PAR) Paracetamol; (MA) Mefenamic acid; (PF) peso fresco; (NC) no cuantificado; (ND) no detectado.
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Bioacumulaciéon de farmacos en bivalvos expuestos a AINE
en campo

Los estudios sobre bioacumulacion de CE en organismos
acuaticos en sus entornos naturales han aumentado en la ultima
década (Boxall et al. 2012; Stuart et al. 2012; Ebele et al. 2017;
Sharma et al. 2019). La mayor parte de los estudios de bioacumulacion
en tejidos contaminados se han realizado en productos pesqueros,
considerando su alto valor comercial a nivel mundial (Du et al.
2014; Burket et al. 2018). En el caso de los peces, son organismos
de constante desplazamiento debido a la busqueda de alimentos,
habitos migratorios y reproductivos, lo que dificulta conocer el
tiempo y lugar de donde captaron los contaminantes o qué organismo
dentro de su dieta natural esta biomagnificando el contaminante
bioacumulado en su tejido (Du et al. 2014). Sin embargo, los
bivalvos, por sus caracteristicas biologicas y ecoldgicas permiten
biomonitorear ecosistemas y determinar contaminacion local con
mayor facilidad (Capolupo et al. 2017). En la Tabla 2 se pueden
apreciar algunos de los principales estudios que refieren presencia
de AINE en ecosistemas acuaticos.

Du et al. (2014) examinaron la transferencia tréfica y bioacu-
mulacién de productos farmacéuticos en invertebrados presentes
en la zona de influencia de descargas urbanas en el rio Brazos,
Texas. Entre los invertebrados capturados y analizados, se encuentran
tres bivalvos de agua dulce (C. fluminea, U. tetralasmus y U.
imbecilis). Estas presentaron diferentes grados de bioacumulacion,
la especie con mayor concentracion de DCF fue C. fluminea (19
ng/g PF), seguido de U. tetralasmus (11 ng/g PF) y U. imbecilis con
(3.7 ng/g PF) de DCF bioacumulado en sus tejidos. La misma
metodologia fue realizada por Ikkere et al. (2018) colectaron bivalvos
de varios cuerpos de agua en Letonia. Esto proporcioné amplios
resultados sobre la presencia y concentracién de farmacos
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considerados CE en las diferentes zonas de estudio. De los nueve
AINE a detectar, solo se reporté la presencia de IBU (109 ng/g PF),
con concentraciones entre 0.52 — 109 ng/g PF en tejidos de los
mejillones. Cerca del 50% de los individuos colectados en los
cuerpos de agua del pais presentaron bioacumulacién de IBU
(Tabla 2). EI 83% de las muestras excedieron los limites establecidos
por la Directiva 2013/39 / UE. El IBU fue el AINE con mayor
recurrencia en este estudio y los resultados observados fueron
significativamente superiores a los detectados por otros autores
(Ericson et al. 2010; Mezzelani et al. 2016b).

Los estudios de contaminacion por farmacos son comunmente
realizados en zonas de desague de las PTAR, pero los organismos
marinos también estan expuestos a la contaminacién por compuestos
farmacéuticos, tal como reporta Caban et al. (2016) en su investigacion
en el golfo Dansk, Polonia. En dicho estudio se encontro
bioconcentracion de PAR (80 ng/g PF) y FLB (210 ng/g PF) en
tejidos de M. trossulus. A diferencia de Mezzelani et al. (2016b) que
no reporto presencia de PAR en tejidos de M. galloprovincialis en la
zona turistica de la bahia Portonovo, Italia, pero si report6 la
presencia de DCF (4 ng/g PF) e IBU (2.3 ng/g PF) (Tabla 2).

El biomonitoreo y determinacion de la contaminacion de
ecosistemas acuaticos mediante la utilizacion de bivalvos es cada
vez mas usado en ecotoxicologia (Dodder et al. 2014). En campo,
esta técnica busca colocar en jaulas los modelos experimentales
(bivalvos) por un tiempo determinado en areas con alta influencia
antropica o zonas de descargas domesticas o industriales. Una vez
finalizado el tiempo de exposicion se analizan los tejidos y determina
la presencia de xenobidticos (metales pesados, farmacos,
hidrocarburos, entre otros). La cuantificacion de estos compuestos
se realiza mediante las técnicas de espectroscopia de absorcion
atémica y cromatografia liquida de alta precision (HPLC), siendo

Tabla 2. Concentracién de AINE en tejido de bivalvos expuestos y colectados en ecosistemas contaminados.

Table 2. Concentration of NSAIDs in exposed and collected bivalve tissue in contaminated ecosystems.

Dia de Concentracion Eniaulado/
Especie exposicion Localizacion Droga en tejido ) Referencia
Silvestre
(d) (ng/g PF)
Corbicula flumine DCF 19 Silvestre
Uniomeris tetralasmus Rio Brazos - Texas, USA DCF 11 Silvestre Du et al. 2014
Utterbackia imbecilis DCF 3.75 Silvestre
. Rio Grand - Michigan, . De Solla et al.
Lasmigona costata 28d USA NAX 0.7 Enjaulado 2016
. Arroyo Pecan (Denton 9.5(5m)7.5(643m)7 .
C. flumine 42d County), Texas, USA PAR (1762 m) Enjaulado Burket et al. 2019
PAR ND
Bahia P DCF 4
. s ahia Portonovo . Mezzelani et al.
Mytilus galloprovincialis (Mar Adriatico), ltalia IBU 23 Silvestre 2016b
Ketoprofen ND
Nimesulide 1.6
Unio tumidus, U. pictorum,
Anodonta anatina, A. cygnea, Letonia IBU 109 Silvestre Ikkere et al. 2018
Dreissena polymorpha,
PAR 80
M. trossulus Golfo de D_ansk, Silvestre Caban et al. 2016
Polonia FLB 210
Laguna costera Capolupo et al
M. galloprovincialis 28d Piallassa Piomboni, DCF 4.6 Enjaulado polup '

Ravenna, Italia

2017

Claves: (DCF) Diclofenaco; (FLB) Flurbiprofeno; (IBU) Ibuprofeno; (NAX) Naproxeno; (PAR) Paracetamol; (PF) peso fresco; (NC) no cuantificado; (ND)

no detectado.
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esta ultima la mas utilizada, que consiste en la separacion de iones
y compuestos quimicos para determinar bioacumulacion (Trujillo
et al. 2009). El biomonitoreo permite evaluar el potencial riesgo
ecotoxicolégico de los CE, asi como lo menciona Ericson et al.
(2010) quienes han estudiado los impactos ecotoxicoldgicos y la
bioacumulacién del IBU y DCF en Mytilus edulis trossulus del mar
Baltico, esta investigacion mostré la capacidad que tienen los
mejillones de captar los farmacos, afectando negativamente su
salud, especialmente en altas concentraciones. Los cambios y
efectos que los AINE ejercen en las funciones fisiolégicas de los
bivalvos demostraron la importancia de realizar monitoreos constantes
sobre los organismos acuaticos. El mar Baltico es susceptible a las
alteraciones debido a cambios fisico - quimicos que sufre durante
las diferentes estaciones climaticas anuales y a la liberacion
continua de CE. Esto genera gran preocupacion, principalmente
porque estas sustancias se acumulan en tejidos de los recursos
pesqueros que son altamente consumidos en esta zona.

En otro estudio, De Solla et al. (2016) en su investigacion. Se
enjaularon mejillones Lasmigona costata durante cuatro semanas
a 500 m de distancia de la zona de vertido en diferentes PTAR,
ubicadas en el rio Grande, Michigan; se detectaron 43 tipos de
compuestos acumulados en los mejillones, de los cuales reporto la
presencia de NAX (0.7 ng/g PF). También Capolupo et al. (2017)
en su estudio en una zona industrial ubicado cerca de una laguna
costera, en Revena, ltalia- enjaularon cinco mejillones M.
galloprovincialis por punto de muestreo para monitorear la presencia
de hidrocarburos aromaticos, metales pesados y farmacos. Durante
el tiempo de exposicion los mejillones bioacumularon cantidades
de 2.1 a 4.6 ng/g de DCF, de los siete farmacos objetivos en esta
investigacion, el DCF fue el unico presente en tejidos de M.
galloprovincialis.

Efectos inmunitarios y estrés oxidativo inducidos por AINE en
bivalvos

Los AINES generan efectos en el desarrollo embrionario en
bivalvos, tal como lo evidencia (Munari et al. (2016), las larvas de
la almeja R. philippinarum expuestas a DCF (0.5 ug/L durante 9 h)
mostraron una mortalidad del 62% y efectos negativos en las
valvas, estos resultados también concuerdan con el estudio
realizado por Fabbri et al. (2014) sobre el mejillon M. galloprovincialis
donde se evidencia que el DCF afectd significativamente el
desarrollo larvario desde la concentracion mas baja probada 0.01
Mg/L, la cual indujo una disminucién significativa en el desarrollo
larvario del mejillén mostrando altas tasas de mortalidad y
malformaciones de las valvas; en el caso del IBU también mostro
pequefias alteraciones en el desarrollo larvario solo en las
concentraciones mas altas 100 y 1000 pg/L.

En organismos adultos la exposicion a los AINE produce
alteraciones en la modulacion de los parametros inmunitarios
como es el caso de R. philippinarum (Ahmad et al. 2018; Munari
etal. 2018, 2019). Es decir, la exposicion a DCF (0.05y 0.50 mg/L)
afecté de manera general la forma en que los hemocitos de R.
philippinarum responden inmunolégicamente ante patégenos
(Munari et al. 2018, 2019); mientras que en el estudio de Aguirre-
Martinez et al. (2013) el IBU (0.1- 50 pg/L) fue responsable de la
alteracion de los parametros inmunolégicos de la almeja (R.
philippinarum), incluso en concentraciones ambientales, como lo
revela la disminucion de estabilidad de la membrana lisosomal de
los hemocitos, lo cual es dependiente de la concentracion y el
tiempo. Por otro lado, en la misma especie de almeja R. philippinarum,
los efectos significativos sobre la inmunotoxicidad (evaluados
como el recuento total de hemocitos, la disminucioén de la actividad
pinocitica, la proliferacion de hemocitos y los aumentos de la
actividad de la enzima lactato deshidrogenasa solo fueron
significativos en concentraciones que no fueron ambientalmente
realistas (> 500 pg/L) (Matozzo et al. 2012).

El estrés oxidativo es uno de los principales biomarcadores que
se activan ante la presencia de AINE, diferentes autores evidencian
una induccion del estrés oxidativo y neurotoxicidad desde las
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primeras 24 h de exposicion. La exposicion induce cambios en las
respuestas bioquimicas de los bivalvos, esto prueba el papel nocivo
de los productos farmacéuticos y da lugar a efectos negativos,
tales como cambios en las actividades enzimaticas, niveles de
peroxidacion lipidica y metalotioneina, relacionados con la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS), especialmente después
de una exposicion a corto plazo (Correia et al. 2016; Lee et al.
2017; Carella et al. 2018; Trombini et al. 2019; Barbosa et al. 2020).

El estudio anteriormente referido, Gonzalez-Rey y Bebianno
(2011, 2012) también investigaron los impactos del IBU sobre el
sistema antioxidante y endocrino de los mejillones M. galloprovincialis
expuestos durante 14 dias a las concentraciones ambientales en
la que el farmaco fue reportado en estudios de campo (250 ng/L).
El IBU provocé fluctuaciones significativas de varios biomarcadores
de estrés oxidativo en los mejillones, aumenté la actividad de la
enzima superoxido dismutasa, una reduccion de las actividades
de las enzimas antioxidantes y de desintoxicacién (catalasa,
glutation reductasa y glutation transferasa) y un aumento de los
niveles de peroxidacion lipidica.

En la investigacion realizada por Milan et al. (2013) reportan
los efectos en cambios en la transcripcion de multiples genes
involucrados en la biotransformacién y metabolismo, tales como
las vias de sefializacidon del receptor peroxisomal proliferator-
activated (PPAR), las cuales se regularon transcripcionalmente en
respuesta a la exposicion a IBU: estos codifican la expresion de
acetil-coenzima A aciltransferasa 1 (ACAA7), fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa 1 (PCK1) y estearoil-CoA desaturasa (SCD), donde
SCD esta estrechamente relacionada con la expresion de gen
PPARY; en humanos es una enzima clave en el metabolismo de
lipidos y acidos grasos.

De acuerdo con la investigacion de Contardo-Jara et al. (2011)
la exposicion de mejillones a concentraciones bajas y continuas
de IBU provoca que se acumule en el tejido. Las alteraciones
fisiolégicas como el dafio oxidativo, la biotransformacién y las
alteraciones en la transcripcion de genes de importancia metabdlica,
proporcionan informacion relevante sobre las funciones celulares
que se alteran cuando estos organismos son expuestos a AINE.
Otro estudio mas reciente realizado por Burket et al. (2019) en el
arroyo Pecan — Texas, se evidenciéo que C. fluminea acumuld
rapidamente productos farmacéuticos dentro de los primeros siete
dias de exposicion en el arroyo contaminado. Dentro de este corto
periodo de tiempo, los organismos mostraron evidencias de estrés
oxidativo, debido a la alta carga de contaminantes. Este estudio
revelo que en ambientes aridos y semiaridos como el de Texas,
las corrientes dependientes de los afluentes representan el peor
escenario de exposicion por los productos quimicos que se
incorporan por el desagule. Los organismos estan mas expuestos
y la tasa de eliminacién o desnaturalizacion de los compuestos
farmaceéuticos es baja.

Conclusiones y proyecciones futuras

La presencia de farmacos en los ecosistemas acuaticos es un
problema reconocido y creciente a nivel mundial, ya que su liberacion
puede generar diversos efectos en los organismos acuaticos (Boxall
et al. 2012). En esta revision, se determind que los AINE son
farmacos persistentes y recurrentes en los sistemas acuaticos. Esto
probablemente se asocia a que son compuestos de libre venta y de
mayor consumo. Es por esto que los compuestos farmacéuticos
como el DCF, PAR, NAX e IBU se han integrado a la lista de
contaminantes de vigilancia prioritarios emitida por la Unién Europea
y la Food and Drug Administration (FDA) (Aitken y Murray 2015).

En el biomonitoreo de los ecosistemas acuaticos se ha
demostrado que los bivalvos son bioindicadores idéneos de
contaminacion. Estos brindan informaciéon sobre la presencia y
bioacumulacién de contaminantes como los mencionados en esta
revision; ademas revelan informacion mediante biomarcadores
fisioldgicos, genéticos y tisulares, que permiten estimar y valorar
los posibles impactos en el ambiente.
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Los bivalvos expuestos a los AINE han presentado alteraciones
en la respuesta inmunoldgica, expresion de genes, estrés oxidativo,
fragmentacion de ADN, ademas de toxicidad aguda. Algunas de
las principales especies estudiadas fueron Mytilus edulis trossulus,
Mytilus sp. M. galloprovincialis, R. philippinarum y C. fluminea
entre otras (Parolini et al. 2011; Matozzo et al. 2012; Milan et al.
2013; Munari et al. 2018). Los estudios revisados, demostraron
que los AINES también tienen efectos a nivel reproductivo, ya que
estos actian como disruptores en procesos endocrinos, afectan la
supervivencia de espermatozoides, generan altas tasas de mortalidad
de embriones y larvas expuestas a AINE, seria de utilidad incluir
analisis que involucre madures de ovocitos, tasa de fecundidad y
calidad espermatica como motilidad y capacidad fecundante. Estos
efectos se han reportado en otras especies, lo que indica que los
AINES repercuten sobre la biota de los ecosistemas acuaticos. Se
incluyen especies de vertebrados como peces, invertebrados
acuaticos como Daphnia spp. Artemia spp. entre otros. Asociado a
esto, es necesaria la generacion de estudios que incluyan la
biomagnificacion en la que las concentraciones residuales de
contaminantes se transfieren a todos los niveles tréficos superiores,
como el caso de peces carnivoros y humanos. (Gonzalez-Rey y
Bebianno 2014; Moreno-Gonzalez et al. 2016; Parolini 2020). La
principal via de exposicion para evaluar el factor de transferencia
trofica de los farmacos en organismos acuaticos es través de su
dieta; sin embargo, algunas especies acuaticas como los bivalvos
absorben sustancias quimicas a través de la via respiratoria (Du
et al. 2014; Zenker et al. 2014). Por lo que es imperativo continuar
con la investigacion de dichos mecanismos.

De acuerdo con los hallazgos de esta revision, es prioritario la
realizacion de estudios destinados a investigar la toxicidad y
efectos de las mezclas de AINE en los ecosistemas acuaticos.
Esto permitira caracterizar y determinar los efectos adversos, asi
como el riesgo ecolégico sobre las poblaciones de bivalvos
presentes en ecosistemas estratégicos, tales como, sistemas de
manglar, lagunas costeras y arrecifes de coral. La falta de estudios
de AINE en ecosistemas lenticos, tales como lagos, lagunas,
ciénagas y zonas pantanosas es de alta importancia ecologica si
se tiene en cuenta que estos ecosistemas cumplen importantes
procesos biogeoquimicos, y el bajo nivel de recambio de agua en
estos, aumentaria la concentracion de todo contaminante emergentes
como se ha evidenciado en los estudios descritos, por lo tanto, los
organismos presentes en estos tipos de ecosistemas acuaticos
presentarian un mayor nivel de exposicion y riesgo ecotoxicolégicos.
Los estudios aqui referenciados fueron realizados en su mayoria
en Europa y Estados Unidos, pero se desconocen estudios o
programas de biomonitoreo de farmacos en paises latinoamericanos
y africanos donde se utilicen bivalvos como organismos modelo,
con el fin de determinar contaminacion por farmacos como los
AINE en los ecosistemas acuaticos de estos paises. Es urgente
que en estos paises se realicen estudios sobre contaminantes
emergentes y se puedan determinar los efectos ecotoxicolégicos
de los AINE, para crear estrategias ambientales, normatividades
regulatorias y politicas publicas para reducir la presencia de estos
farmacos en los ecosistemas acuaticos (Klatte et al. 2017).
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