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RESUMEN

La contaminacion producida por compuestos farmacéuticos y microplésticos, es
un problema ambiental que se extiende por todos los ecosistemas acuaticos,
representando un riesgo ignorado hasta hace relativamente poco tiempo. Los efectos que
los farmacos pueden producir en los organismos gque habitan estos ecosistemas, son en su
mayoria desconocidos debido a la falta de estudios. Los microplasticos pueden tener
efectos directos sobre los organismos, pero también pueden actuar como vectores de otros
contaminantes, modificando potencialmente su toxicidad y biodisponibilidad. Por esto, el
principal objetivo de este trabajo fue investigar si la presencia de microplasticos (cloruro
de polivinilo) en el medio acuatico, variaba la toxicidad producida por dos de los farmacos
actualmente mas consumidos, la simvastatina y la carbamazepina, en ejemplares adultos

de Artemia salina.

Se realizaron ensayos de toxicidad aguda, con una duracion de 48 horas y
renovacion del medio cada 24 horas, en los que se expuso a los organismos a diferentes
concentracion de los farmacos, asi como a la mezcla de estos con microplasticos.
Finalizados los ensayos, se calculo la CLsp de cada sustancia y se midio la actividad
enzimatica colinesterasa (biomarcador) para evaluar y determinar los efectos producidos
en los organismos, tras su exposicién a los contaminantes. Los valores obtenidos de CLsg
fueron: 9,35 mg/L para la simvastatina, 10,30 mg/L para la simvastatina asociada a
microplasticos, 43,23 mg/L para la carbamazepina y 46,50 mg/L para la carbamazepina
asociada a microplasticos. Los resultados obtenidos indican que la presencia en el medio

de microplasticos, disminuy6 levemente la toxicidad de ambos farmacos.

Los datos de actividad enzimatica colinesterasa obtenidos tras la exposicion a
simvastatina, no mostraron la disminucion de dicha actividad, obteniéndose idéntico
resultado en el caso de la simvastatina asociada a microplasticos. Por el contrario, la
exposicion tanto a carbamazepina como a carbamazepina asociada a microplasticos

provocd la inhibicion de la actividad colinesterasa, demostrando su efecto neurotdxico.



ABSTRACT

Pollution caused by pharmaceutical and microplastic compounds is an
environmental problem that spreads throughout all aquatic ecosystems, representing a
risk ignored until relatively recently times. The effects that drugs can produce on the
organisms that inhabit these ecosystems are mostly unknown due to the lack of studies.
Microplastics can have direct effects on organisms, but they can also act as vectors of
other contaminants, potentially modifying their toxicity and bioavailability. For this
reason, the main objective of this work was to investigate whether the presence of
microplastics (polyvinyl chloride) in the aquatic environment varied the toxicity produced
by two of the currently most used drugs, simvastatin and carbamazepine, in adult

specimens of Artemia salina.

Acute toxicity tests were carried out, with a duration of 48 hours and renewal of
the medium every 24 hours, in which the organisms were exposed to different
concentrations of the drugs, as well as to the mixture of these with microplastics. After
the tests, the LCso of each substance was calculated and cholinesterase enzymatic activity
(biomarker) was measured to evaluate and determine the effects produced in organisms,
after exposure to contaminants. The values obtained from LCso were: 9,35 mg/L for
simvastatin, 10,30 mg/L for simvastatin associated with microplastics, 43,23 mg/L for
carbamazepine and 46,50 mg/L for carbamazepine associated with microplastics. The
results obtained indicate that the presence in the medium of microplastics, slightly
decreased the toxicity of both drugs.

The enzymatic cholinesterase activity data obtained after exposure to simvastatin
did not show a decrease in this activity, obtaining the same result in the case of simvastatin
associated with microplastics. On the contrary, exposure to both carbamazepine and
carbamazepine associated with microplastics caused the inhibition of cholinesterase

activity, demonstrating its neurotoxic effect.

Palabras clave: microplasticos, simvastatina, carbamazepina, colinesterasas,

Artemia salina.

Keywords: microplastics, simvastatin, carbamazepine, cholinesterases, Artemia

salina.



1. INTRODUCCION.

1.1. CONTAMINANTES EMERGENTES.

Los contaminantes emergentes son sustancias de diferente origen y naturaleza
quimica, que han sido detectadas en el medio ambiente a niveles apreciables. La presencia
de estos contaminantes en el medio ambiente no es nueva, pero si lo es la preocupacién
por los posibles efectos que pueden causar. Esto se debe a los avances tecnoldgicos, que
han permitido desarrollar técnicas méas sensibles de analisis, como la cromatografia
liquida-espectrometria de masas (LC/MS), detectdndose estos contaminantes en

concentraciones significativamente mas altas de lo esperado.

Actualmente, la mayoria de contaminantes emergentes no se encuentran
legislados, pero son objeto de ser incluidos en futuras regulaciones, en funcion de los
resultados que arrojen las investigaciones sobre sus posibles efectos en la salud y el medio
ambiente, asi como de su mayor o menor presencia en aguas residuales, rios y otras
corrientes de agua. Se desconocen la incidencia, la evaluacion de riesgos y los datos
ecotoxicoldgicos de estos contaminantes, siendo dificil predecir los efectos que pueden

producir en los seres humanos y los organismos acuéticos (Barceld, 2003).

Debido a su importancia, estos contaminantes se encuentran dentro de las lineas
de investigacién prioritarias, de los organismos dedicados a la protecciéon de la salud
publica y medioambiental, tales como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la
Comisién Europea y la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA).

Se consideran contaminantes emergentes a una amplia gama de productos de uso
habitual, tanto doméstico como industrial o agricola, como son: pesticidas, tensioactivos,
productos de higiene personal, antisépticos, retardantes de llamas, subproductos de
desinfeccion, aditivos de gasolina, farmacos, metabolitos y/o productos de degradacion

de las sustancias anteriores (Kimmerer, 2011) y plasticos (Welden, 2019).

Los que demandan una mayor y urgente atencion, debido a la escasez de datos que
se tienen sobre ellos, asi como por su cada vez mayor consumo y, en consecuencia,
presencia en el medio ambiente, son los farmacos y los plasticos, motivos por los que

seran investigados en este Trabajo de Fin de Maéster.



1.1.1. FARMACOS: SIMVASTATINA Y CARBAMAZEPINA.
Los farmacos (o principios activos) son sustancias quimicas naturales o sintéticas,
con composicion perfectamente conocida y capacidad de producir alteraciones en una

determinada propiedad fisioldgica del organismo que las ingiere.

Dentro de los fa&rmacos de uso humano, dos de los mas consumidos en Espafia
durante 2018, han sido el hipolipemiante simvastatina y el anticonvulsivo carbamazepina,
ambos incluidos en la 212 Lista Modelo de Medicamentos Esenciales de la Organizacién
Mundial de la Salud, por considerarse farmacos imprescindibles para cubrir las
necesidades médicas prioritarias (WHO, 2019).

La simvastatina (Figura 1) es un farmaco hipolipemiante perteneciente a la familia
de las estatinas. Actlla como un potente inhibidor competitivo de la hidroximetil-glutaril
coenzima A (HMG-CoA) reductasa (coenzima limitante de la velocidad de sintesis del
colesterol), lo que reduce la absorcion de colesterol a través de los receptores de
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y provoca la disminucién del colesterol en plasma.
Debido a esta capacidad, la simvastatina se emplea en humanos para regular los niveles
anormales de colesterol, triglicéridos y otros tipos de anomalias del metabolismo de
lipidos, y para reducir el riesgo de enfermedad cardiovascular (Faggiotto y Paoletti,
1999).

.\\\‘\\OH

\\‘\“
H;C

Figura 1: estructura quimica de la simvastatina (Fuente: TOXNET, 2017a).

Este farmaco se comercializa en comprimidos orales, siendo la simvastatina un
polvo cristalino de color blanco, con un coeficiente de particion octanol/agua de 4,68 y
una solubilidad en agua de 30ug/L (Chen et al., 2002).

Se administra como un derivado de lactona inactivo activandose, a su forma de

metabolito activo B-hidroxiacido, mediante un proceso de hidrolisis realizado por
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enzimas carboxilesterasas inespecificas en el intestino, el higado y el plasma (Tubic-
Grozdanis et al., 2008). Después de una dosis oral de simvastatina, siendo la minima
recomendada de 40-80 mg/dia en adultos, el 13% se excreta en la orina y el 60% en las
heces, como sustancia quimicamente activa o metabolito, pasando asi a formar parte de

las aguas residuales urbanas como contaminante (RxList, 2019).

Dentro de los farmacos antiepilépticos, la carbamazepina es uno de los mas
utilizados. La carbamazepina (Figura 2) es un anticonvulsivo y analgésico que se usa para
controlar los trastornos convulsivos, el dolor neuropatico y los sintomas de la bipolaridad
y la esquizofrenia. Se metaboliza mayoritariamente en el higado, por accién de la enzima
CYP3A4, dando lugar a su metabolito activo carbamazepina-10,11-epoxido. Se comporta
como un inhibidor de la activacion de los canales de sodio, lo que produce la
estabilizacion de las membranas excitables y determina la inactivacion de las descargas
de alta frecuencia en los focos epileptdgenos, con interrupcion minima del transito

neuronal normal (Yoshimura et al., 1998).

H,N 0

Figura 2: estructura quimica de la carbamazepina (TOXNET, 2017b)

La carbamazepina es un polvo de color blanco a blanquecino, con coeficiente de
particion octanol/agua de 2,45 y solubilidad en agua 18 mg/L a 25 °C de temperatura
(PubChem, 2005).

Después de la administracién oral de una dosis de carbamazepina, minima efectiva
de 800-1200 mg/dia para adultos, el 72% se excreta a través de la orina y el 28% en las
heces, en forma de metabolitos hidroxilados y conjugados, permaneciendo solo el 3% de

la dosis de carbamazepina inalterada (RxList, 2018).



1.1.2. MICROPLASTICOS: CLORURO DE POLIVINILO.

Los pléasticos son polimeros procedentes del petrdleo, combinados con otras
sustancias aditivas, durante el proceso de fabricacion, adquieren las propiedades deseadas
en cuanto a textura, maleabilidad, resistencia, durabilidad, permeabilidad, color, etc. Las
diferentes mezclas posibles entre estos compuestos y los diferentes aditivos, dan lugar a
multitud de tipos de pléastico cada uno de ellos con sus caracteristicas correspondientes.
Los tipos de plasticos mas demandados por los transformadores en productos, de materias
primas plasticas, han sido el polipropileno, polietileno de alta y baja densidad y el cloruro
de polivinilo (PVC), suponiendo estos el 19,7%, 19% y 10%, respectivamente, del total
de plasticos demandados (Plastics Europe, 2019).

Los micropléasticos (Figura 3), son pequefias particulas de plastico con un tamafio
inferior a los cinco milimetros. En funcién de su origen, los microplasticos se pueden
clasificar en primarios y secundarios. Los microplasticos primarios son aquellos que se
fabrican con un tamafio inferior a cinco milimetros, con el fin de ser utilizados en
productos de cuidado personal, como los exfoliantes (Napper et al., 2015), o como pellets
de plastico virgen, destinados a ser materias primas para la fabricacién de productos
plasticos de mayor tamafio (Mato et al., 2001). Mientras que los microplasticos
secundarios, son aquellos derivados de la fragmentacion de plasticos de mayor tamario
por diferentes procesos, como la meteorizacion fisica por la accién del oleaje, la

biodegradacion, la fotodegradacion, la hidrélisis y la termooxidacion (Andrady, 2011).

Figura 3: microplasticos primarios de PVC (Fuente: elaboracion propia).



En el presente trabajo, se investigaran los efectos toxicoldgicos que produce la

asociacion de los farmacos simvastatina y carbamazepina con PVC.

El PVC, compuesto de cloro (57%) y petréleo o gas (43%), se ha convertido en
las ultimas décadas en uno de los plasticos més utilizados debido a sus propiedades. Su
bajo coste, excelente capacidad de procesamiento y alta durabilidad, han hecho que el
PVC sea en la actualidad el material elegido por muchas industrias para fabricar todo tipo
de productos dirigidos a multiples aplicaciones como: marcos de ventanas, piscinas,
tuberias, revestimientos, aislantes, envases de medicamentos y alimentos, cables, guantes

quirargicos, calzado, entre otros (ECVM, 2019).

1.2. ENZIMAS COLINESTERASAS.

Las enzimas colinesterasas son un biomarcador muy utilizado para estimar y
valorar los efectos producidos en los organismos, tras su exposicion a sustancias
ambientales contaminantes. Las colinesterasas (ChEs) pertenecen a la familia de las
esterasas, caracterizdndose por su capacidad de catalizar reacciones de hidroélisis de
ésteres carboxilicos y distinguiéndose de otras esterasas por presentar mayor afinidad a
hidrolizar los esteres de colina. Se inhiben en presencia de fisostigmina o eserina, a

concentraciones situadas en el rango de 10° M (Eto, 1974).

Las ChEs estan presentes tanto en organismos vertebrados como invertebrados.
En vertebrados, segin su predileccion por determinados sustratos, vulnerabilidad a
inhibidores especificos y cualidades cataliticas, se pueden clasificar en dos tipos, la
acetilcolinesterasa y la butirilcolinesterasa. La acetilcolinesterasa (AChE), o colinesterasa
especifica, se localiza principalmente en el tejido nervioso y, en menor medida, en
eritrocitos, ganglios y musculos (Sturm et al., 1999). La butirilcolinesterasa (BChE), o
colinesterasa no especifica, se encuentra principalmente en el higado pancreas y plasma
sanguineo (Eto, 1974; Thompson y Walker, 1992).

En invertebrados, su clasificacién no esta del todo definida debido a que presenta
preferencia parcial por los sustratos, y no responde segun lo esperado ante los inhibidores
especificos. Diversos autores han demostrado que la actividad colinesterasa presente en
invertebrados, como Palaemonetes pugio, Biomphalaria glabrata, Lumbriculus
variegatusse y Penaeus monodon, se debe principalmente, a la acetilcolinesterasa (Fulton
y Key, 2002; Kristoff et al., 2006; Kumar et al., 2010; Thi et al., 2019). No obstante, las
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enzimas colinesterasas de otros organismos como Artemia parthenogenetica, Maia
verrucosa, Palinurus vulgaris y Potamopyrgus antipodarum, muestran caracteristicas
intermedias entre las dos formas de colinesterasas, por lo que no pueden clasificarse como
acetilcolinestesa ni butirilcolinesterasa (Talesa et al., 1992; Varo et al., 2002; Gagnaire
et al., 2008).

Conocer el tipo de ChE presente en las diferentes especies, es fundamental para
poder realizar una correcta medida de la actividad colinesterasa, ya que permite elegir el

sustrato, el inhibidor y las concentraciones correctas.

AChE y BChE se distinguen por tener distintos sustratos especificos asi como
distinta sensibilidad hacia ciertos inhibidores. AChE hidroliza el sustrato a alta velocidad
cuando este es acetilcolina y a menor velocidad cuando es propionilcolina o butirilcolina.
Su inhibicion se produce con altas concentraciones de sustrato o con BW284C51 (1,5-
bis-(4-alildimetilamoniofenil) pentano-3-uno dibromuro). BChE hidroliza a alta
velocidad cuando el sustrato es butirilcolina y propionilcolina. Se inhibe a bajas

concentraciones de iso-OMPA (tetraisopropilo pirofosforamida) (Eto, 1974).

La AChE desempefia una labor esencial para el correcto funcionamiento del
sistema nervioso. Su funcion es hidrolizar al neurotransmisor acetilcolina durante la
sinapsis, produciendo colina y &cido acético, precursores de sus sintesis. Se encuentra
principalmente en las uniones neuromusculares y las sinapsis colinérgicas en el sistema
nervioso central, donde su actividad sirve para terminar la transmision sinaptica. Debido
a su capacidad de hidrolizar acetilcolina a nivel sinéptico, estas enzimas tienen una
funcién esencial para la transmision del impulso nervioso tanto en el sistema nervioso
central como periférico. La inhibicién de la actividad enzimética colinesterasa, produce
una acumulacion excesiva de acetilcolina en el espacio intersinaptico, provocandose una
sobreestimulacion nerviosa y, en consecuencia, la paralisis del sistema neural y muscular,
debido a la incorrecta transmision del impulso nervioso. Esta alteracion en el sistema
nervioso, produce a los organismos anomalias en los estimulos musculares, glandulares

e incluso la muerte (Jeyaratnam y Maroni, 1994).

La BChE no tiene funcion fisioldgica conocida, debido a que, aunque se le han
atribuido muchas capacidades, como ser precursora de la AChE, ninguna ha podido ser
demostrada con claridad (Witter, 1963).



Debido a la esencial funcion que desempefia en los organismos, su presencia en
especies de todo tipo y su sensibilidad a multiples contaminantes, el potencial de
inhibicidn de la actividad colinesterasa se ha empleado tradicionalmente como criterio
para evaluar la toxicidad de organofosforados, carbamatos, detergentes, surfactantes,

metales y farmacos (Guilhermino et al., 2000; Schreck et al., 2008; Silva et al., 2019)

1.3. ARTEMIA SALINA.
La Artemia salina (Linnaeus, 1758), es un crustdceo perteneciente al género
Artemia, clase Branchiopoda, familia Artemiidae y orden Anostraca (WoRMS, 2019).

El género Artemia (Leach, 1819), esta formado por varias especies que se
reproducen sexualmente, asi como por varias poblaciones que lo hacen de forma
partenogenética. Se diferencian seis especies bisexuales, Artemia salina, distribuida por
Europa y Africa, Artemia urmiana, presente en el Lago Urmia (Iran) y en Crimea
(Ucrania), Artemia sinica, autdctona de zonas de China continental y Mongolia, Artemia
tibetiana, localizada Unicamente en el Tibet, Artemia persimilis, endémica de América
y Artemia franciscana, perteneciente a America del Sur. Las poblaciones
partenogenéticas se agrupan en una Unica especie, Artemia parthenogenetica, distribuida
por Europa, Asia y Africa (FAO, 2019).

Los ejemplares adultos de Artemia se caracterizan por presentar un cuerpo
segmentado, aparato digestivo lineal y apéndices funcionales, en forma de hoja, llamados
toracdpodos. El cuerpo esté cubierto por un exoesqueleto de quitina fina y flexible, que
se renueva periddicamente (muda), permitiendo su crecimiento. Se divide en cabeza,
torax y abdomen. La cabeza presenta cinco segmentos, donde se sitlan los 0jos
pedunculados, las antenas y las mandibulas. El torax esta formado por once segmentos,
cada uno con un par de toracépodos. ElI abdomen estd compuesto de ocho segmentos,
encontrandose en los dos anteriores los genitales y, en el final, la furca caudal bilobulada.
Su talla alcanza los 12 mm de longitud en las poblaciones bisexuales, y hasta los 20 mm
en las partenogenéticas. Presentan dimorfismo sexual, los machos (Figura 4. A), tienen
las segundas antenas hipertrofiadas en forma de tenazas (claspers) y dos aparatos
reproductores retractiles situados en los segmentos genitales, mientras que las hembras

(Figura 4. B), presentan un saco ovigero y las segundas antenas filiformes (FAO, 2019).



J
Figura 4: imagen al microcopio dptico de Artemia salina con un aumento de 40x. A: macho, en

el que se observan las antenas en forma de tenaza. B: hembra, en la que se aprecian las antenas
filiformes y el saco ovigero (Fuente: elaboracién propia).

La reproduccion de Artemia puede ser de dos tipos, siendo ambas excluyentes:
zigogenética (con presencia de hembras y machos, y fertilizacién de los huevos) o
partenogenética (con presencia de hembras y sin fertilizacion). Ademas, presentan dos
estrategias reproductivas: ovoviviparismo, con liberacion de nauplios que completan su
desarrollo en el interior del saco ovigero, y oviparismo, deteniéndose el desarrollo de los
embriones en un estadio temprano, cubriéndose de una cubierta protectora resistente y
quedando en forma de quiste. En condiciones adversas para su supervivencia, Artemia
opta por la reproduccién ovipara, quedando los embriones enquistados en estado de
diapausa, hasta que las condiciones ambientales son favorables para su supervivencia.
Para su eclosion, los quistes deben ser activados mediante un proceso de deshidratacion
previa, siendo posteriormente rehidratados en agua de baja salinidad, en condiciones
adecuadas de iluminacion y aireacion. Esta capacidad de formar quistes, asegura la
persistencia de la poblacion, al ser estructuras protectoras con elevada resistencia a las

condiciones ambientales adversas, como las temperaturas extremas (Clegg et al., 2001).

El ciclo biolégico de Artemia comienza con el desarrollo del embrién en el saco
ovigero o quiste, hasta su eclosion en forma de nauplio o estado larvario I, completamente

formado. Durante este estado larvario se alimentan de las reservas vitelinas, pues su
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aparato digestivo ain no es funcional. Después de la primera muda, pasa al estado larvario
Il, en el que comienza a capturar alimento externo. La larva continGa su crecimiento
apareciendo diferenciaciones a lo largo de quince mudas, pasando por diferentes fases
metanaupliares, hasta alcanzar su etapa adulta. En las condiciones adecuadas, esta especie
puede vivir varios meses, creciendo de nauplio a adulto en 8 dias y reproduciéndose en

una tasa de 300 nauplios o quistes cada 4 dias (FAO, 1986).

Artemia salina es un filtrador pasivo y no selectivo, capaz de ingerir particulas de
entre 1y 50 um de tamafio (Gelabert, 2001). Captura las particulas alimenticias mediante
el movimiento regular de sus apéndices, creando corrientes de agua que las arrastran hacia
su boca. Se alimenta de bacterias, pequefios protozoos, algas unicelulares hal6filas y
detritos finos que encuentra en el medio acuatico donde habita. Se localiza
exclusivamente en ecosistemas hipersalinos (salinas, lagunas y lagos salados situados en
zonas costeras), caracterizados por tener una elevada productividad, escasa diversidad
bioldgica y relaciones tréficas sencillas, con apenas presencia de depredadores. Su
capacidad de colonizar estos ecosistemas, se debe al desarrollo de mecanismos,
fisioldgicos y bioquimicos, que le permiten tolerar un amplio rango de variaciones
ambientales como, bajos niveles de oxigeno disuelto, salinidades de entre 45 g/L y 370

o/L y temperatura de entre 5y 35° C (Kappas et al., 2004).

2. ANTECEDENTES.

En la actualidad la principal fuente de contaminacion ambiental es la actividad
humana. Las actividades urbanas, industriales y agropecuarias, generan una gran cantidad
de contaminantes emergentes, como farmacos y microplasticos, que son vertidos al medio
ambiente sin ningun tipo de control, donde causan efectos nocivos a los organismos que

lo habitan.

El consumo de farmacos, de uso humano, se ha incrementado significativamente
a lo largo de los afios debido a numerosos factores. EI aumento de la esperanza de vida,
el consecuente envejecimiento de la poblacion, las enfermedades crénicas, la
automedicacion, etc., han provocado que el consumo de farmacos se estime en toneladas
al afo (AEMPS, 2019). Este elevado consumo ha provocado que la cantidad de estos
compuestos que se vierte al medio marino sea cada vez mayor. En consecuencia, la

presencia de farmacos y sus metabolitos en las diferentes masas de agua, ha sido
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confirmada por diversos autores, como Liu et al. (2011), Biel-Maeso et al. (2018),
Barbosa et al. (2019) y Primrose et al. (2019), habiéndose detectado en aguas
subterraneas, lagos, rios, océanos, etc., gran cantidad de analgésicos, antibidticos,

esteroides, anticonceptivos, hipolipemiantes, anticonvulsivos, etc.

La simvastatina y la carbamazepina son dos de los farmacos que se ha demostrado
que alcanzan en el medio acuatico concentraciones cada vez mas elevadas. Esto se debe
al incremento progresivo de su consumo gue se esta produciendo en las ultimas décadas.
La simvastatina es actualmente el farmaco hipolipemiante mas consumido en Espafia,
habiéndose incrementado un 670% desde el afio 2000 (AEMPS, 2014). Del mismo modo,
la carbamazepina es el anticonvulsivo mas utilizado, con un crecimiento de consumo del
41,52% desde 2008 (AEMPS, 2017).

Este crecimiento en el consumo de ambos farmacos, su posterior descarga a las
aguas residuales urbanas, mediante las excreciones humanas, los restos de farmacos que
no se eliminan adecuadamente y los desechos generados durante su fabricacién, provocan
que grandes cantidades de farmacos y sus metabolitos lleguen a las estaciones de agua
residuales (EDARs), donde no se eliminan por completo durante los procesos de
tratamiento. Debido a su alto coste, la mayoria de EDARs no cuentan con sistemas de
depuracion capaces de eliminar totalmente los compuestos farmacéuticos, vertiéndose el
efluente manteniendo altas concentraciones de estos productos a los ecosistemas

acuaticos, donde pueden causar efectos tdxicos a los organismos (Hernando et al., 2006).

La capacidad de los compuestos farmacéuticos para provocar alteraciones en los
organismos acuaticos ha sido investigada por numerosos autores. En el farmaco
simvastatina, ensayos in vivo realizados por Nueparth et al. (2014), tuvieron como
resultado que la exposicion a simvastatina interrumpe la reproduccion y el crecimiento
del crustaceo anfipodo Gammarus locusta. Investigaciones realizadas in vitro también
demostraron que este compuesto, tanto en su forma inalterada como su metabolito, causa
citotoxicidad hepatica en la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), siendo determinada
como la inhibicién metabdlica y la pérdida de integridad de la membrana celular (Ellesat
et al., 2010). En el caso de la carbamazepina, se ha demostrado que produce efectos
nocivos en los organismos, como la inhibicion de la muda y el crecimiento en el crustaceo
Eriocheir sinensis (Chen et al., 2019), malformaciones durante el desarrollo embrionario

en Mytilus galloprovincialis (Franzellitti et al., 2019), asi como efectos neurotdxicos,
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como alteraciones en la movilidad y en el comportamiento en embriones de Dario rerio
(Weichert et al., 2017).

Los microplasticos son otros de los contaminantes emergentes que estan ganando
relevancia en los Ultimos afios, siendo objeto de investigacion de numerosos autores su
presencia en el medio acuatico, caracterizacion, distribucion y posibles efectos sobre los
organismos (ANEXO 1).

Debido a su bajo coste y versatilidad, los plasticos son cada vez mas demandados,
habiendo sustituido a los materiales convencionales como el papel, el vidrio, la madera,
el metal, etc. En 2018 la produccion de plasticos a nivel mundial alcanzo las 360 millones
de toneladas, mientras que en Europa, la produccion de plastico se situ6 en 62 millones
de toneladas. La cantidad de plasticos generados en el mundo crece exponencialmente
desde hace décadas, cifrdndose este aumento de 348 a 359 millones de toneladas durante
el periodo 2017-2018 (Plastic Europe, 2019).

Algunos productos pléasticos tienen una vida util inferior a un afio, mientras que
otros tienen una durabilidad superior a 50 afios, pero teniendo todos en comin que, una
vez finalizada su vida util, se convierten en residuos. La eliminacion de muchos de estos
residuos plasticos no se gestiona adecuadamente, por lo que acaban contaminando
ecosistemas acuaticos (Lestari y Trihadiningrum, 2019) en forma de basura marina.

Aunque hay muchos tipos de basuras marinas (papel, vidrio, metal, etc.), los
plasticos representan el 82% de esta basura (Deudero y Alomar, 2015). Esta basura
plastica puede clasificarse, en funcion de su tamafio, en macroplasticos y microplasticos,

perteneciendo a estos Ultimos, la mayor parte de la basura total liberada al medio marino.

Como ocurre con los farmacos, los microplasticos originados por la actividad
humana en forma de fibras textiles, restos de cosméticos y de procesos industriales,
acaban en la red de alcantarillado y llegan al medio marino a travées de los efluentes de

las EDARs, donde no se eliminan por completo (Magni et al., 2019).

Elevadas cantidades de microplésticos se ha detectado en estuarios (Zhang et al.,
2019), rios (Yan et al., 2019), océanos (Pan et al., 2019) o lagos (Sighicelli et al., 2018)
donde suponen una amenaza para los organismos acuaticos ya que, al no degradarse,
persisten en la columna de agua y en los sedimentos, aumentando progresivamente su

concentracion y su biodisponibilidad. También pueden actuar como vectores para el
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transporte de otros contaminantes, ya que presentan aditivos en su composicion que
pueden ser liberados al medio durante los procesos de fragmentacion, y poseen la
capacidad de adsorber otros compuestos quimicos contaminantes en su superficie como,
metales pesados (cobre, plomo, zinc, etc.), contaminantes organicos hidréfobos o

compuestos farmacéuticos (Li et al., 2018).

De esta capacidad de los microplasticos de actuar como vectores de otros
contaminantes, deriva la importancia de investigar la interaccion que se produce entre
microplasticos y farmacos, al estar ambos contaminantes cada vez méas presentes en los
ecosistemas acuaticos. Autores, como Rainieri et al. (2018), han demostrado que la
presencia de microplasticos en el medio varia la toxicidad de otras sustancias

contaminantes, como podria ocurrir con los farmacos simvastatina y carbamazepina.

La idoneidad de elegir la inhibicion de la actividad colinesterasa como
biomarcador de exposicion de crustaceos a estos contaminantes, ha sido confirmada por
varios autores. En crustaceos, Thi et al. (2019) demostré que la actividad colinesteresa
presente en ejemplares adultos de Penaeus monodon, se veia inhibida por la accion de
antibioticos. Otro ensayo realizado por Nunes et al. (2016), concluy6 que el ansiolitico
diazepam inhibe la actividad colinesterasa presente en Artemia parthenogenetica. Del
mismo modo, Yu et al. (2018), han determinado en sus investigaciones que los
microplasticos disminuyen significativamente la actividad colinesterasa en Eriocheir

sinensis.

Los crustaceos son organismos muy adecuados para la realizacion de estos
ensayos de toxicidad, debido son uno de los taxones que mas microplasticos pueden
ingerir, al basarse la alimentacidn de algunas de sus especies, como Artemia salina, en la
filtracion no selectiva. La utilizacion Artemia salina en los ensayos de toxicidad tiene
como ventajas, en comparacion con los peces y moluscos, su ciclo de vida mas corto,
disponibilidad inmediata de poblaciones uniformes, método estandarizado de cultivo a
partir de quistes desecados y facil manejo. Por todo esto, Artemia salina se ha empleado

con éxito en ensayos toxicolégicos desde hace décadas (Migliore, et al., 1997).
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3. OBJETIVOS.

3.1. GENERAL.
El objetivo principal de este trabajo es determinar si la presencia de
microplasticos, cloruro de polivinilo, en el medio acuatico, afecta a la toxicidad de los

farmacos simvastatina y carbamazepina.

3.2. ESPECIFICOS.
- Comprobar que los ejemplares adultos de Artemia salina ingieren los

microplasticos presentes en el medio a diferentes concentraciones.

- Determinar la toxicidad aguda, tras 48 horas de exposicion, a los farmacos
simvastatina y carbamazepina, en ensayos independientes realizados con ejemplares
adultos de Artemia salina. Comprobar si la asociacion de los microplasticos con estos

farmacos varia su toxicidad.

- Investigar el efecto de los farmacos, simvastatina y carbamazepina, sobre la
actividad enzimaética colinesterasa presente en Artemia salina, tanto en solitario como

asociados a microplasticos.

4. MATERIAL Y METODOS.

4.1. MATERIAL BIOLOGICO.

En la realizacion de los ensayos se emplearon ejemplares adultos, con tres
semanas de vida, de la especie Artemia salina que fueron suministrados por el Servicio
de Cultivos Marinos de la Facultad de Ciencias del Mar y Ambientales de la Universidad
de Cédiz con numero de registro CA/3/U en la Seccion de Establecimiento Usuario y
CAJ/3/CS en la Seccion de Establecimiento de Cria y Suministro de Animales de
Experimentacion de la Comunidad Auténoma de Andalucia. Igualmente, proporcionaron

el agua de mar que se utilizo en los ensayos.
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4.2. COMPUESTOS QUIMICOS.
- Acetona grado analitico (CAS N° 67-64-1 de Scharlau).

- Acido 5,5°-ditiobis-(2-nitrobenzéico) (DTNB) (CAS N° 9-78-3 de Merck).

- Albumina Sérica Bovina (BSA) (Bio-Rad).

- Bio-Rad Protein Assay (Dye Reagent concentrate) (Bio-Rad).

- Carbamazepina (CAS N° 298-46-4 de Sigma-Aldrich Quimica, Madrid, Espafia).

- Cloruro de polivinilo de bajo peso molecular (PVC) (CAS N° 9002-86-2
densidad 1,4 g/ml de Aldrich).

- Dicromato potésico purisimo (K2Cr207) (CAS N° 7778-50-9 de Panreac).

- Di-sodio hidrégeno fosfato anhidro (CAS N° 7558-79-4 de Merck).

- Simvastatina (CAS N° 79902-63-9 de Sigma-Aldrich Quimica, Madrid, Espafa).
- Sodio dihidrégeno fosfato monohidrato (CAS N° 10049-21-5 de Merck).

- Yoduro de acetiltiocolina 98% (ASCh) (CAS N° 2260-50-6 de Sigma-Aldrich
Quimica, Madrid, Espafia).

4.3. ENSAYO DE INGESTION DE MICROPLASTICOS.
Para comprobar si los microplasticos eran ingeridos por los organismos, se realizd
un ensayo previo de ingestion. Se expusieron 10 ejemplares adultos de Artemia salina a
concentraciones de 0,26 mg/L, 0,69 mg/L y 1,6 mg/L de cloruro de polivinilo, en 20 mli
de agua de mar. Estas concentraciones se seleccionaron en funcion de los resultados
obtenidos por otros autores en estudios previos con microplasticos (Luis et al., 2015;
Barboza et al., 2018). Se realizaron tres réplicas de cada concentracion, asi como de un

control de agua de mar.

Trascurridas las 48 horas de duracion del ensayo, se llevo a cabo el analisis visual
del aparato digestivo de los organismos expuestos a los microplasticos, con el fin de
comprobar si habia sido ingerido. Para ello, se colocaron en un portaobjetos, se fijaron
con un cubreobjetos, y se observaron en el microscopio optico con un objetivo de 40x y

100x aumentos.
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4.4. ENSAYOS DE TOXICIDAD.

44.1. ENSAYO CON TOXICO DE REFERENCIA (DICROMATO
POTASICO). DETERMIACION DE LA CLso.

La concentracion letal media (CLso) es la concentracion de una sustancia que
produce la muerte del 50% de organismos expuestos a ella, durante un periodo de tiempo
definido. Se emplea como un pardmetro para determinar la toxicidad aguda de una

sustancia.

Los ensayos de toxicidad tienen como objetivo evaluar los efectos que produce
una determinada sustancia en un organismo. Consisten en exponer, en condiciones y
tiempo controlados, los organismos a concentraciones crecientes de la sustancia para

determinar los efectos que esta les produce.

La realizacién de un ensayo con un téxico de referencia, del que se conoce el
efecto a una serie de dosis predeterminadas, se utiliza para establecer la sensibilidad de
las especies y evaluar la calidad de la poblacion. Permite aceptar o rechazar los
organismos de la poblacién que se van a emplear en los posteriores ensayos, segun la
respuesta de estos ante el toxico de referencia. Asegura que la respuesta de la poblacién
de organismos expuestos al toxico, se deba efectivamente al efecto de este y no a

variaciones en los organismos.

En este trabajo se utilizd6 como toxico de referencia el dicromato potasico
(K2Cr207). Se prepar6 una solucion stock, disolviendo 0,1 g de K2Cr,07en 10 mL de
agua Milli-Q, a partir de la cual, se obtuvieron por dilucion seriada en agua de mar, siete
concentraciones nominales decrecientes del toxico. Estas concentraciones fueron: 80
mg/L, 40 mg/L, 20 mg/L, 10 mg/L, 5 mg/L, 2,5 mg/L y 1,25 mg/L.

Este ensayo se realizd en acuarios de vidrio con un volumen méximo de 25 mL,
en cada uno de los cuales se afiadieron 10 organismos y 20 mL de las distintas
disoluciones realizadas con las concentraciones a ensayar. También se hizo un control
con 20 mL de agua de mar. Durante el ensayo, los acuarios permanecieron tapados para
evitar la evaporacion del medio. Cada concentracion y control se realizé por triplicado,
utilizandose en total 24 acuarios y 240 ejemplares adultos de Artemia salina.

El ensayo tuvo una duracion de 24 horas, durante las cuales no se alimenté a los

organismos, realizandose en condiciones de 21°C de temperatura exterior y fotoperiodo
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natural de 16 horas de luz/ 8 horas de oscuridad. Finalizado el tiempo de ensayo, se
cuantificaron los individuos vivos y muertos, siendo considerados como muertos aquellos

que no presentaban ningun tipo de movimiento.

La tasa de mortalidad se calculd aplicando la siguiente ecuacion:

F
Tasa de mortalidad = P—C x100

C

Donde Fc es el nUmero de organismos que han muerto en cada concentracion y

Pc es el total de organismos expuestos a dicha concentracion.

44.2. ENSAYOS CON FARMACOS (SIMVASTATINA Y
CARBAMAZEPINA) Y MICROPLASTICOS. DETERMINACION DE LA CLso.

Las concentraciones de simvastatina y carbamazepina utilizadas se seleccionaron
después de la realizacion de varios ensayos previos, debido a la inexistencia de
bibliografia donde se estudiaran estos farmacos en la especie Artemia. Para la
simvastatina las concentraciones nominales elegidas fueron: 12,03 mg/L, 10,03 mg/L,
8,35 mg/L, 6,96 mg/L y 5,80 mg/L. Mientras que para la carbamazepina fueron: 52,08
mg/L, 43,40 mg/L, 36,17 mg/L, 30,14 mg/L y 25,16 mg/L. Se emple6 una Unica
concentracion de microplastico de 0,26 mg/L, siendo esta elegida tras una revisién

bibliogréafica por considerarse ambientalmente relevante (Luis et al., 2015).

Estas concentraciones se prepararon por dilucion en agua de mar, a partir de
soluciones stock de simvastatina y carbamazepina. Estas soluciones se prepararon
disolviendo 20 mg de simvastatina en 10 mL de acetona y 50 mg de carbamazepina en
10 mL de acetona. Se utiliz6 la acetona como disolvente debido a la baja solubilidad de
ambos compuestos en agua. En el caso del microplastico, se prepard una suspension

stock, afiadiendo 26 mg de PVC en polvo a 10 mL de agua Milli-Q.
Se realizaron 4 ensayos semiestaticos de toxicidad, siendo estos:

1. Ensayo con simvastatina.

2. Ensayo con simvastatina y microplasticos.
3. Ensayo con carbamazepina.
4

Ensayo con carbamazepina y microplasticos.
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En estos ensayos se expuso a ejemplares adultos de Artemia salina a las diferentes
concentraciones de los fArmacos empleados con microplasticos, o sin los microplasticos,

durante 48 horas.

En los dos ensayos realizados Unicamente con farmacos, se emplearon acuarios
de vidrio de 25 mL de capacidad m&xima, cinco concentraciones, un control con agua de
mar y otro con acetona. Los otros dos ensayos, realizados con farmacos y microplasticos,
se llevaron a cabo siguiendo el mismo procedimiento, incluyendo ademas un control con

microplasticos. Se realizaron 3 réplicas de cada concentracion y control (Figura 5 A).

Figura 5: A: ensayo de toxicidad con simvastatina. B: acuario con Artemia salina. C: detalle del
interior del acuario (Fuente: elaboracion propia).

Los ensayos se realizaron siguiendo las directrices de la guia para la prueba de
productos quimicos de la Organizacién para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico
(OCDE) numero 202 (OCDE, 2004), evaluando la muerte/inmovilizacion de Artemia
salina.

En cada acuario se afiadieron 20 mL de disolucion de la concentracién
correspondiente a ensayar y 10 ejemplares de Artemia salina (Figura 5 B y C), con cuatro
semanas de vida y una talla aproximada de 8 mm. Ademas, en los ensayos con
microplastico, se adicionaron 2 pL de la suspension stock de microplasticos, previamente
agitada, resultado la concentracion final de este en el acuario de 0,26 mg/L. Se
mantuvieron tapados los acuarios durante los ensayos para evitar la evaporacion del

medio.

19



Se realiz6 una renovacion de las disoluciones de los acuarios cada 24 horas.
Ademas, para controlar las condiciones y la calidad del medio donde se encontraban los
organismos, se midieron los siguientes parametros fisico-quimicos en un acuario de cada
concentracion: pH, oxigeno disuelto, conductividad y temperatura. Para la toma de
medidas se emple6 una sonda multiparamétrica HANNA HI 9829, previamente calibrada,
toméandose estas justo antes de renovar las disoluciones de los acuarios (medio con 24
horas), e inmediatamente después de renovarlas (medio con O horas). Se realizd un
examen visual diario de los individuos para controlar cualquier alteracion que pudiera

producirse.

Los ensayos se realizaron en condiciones controladas de entre 19 y 21°C de
temperatura y fotoperiodo natural, 16 horas de luz/ 8 horas de oscuridad. Durante las 48

horas de duracién de los ensayos, l0s organismos no recibieron alimento.

Finalizados los ensayos, se examinaron los organismos para comprobar su estado.
Se contabilizaron los vivos y muertos/inmovilizados, considerandose muertos aquellos
que no presentaban movimiento tras su estimulacion con una varilla de vidrio y 1 minuto
de observacion. Los ejemplares de Artemia salina muertos se desecharon, mientras que
los vivos se introdujeron en tubos Eppendorf de 1,5 ml y se conservaron congelados a
- 20°C hasta el momento de su anélisis. Adicionalmente, antes de su conservacion, los
organismos vivos procedentes de los ensayos que incluian microplasticos, se observaron

al microscopio Optico para comprobar si este habia sido ingerido.

4.5. PRETRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS.

Las muestras obtenidas en los ensayos de toxicidad previos fueron
homogeneizadas. Este proceso se realizé en frio con un homogeneizador de alta velocidad
Ultra-Turrax (Schott Ibérica, Espana) durante 1 minuto, a razéon de 100 pl de tampoén
fosfato 0,1 M de pH 7,4 por cada Artemia salina. Posteriormente, el homogeneizado se
centrifugo a 10.000 rpm (9.000 x g) durante 30 minutos a 4°C de temperatura, en una
centrifugadora con refrigeracion modelo Heraeus Megafuge 1.0 R. Finalizado el
centrifugado, el pellet obtenido se desecho, siendo el sobrenadante conservado en tubos

Eppendorf de 1,5 ml para su inmediato anélisis.
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4.6. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD COLINESTERASA.

La actividad colinesterasa presente en los ejemplares de Artemia salina se midio
aplicando el método de Ellman (1961), modificado para microplacas por Guilhermino et
al. (1996). Esta actividad se midié empleando microplacas con 96 pocillos, en los cuales
se afiadieron 50 ul de la muestra homogeneizada y 250 pl de una mezcla de reaccion que
contenia el reactivo de Ellman (DTNB). Esta mezcla de reaccion se prepar6 afiadiendo
30 ml de tampédn fosfato 0,1 M de pH 7,4, 1 ml de acido 5,5-ditiobis-(2-nitrobenzoico)
(DTNB) y 200 pl de acetiltiocolina (ASCh) 200 mM disuelta en agua ultrapura Milli-Q.
Una vez mezclado el contenido en cada pocillo, se incubé durante 15 min en oscuridad

(Varo et al., 2015) y temperatura ambiente.

La velocidad de reaccion enzimatica se determind empleando un lector de
microplacas Bio-Rad, modelo BenchMark Plus (Figura 6), midiéndose la absorbancia a
415 nm durante 3 minutos cada 30 segundos. Cada una de las muestras, asi como los

controles, se midio por triplicado.

Figura 6: lector de microplacas empleado para la determinacién de actividad
colinesterasa y proteinas (Fuente: elaboracion propia).

La actividad enzimatica se mide siguiendo el aumento de color amarillo producido
por el anién 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB), formado a partir de la reaccion que se produce
entre la tiocolina y el DTNB. Esta reaccién fue descrita por Ellman et al. (1961), como

se representa en la figura 7.
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Figura 7: reaccion descrita por Ellman et al., (1961).

Se midieron dos blancos con cada experimento, siendo el primero un blanco sin
muestra, en lugar de esta se afiadieron 50 ul de tampon fosfato 0,1 M de pH 7.4, y el
segundo un blanco sin sustrato en la mezcla reactiva, sustituyéndose este por 200 ul de
tampon fosfato 0,1 M de pH 7,4. El primero de ellos se midio para calcular la velocidad
de hidrdlisis espontanea del sustrato, y el segundo para estimar la reaccion que se produce
entre los tioles y el DTNB. Posteriormente, los valores de ambos blancos se restaron a los
obtenidos para cada muestra y el valor resultante se utilizé para realizar el calculo de la
actividad enzimatica. Cada muestra se midio por triplicado y la actividad enzimatica fue

calculada a partir de la ecuacion:

Actividad enzimatica (nmol min”’ mL™)=( v — xADO/min)
€ %

dx

Donde V es el volumen en ml de la mezcla en el pocillo, € es el coeficiente de
extincion molar del TNB (13600 M cm™), d es el paso de luz en la microplaca (0,874
cm), v es el volumen de la muestra y ADO/min el incremento de densidad Optica por

minuto.
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La actividad especifica se determino a partir de la siguiente formula:

Actividad (nmol min'mL™")

Actividad especifica (nmol min™' mg proteina')= — - =)
Concentracion de proteinas (mg mL™")

47.  DETERMINACION DE LAS PROTEINAS.

La determinacion de la concentracion de proteinas se realizd mediante el método
de Bradford (1976) adaptado a microplacas (método estandar de BioRad), utilizando para
ello Albdmina Sérica Bovina (BSA) como estandar. Este método se fundamenta en la
union del colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 con las proteinas. El colorante
presenta un color rojo (maxima absorcién de 465 nm), cambiando a azul cuando se une
con las proteinas (maxima absorcion de 595 nm), y siendo un método muy reproducible
y rapido.

Estos ensayos se llevaron a cabo en microplacas de 96 pocillos, afiadiendo 10 pl
de muestra o de patron de proteinas (0, 0625, 0,125, 0,25 y 0,5 mg/ml de BSA) y 200 pl
de reactivo de Bradford, que se preparé mezclando una parte del reactivo comercial
concentrado con cuatro partes de agua ultrapura Milli-Q. Se dejo reaccionar la mezcla de
reactivo y muestra durante 10 minutos a temperatura ambiente, y se midio la absorbancia
a una longitud de onda de 595 nm de cada una de las muestras, asi como de un blanco de

tampon fosfato 0,1 M (pH 7,4), por triplicado.

4.8. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS.

Los datos obtenidos se procesaron con diferentes programas informaticos. Los
datos de mortalidad, obtenidos en los ensayos de toxicidad, se trataron con el programa
de la Agencia Medio Ambiental de Estados Unidos (EPA-USA) para determinar,
mediante el método Probit, los valores de CLso para la simvastatina y la carbamazepina,

tanto de forma individual como asociados a los microplasticos.

Los datos de actividad colinesterasa se organizaron y presentaron en una hoja de
calculo Microsoft Excel 2013, siendo posteriormente analizados estadisticamente
utilizando el programa IBM SPSS Statistics para Windows Version 23. Este analisis
consistio en comprobar la normalidad de los datos aplicando el test de Shapiro-Wilk y su

homogeneidad mediante el test de Levene. A continuacion, se realizo un anélisis de la
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varianza con un factor (ANOVA), para comprobar la existencia de diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos. Todas las hipdtesis fueron aceptadas
cuando el nivel de significacion fue de p < 0,05. En los casos donde se apreciaron
diferencias significativas, se aplicé el test de Tukey de comparaciones mudltiples,
estableciéndose intervalos de confianza entre cada tratamiento y el control para

comprobar estas diferencias.

5. RESULTADOS.

5.1.  ENSAYOS DE INGESTION DE MICROPLASTICOS.

La ingestion de microplasticos por parte de Artemia salina, se determind mediante
la inspeccidn visual al microscopio 6ptico. En primer lugar se observo una muestra de
microplasticos, con el objetivo de identificarlos, pudiendo asi distinguirlos de otras
posibles particulas que pudieran estar en el aparato digestivo de los organismos. Se
tomaron fotografias para tenerlas como referencia (Figura 8). Posteriormente, se procedio
de la misma forma con los ejemplares de Artemia salina que habian permanecido las 48
horas del ensayo en el control de agua de mar, para conocer la apariencia normal de su
aparato digestivo (Figuras 9, 10, 11y 12).

Figura 8: microplasticos primarios de PVC empleados en los ensayos. Imagen al microscopio
Optico con un aumento de 100x (Fuente: elaboracion propia).
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Figura 9: cuerpo de Artemia salina al microscopio Optico tras permanecer 48 horas en el control
de agua de mar. A: 40x de aumento. B: 100x de aumento (Fuente: elaboracién propia).

Figura 10: Abdomen de Artemia salina, tras permanecer durante 48 horas en el control de agua
de mar, al microscopio éptico con un aumento de 100x (Fuente: elaboracion propia).
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Figura 11: Cabeza de Artemia salina, tras permanecer durante 48 horas en el control de agua de
mar, al microscopio éptico con un aumento de 40x. (Fuente: elaboracion propia).

Figura 12: Imagenes al microscopio optico de la boca de Artemia salina tras permanecer durante
48 horas en el control de agua de mar. A: Aumento de 40x. B: Aumento de 100x (Fuente:
elaboracion propia).
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Se cotejaron las anteriores imagenes con las obtenidas tras examinar a los
organismos expuestos a diferentes concentraciones de microplasticos. Se obtuvo como
resultado que Artemia salina ingirio el microplastico en todas las concentraciones a las
que se expuso: 0,26 mg/L (Figura 13), 0,69 mg/L (Figura 14) y 1,5 mg/L (Figura 15),

pues se detectaron particulas de este a lo largo de todo su aparato digestivo.

Figura 13: Artemia salina al microscopio Optico tras 48 horas de exposicién a una
concentracién de 0,26 mg/L de microplasticos. A: aumento de 100x. B: aumento de 40x.
(Fuente: elaboracion propia).

Figura 14: Artemia salina al microscopio Optico tras 48 horas de exposicion a una
concentracion de 0,69 mg/L de microplésticos. A: cabeza con un aumento de 100x. B: Cuerpo
con un aumento de 40x. (Fuente: elaboracion propia).
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Figura 15: Artemia salina al microscopio Optico tras 48 horas de exposicion a una concentracion
de 1,5 mg/L de microplasticos. A: aumento de 40x. B: aumento de 100x. (Fuente: elaboracién

propia).

No se contabilizé el nimero de microplasticos ingerido por cada organismo, pero
si se cuantificaron los organismos que presentaban microplasticos en cada una de las
réplicas de cada concentracion, obteniéndose el resultado que se refleja en la tabla 1. No
se registré mortalidad en ninguna de las concentraciones ni el control con agua de mar
durante el ensayo.

Tabla 1: cuantificacion de microplasticos en el aparato digestivo de Artemia salina. Namero de
organismos en los que se detecté MP/NUmero de organismos en los que no se detecté MP.

Concentraciéon | Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Total
MP MP/No MP | MP/No MP MP/No MP MP/No MP

0,26 mg/L 2/8 2/8 1/9 5/30

0,69 mg/L 416 5/5 2/8 11/30

1,5 mg/L 3/7 713 9/1 19/30
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5.2. EXAMEN DE INGESTION DE MICROPLASTICOS EN LOS
ENSAYOS DE ASOCIACION CON FARMACOS (SIMVASTATINA Y
CARBAMAZEPINA).

Al igual que en el ensayo previo de ingestion de microplésticos, en los ensayos
realizados combinando farmacos y microplésticos (en concentracién de 0,26 mg/L),
se hallaron microplasticos en el aparato digestivo de los ejemplares de Artemia salina
que sobrevivieron. En el caso del ensayo realizado con simvastatina y microplasticos
(Figura 16), estos se detectaron en 58 de los 127 ejemplares expuestos a

microplasticos que sobrevivieron, mientras que en el ensayo de carbamazepina y

microplasticos (Figura 17), se encontraron en 71 de los 130 que sobrevivieron.

Figura 16 Ay B: diferentes ejemplares de Artemia salina con microplasticos en el aparato
digestivo procedentes del ensayo realizado con simvastatina y microplasticos.

Figura 17 Ay B: diferentes ejemplares de Artemia salina con microplasticos en el aparato
digestivo procedentes del ensayo realizado con carbamazepina y microplasticos.
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5.3. ENSAYO CON TOXICO DE REFERENCIA (DICROMATO
POTASICO).

La mortalidad causada en los organismos por el toxico de referencia (K2Cr207)

durante las 24 horas de duracion del ensayo, se expone en la siguiente tabla 2:

Tabla 2: mortalidad de Artemia salina expuesta a varias concentraciones del téxico de
referencia (K2Cr,Ov) en el ensayo de 24 horas de duracion.

Concentracion Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Tasa de
K,Cr,0O, Inmovilizadas/Vivas | Inmovilizadas/Vivas | Inmovilizadas/Vivas| mortalidad (%)
( Agﬁ;gg%'qar) 0/10 0/10 0110 0,00
1,25 mg/L 1/9 1/9 1/9 10,00
2,5 mg/L 2/8 1/9 2/8 16,67
5 mg/L 317 2/8 317 26,67
10 mg/L 4/6 4/6 37 50,00
20 mg/L 6/4 5/5 812 63,33
40 mg/L 91 7/3 8/2 80,00
80 mg/L 10/0 9/1 9/1 93,33

Para calcular la CLso del K2Cr207, se aplico el método Probit a estos valores de

mortalidad, resultando un valor para esta de 11,80 mg/L. Los valores obtenidos para los

limites de confianza inferior y superior, ambos del 95%, fueron de 8,75 y 16,07 mg/L,

respectivamente.

La base de datos de la Agencia Estatal para la proteccion del Medio Ambiente,

establece que el valor de la CLso para este toxico, en ensayos de toxicidad aguda

realizados con invertebrados, debe estar situado en el rango de 0,067-59,90 mg/L (EPA,

1980). Al encontrarse el valor obtenido para K2Cr.07, CLso = 11,80 mg/L, dentro de este

rango, se determino que la calidad de la poblacion de Artemia salina era Optima para la

realizacion de los posteriores ensayos con las sustancias a investigar.
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5.4. ENSAYOS DE TOXICIDAD CON FARMACOS (SIMVASTATINA
Y CARBAMAZEPINA) Y MICROPLASTICOS.

Los valores de los parametros de pH, oxigeno disuelto, salinidad y temperatura
medidos en uno de los acuarios utilizados para cada concentracion, para controlar posibles
variaciones que pudieran alterar los resultados de los ensayos, se encontraron en todos
los casos dentro de los rangos considerados Optimos para garantizar el buen estado de los

organismos. Los valores obtenidos se recogen en las tablas 1, 2 ,3 y 4 del ANEXO II.

Los valores para el pH en los cuatro ensayos variaron ente 7,49 y 7,63, el oxigeno
disuelto se encontro entre 75,4 y 98,3 %, la conductividad entre 48,20 y 49,37 mS/cm y
la temperatura entre 20,55 y 21,22°C. No se registraron variaciones significativas en los
parametros de los acuarios, durante las 48 horas de exposicion, en ninguno de los 4
ensayos realizados. Disminuyeron Unicamente los niveles de oxigeno, debido a que no se
utilizé sistema de aireacion externo, no bajando estos niveles en ninguno de los acuarios
medidos del 75% de saturacion. Al ser el minimo de oxigeno disuelto establecido por la
OCDE (2004) para la correcta realizacion de ensayos de toxicidad del 60%, se determiné
que estas variaciones no afectaron a los organismos, y por tanto, tampoco a los resultados

de los ensayos.

La mortalidad registrada en los ensayos donde se expuso a los organismos a
distintas concentraciones crecientes de simvastatina y simvastatina asociada con

microplasticos, se muestra en las siguientes tablas 3 y 4:

Tabla 3: mortalidad de Artemia salina expuesta a varias concentraciones de
simvastatina durante las 48 horas de ensayo.

Concentracion Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Tasa de
SIMVASTATINA | Inmovilizadas/Vivas | Inmovilizadas/Vivas | Inmovilizadas/Vivas | mortalidad (%6)

' Agﬁ; ';Z?:]ar) 0/10 0/10 0/10 0,00
C(Zr;gt%'n':)c 0/10 1/9 0/10 333
5,80 mg/L 1/9 1/9 2/8 13,33
6,96 mg/L 2/8 317 1/9 20,00
8,35 mg/L 5/5 4/6 3/7 40,00
10,03 mg/L 4/6 6/4 6/4 53,33
12,03 mg/L 713 812 8/2 76,67
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Tabla 4: mortalidad de Artemia salina expuesta a varias concentraciones de simvastatina y
microplasticos durante las 48 horas de ensayo.

concentracion Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Tasa de
SIMVASTATINA ¥ | ilizadas/Vi 1 ilizadas/Vi | ilizadas/Vi rtalidad (%
MICROPLASTICOS | Inmovilizadas/Vivas | Inmovilizadas/Vivas | Inmovilizadas/Vivas | mortalida (%)
Control
1 1 1
(B g ) 0/10 0/10 0/10 0,00
Control AC 1/9 1/9 0/10 6,66
(Acetona)
Control MP (Agua de
1 1 2
08 L) 0/10 0/10 /8 6,66
5,80 mg/L y 0,26 mg/L 1/9 2/8 0/10 10,00
6,96 mg/L y 0,26 mg/L 2/8 1/9 2/8 16,66
8,35 mg/L y 0,26 mg/L 4/6 4/6 2/8 33,33
10,03 mg/L y 0,26 mg/L 5/5 5/5 317 43,33
12,03 mg/L y 0,26 mg/L 6/4 9/1 5/5 66,67

En los resultados obtenidos se puede observar, que se registr6 una menor
mortalidad en el ensayo donde se expuso a los organismos a simvastatina y microplasticos
de forma conjunta. En las concentraciones mas bajas, 5,80 y 6,96 mg/L, la diferencia de
mortalidad fue ligeramente menor en este ensayo, haciéndose mucho mas notable a partir
de la concentracion de 8,35 mg/L. En las concentraciones mas altas, 10,03 y 12,03 mg/L,
la diferencia de mortalidad registrada entre ambos ensayos fue la mas elevada, siendo esta

de un 10% en ambas concentraciones.

En los controles visuales que se llevaron a cabo durante ambos ensayos, no se
observO ningln tipo de alteracion, ni en la fisionomia ni el comportamiento de los

organismos.

La mortalidad registrada los ensayos donde se expuso a los organismos a distintas
concentraciones crecientes de carbamazepina y simvastatina asociada con microplasticos,

se muestra en las siguientes tablas 5 y 6:
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Tabla 5: mortalidad de Artemia salina expuesta a varias concentraciones de carbamazepina
durante las 48 horas de ensayo.

Concentracion Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Tasa de mortalidad
CARBAMAZEPINA [ Inmovilizadas/Vivas | Inmovilizadas/Vivas | Inmovilizadas/Vivas (%)
: Agi;”;g?:]ar) 0/10 0/10 0/10 0,00
( cOiSrr:erIcﬁtCona) 0/10 0/10 0/10 0,00
25,16 mg/L 19 2/8 0/10 10,00
30,14 mg/L 218 19 2/8 16,66
36,17 mg/L 37 37 416 33,33
43,40 mg/L 416 416 5/5 43,33
52,08 mg/L 713 713 8/2 73,33

Tabla 6: mortalidad de Artemia salina expuesta a varias concentraciones de carbamazepina
durante las 48 horas de ensayo.

Concentracion Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Tasa de mortalidad
CARBAMAZEPINA Y Inmovilizadas/Vivas | Inmovilizadas/Vivas | Inmovilizadas/Vivas (%)
MICROPLASTICOS
Control
1 1 1
(Agua de mar) 0/10 0/10 0/10 0,00
Control AC
1 1 1
(Control Acetona) 0/10 9 0710 3,33
Control MP (Agua de mar
v0.26 ma/L) 19 0/10 218 10,00
25,16 mg/L y 0,26 mg/L 1/9 1/9 1/9 10,00
30,14 mg/L y 0,26 mg/L 2/8 1/9 218 16,67
36,17 mg/L y 0,26 mg/L 317 37 218 26,67
43,40 mg/L y 0,26 mg/L 4/6 5/5 37 40,00
52,08 mg/L y 0,26 mg/L 713 6/4 6/4 63,33

En los resultados se aprecia que se produjo la misma tasa de mortalidad en Artemia

salina, ante su exposicion a las concentraciones de 25,16 y 30,14 mg/L, siendo esta del

10 y 16,66 % respectivamente, tanto en el ensayo con Unicamente carbamazepina como

en el de carbamazepina asociada a microplasticos. A partir de la concentracion de 36,17

mg/L se empez0 a diferenciar la mortalidad de ambos ensayos, siendo esta més alta en el

que so6lo se expuso a los organismos a carbamazepina. La mayor diferencia de mortalidad
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entre los ensayos se produjo en la concentracion de 52,08 mg/L de carbamazepina, siendo
esta del 10%.

En los controles visuales realizados durante los ensayos, no se observaron
alteraciones en la fisionomia de los organismos pero si se registraron alteraciones en su
comportamiento. Los ejemplares de Artemia salina que sobrevivieron en las
concentraciones de 30,14 y 36,17 mg/L de ambos ensayos, presentaban una movilidad
inconstante, en la que alternaban periodos de total inmovilidad con periodos de
movimientos natatorios acelerados. En las concentraciones mas altas, de 43,40 y 52,08
mg/L de ambos ensayos, no presentaban movilidad alguna y solo reaccionaban cuando

eran estimulados mecanicamente con una varilla de vidrio.

En los controles de agua de mar no se registré la muerte de ningin organismo, en
los de acetona la mortalidad fue del 3,33% (en 2 ensayos) y del 6,66% (en 1 ensayo), y
en los de microplasticos del 6,66 y el 10%. Segun la guia de la OCDE, la mortalidad de
los controles no puede ser superior al 10%, para que el ensayo sea considerado valido,
dado que en ninguno de los cuatro ensayos realizados en este trabajo se super6 este

porcentaje, se consideran validos.

Utilizando los datos de mortalidad obtenidos y el programa estadistico de la EPA-
USA se calcularon, mediante el método Probit, los valores para la 48-CLsg con sus
respectivos intervalos de confianza del 95%, para ejemplares adultos de Artemia salina
expuesta a las diferentes sustancias utilizadas. Los resultados se muestran en la tabla 7.

Tabla 7: valores para la 48h-CLso con sus respectivos intervalos de confianza para adultos de
Artemia salina expuesta a diferentes sustancias.

Sustancia 48h-CLsg Intervalos de confianza
(mg/L) del 95% (mg/L)
Simvastatina 9,35 (8,58 - 10,43)
Simvastatina y microplasticos 10,29 (9,34 - 12,02)
Carbamazepina 43,25 (39,59 - 49,04)
Carbamazepina y microplasticos 46,50 (41,95 -55,72)
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55. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD COLINESTERASA
PRESENTE EN ARTEMIA SALINA.

Después de calcular las proteinas y la actividad enzimatica presentes en las

muestras obtenidas en los ensayos, se determiné la actividad especifica colinesterasa

presente en Artemia salina tras 48 horas de exposicion a los distintos toxicos.

Los resultados obtenidos en el ensayo con simvastatina y en el de simvastatina

asociada a microplasticos, se muestran en las siguiente graficas 1 y 2:

Simvastatina

[

+

+H

._.
o) © S
[

Actividad Enzimatica Especifica
(nmol/min/mgproteinas)

Control Control 5.80 mg/L 6,96 mg/L 8.35 mg/L 10.03 mg/L 12.03 mg/L
Agua Mar Acetona Simvastatina ~ Simvastatina ~ Simvastatina  Simvastatina ~ Simvastatina

Grafica 1: Actividad colinesterasa obtenida presente en Artemia salina tras su exposicion
de 48 horas a distintas concentraciones de simvastatina. Las barras representan la media de las
réplicas de cada concentracion, con sus correspondientes barras de error estandar de la media.

Simvastatina v Microplasticos

0 I I I I I I I I

Control Control Control MP 5,80 mg/L 6,96 mg/L 8,35 mg/L 10,03 mg/L 12,03 mg/L
Agua Mar Acetona (0,26 mg/L) Simvastatinay Simvastatinay Simvastatinay Simvastatinay Simvastatinay
0,26 mg/L MP 0,26 mg/L MP 0,26 mg/L MP 0,26 mg/L MP 0,26 mg/L MP

—
(=2 =) [3S]

Actividad Enzimatica Especifica
(nmol/min/mgproteinas)
w

Grafica 2: Actividad colinesterasa obtenida presente en Artemia salina tras su exposicion
de 48 horas a distintas concentraciones de simvastatina y microplasticos. Las barras representan
la media de las réplicas de cada concentracion, con sus correspondientes barras de error estandar
de la media.
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Una vez comprobadas la normalidad y la homogeneidad de los datos de actividad
colinesterasa de ambos ensayos, se aplicd a los mismos un test ANOVA de un solo factor,
obteniéndose como resultado que no se aprecian diferencias estadisticamente
significativas, entre los organismos expuestos a los controles y los expuestos a las

diferentes concentraciones de téxicos.

Los resultados obtenidos en el ensayo con carbamazepina y en el de

carbamazepina asociada a microplasticos, se muestran en las siguientes graficas 3 y 4:

Carbamazepina

15,00

12,00

9.00

6.00

Actividad Enzimdtica Especifica
(nmol/min/mgproteinas)

3.00

0.00

in.

Control
Agua Mar

Control
Acetona

25,16 mg/L 30,14 mg/L 36,17 mg/L 43,40 mg/L 52,08 mg/L
Carbamazepina Carbamazepina Carbamazepina Carbamazepina Carbamazepina

Gréfica 3: Actividad colinesterasa obtenida presente en Artemia salina tras su exposicion
de 48 horas a distintas concentraciones de carbamazepina. Las barras representan la media de las
réplicas de cada concentracion, con sus correspondientes barras de error estandar de la media.

Carbamazepina y Microplasticos

Control MP 25,16 mg/L 30,14 mg/L 36,17 mg/L 43,40 mg/L 52,08 mg/L
(0,26 mg/L) Carbamazepina Carbamazepina Carbamazepina Carbamazepina Carbamazepina
y026 mgL y026mg/L y026mg/L y026mg/L y0.26mglL
MP MP MP MP MP

15,00

=
o
=

9,00

6,00

Actividad Enzimatica Especifica
(nmol/min/mgproteinas)

3,00

0,00
Control
Acetona

Control
Agua Mar

Grafica 4: Actividad colinesterasa obtenida presente en Artemia salina tras su exposicion
de 48 horas a distintas concentraciones de carbamazepina y microplasticos. Las barras representan
la media de las réplicas de cada concentracion, con sus correspondientes barras de error estandar
de la media.
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Se aplicd a los datos el test ANOVA de un solo factor, obteniéndose como
resultado, la existencia de diferencias estadisticamente significativas, entre los grupos
control y los grupos expuestos a las distintas concentraciones de carbamazepina, tanto
sola como asociada a microplasticos. Para analizar estas diferencias se empled el test de

Tukey de comparaciones multiples.

En el ensayo con so6lo carbamazepina, se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas entre los controles de agua mar y de acetona con las concentraciones de
36,17, 43,30 y 52,08 mg/L, entre la concentracion de 25,16 mg/L y las concentraciones
de 36,17, 43,30 y 52,08 mg/L, entre la concentracion de 30,14 mg/L y las concentraciones
de 36,17, 43,30 y 52,08 mg/L, entre la concentracion de 36,17 mg/L y la de 52,08 mg/L,
y entre la concentracién de 43,30 mg/L y la de 52,08 mg/L.

En el ensayo con carbamazepina y microplasticos se observd una mayor
inhibicién de la actividad colinesterasa, presente en Artemia salina que en el realizado
unicamente con carbamazepina. Tras el andlisis estadistico de los datos, se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas entre los controles de agua de mar, acetona, y
todas las concentraciones de carbamazepina asociada a microplasticos que se utilizaron
en el ensayo. El control de microplasticos presentd diferencias significativas con las
concentraciones de 25,16, 30,14, 36,17, 43,40 y 52,08 mg/L. También se determiné la
existencia de estas diferencias entre la concentracion de 36,17 mg/L y las de 25,16 y 30,14
mg/L, entre la concentracion de 43,30 mg/L y las de 25,16 y 30,14 mg/L, y entre 52,08
mg/Ly 25,16 mg/L y 30,14 mg/L, llevando todas estas concentraciones incluidos los 0,26

mg/L de microplasticos.

Ademas, se compararon los resultados obtenidos entre iguales concentraciones de

ambos ensayos, no obteniéndose diferencias estadisticamente significativas.

6.  DISCUSION
A la vista de los resultados obtenidos, se puede afirmar que tanto la simvastatina
como la carbamazepina causan efectos toxicos en los organismos adultos de Artemia
salina, siendo estos mayores en el caso de la carbamazepina. La asociacion de los

microplasticos con los farmacos, provocoé un leve descenso en la toxicidad de estos.
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Entre los valores obtenidos de CLsg para los diferentes compuestos investigados,
la simvastatina ha resultado ser el més téxico (CLso= 9,35 mg/L), seguido de la
combinacion de simvastatina y microplasticos (CLso= 10,29 mg/L), la carbamazepina
(CLso=43,23 mg/L) y, por ultimo, la asociacion de simvastatina y microplasticos, (CLso=
46,50 mg/L). En base a estos resultados, se puede observar que la presencia de
microplésticos en el medio acuoso, disminuy6 levemente la mortalidad registrada en los

ensayos, con el consecuente aumento de la CLso de estos.

El valor obtenido de 48h-CLso de simvastatina para Artemia salina, ha sido de
9,35 mg/L. Tras la revision bibliografica, ha quedado de manifiesto la escasez de estudios
que aborden los efectos de la simvastatina en los organismos acuaticos. En el caso de la
especie Artemia, la CLso no ha sido determinada por otros autores. No obstante, esta si ha
sido determinada en otros crustaceos acuaticos. Estudios realizados por Dahl et al. (2006),
establecieron la 96h-CLso para el copépodo Novanapis spinipes en 810 pg/L. Key et al.
(2007), determinaron un valor de la 96h-CLso de 1,18 mg/L para larvas de Palaemonetes
pugio, y superior a los 10 mg/L para los ejemplares adultos de la misma especie, siendo

este valor muy similar al obtenido en este trabajo para el crustaceo Artemia salina.

En peces, Ribeiro et al. (2015), han estudiado los efectos que provoca la
simvastatina el pez cebra (Dario rerio), estableciendo la CLso de 5 mg/L para los
embriones de este organismo. Otro estudio realizado por Key et al. (2009), determina una
CLso de 2,68 mg/L para el pez de estuario Fundulus heteroclitus.

Debido al limitado nimero de estudios previos publicados, es dificil encontrar
autores que hayan estudiado los efectos toxicos que la simvastatina provoca en los
organismos, ahora bien, la dificultad aumenta exponencialmente para encontrar estudios

previos que determinen como puede alterarse su toxicidad si se asocia a microplasticos.

En este trabajo se establecio para la combinacion de simvastatina y microplasticos,
un valor para la CLso de 10,30 mg/L, siendo este 0,95 mg/L menor, que el establecido
para la simvastatina (CLs0=9,35 mg/L). Estos datos muestran como la presencia de
microplasticos en el medio acuoso, produjo una leve reduccion de la toxicidad producida

por la simvastatina en Artemia salina.

En cuanto a sus efectos sobre la actividad enzimética colinesterasa, con los
resultados obtenidos, se puede afirmar que la simvastatina no causa efectos relevantes

sobre dicha actividad, debido a que no se registraron diferencias estadisticamente
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significativas entre las medidas de actividad colinesterasa obtenidas en los grupos control
y los grupos expuestos a las distintas concentraciones de este farmaco. Se registro el
mismo resultado tanto para el ensayo donde se investigaban los efectos de la simvastatina,

como en el ensayo de simvastatina asociada a microplasticos.

Los pocos estudios previos, realizados por otros autores, obtuvieron el mismo
resultado. El estudio, anteriormente mencionado, realizado por Key et al. (2009), con el
pez Fundulus heteroclitus, determind que su exposicion durante 96 horas a simvastatina
redujo ligeramente, de forma no significativa, la actividad colinesterasa. En crustaceos,
el ensayo llevado a cabo por Key et al. (2007), tuvo como resultado que concentraciones
de simvastatina situadas en el rango de 0,001 a 10 mg/L, no causaban alteraciones en la
actividad acetilcolinesterasa presente, tanto en larvas como en adultos, en el camarén

Palaemonetes pugio.

Teniendo en cuenta que la simvastatina es un farmaco de uso comdn muy
recetado, y que su descarga en el medio acuatico se ha incrementado en los Gltimos afos,
es factible pensar que su presencia en el medio ambiente tienda a aumentar, pudiendo, en
consecuencia, aumentar el riesgo de que produzca efectos no deseados en las especies
mas sensibles. Por todo esto, y a la vista de los resultados obtenidos en este trabajo, seria
conveniente continuar investigando los efectos subletales que puede causar este farmaco,
realizando ensayos con otros taxones, con organismos en diferentes etapas de desarrollo,
utilizando distintos biomarcadores para valorar los posibles efectos producidos y
aumentado el tiempo de exposicion al farmaco mediante ensayos de toxicidad cronica.
Debido a la falta de datos, también seria de interés continuar realizando investigaciones

que aclaren como interacciona la simvastatina con los microplasticos.

En el caso de la carbamazepina, el valor obtenido de 48h-CLso para Artemia salina
ha sido de 43,23 mg/L. No existe actualmente bibliografia de otros autores que hayan
determinado la CLso de la carbamazepina en Artemia salina. En crustaceos, Kim et al.
(2007), estimaron un valor para la 96h-CLso en Daphnia magna de 76,3 mg/L. Una
concentracion muy parecida obtuvieron Ferrari et al. (2004), quienes determinaron la
48h-CLso de 77,7 mg/L en este mismo organismo. Estas concentraciones difieren con la
obtenida en este trabajo, al ser significativamente méas elevadas, por lo que se podria
afirmar que Artemia salina es un organismo mas sensible a la carbamazepina que

Daphnia magma. No obstante, seria adecuado realizar mas estudios similares, para
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comprobar que esta diferencia entre los valores de CLsg, se deben efectivamente a la
sensibilidad de las especies y no a la posible variabilidad de los organismos de las

diferentes poblaciones expuestas.

Para la asociacion de carbamazepina y microplasticos, se obtuvo una CLso de
46,50 mg/L, siendo esta méas elevada (en 3,30 mg/L) que la obtenida para Unicamente la
carbamazepina. Se obtuvo, por tanto, un patrén similar a lo ocurrido anteriormente con la

simvastatina.

Con la metodologia empleada en este trabajo, se ha obtenido como resultado que
la combinacion de ambos farmacos con los microplasticos, disminuyen su toxicidad. Sin
embargo, el ensayo realizado por Brandts et al. (2018), determin6 que la exposicion a
carbamazepina asociada a nanoplésticos (poliestireno), indujo una regulacion negativa
significativa en la expresion genética en los mejillones Mytilus galloprovincialis en
comparacion con la exposicion a U(nicamente carbamazepina. Ademas, estudios
realizados por Gambardella et al. (2017), tuvieron como resultado que la exposicion de
organismos a solamente microplasticos (poliestireno), causa efectos neurotdxicos en
nauplios de Artemia franciscana y Amphibalanus Anfitrite. Debido a estos resultados y
a los limitados datos disponibles, es necesario continuar realizando ensayos en los que se
empleen diferentes metodologias, como dopar previamente los microplasticos con los
farmacos para reducir el proceso de adsorcion que se produce en los acuarios, y poder

esclarecerse las interacciones reales que se producen entre los farmacos y microplasticos.

En cuanto a los efectos causados por la carbamazepina en la actividad
colinesterasa presente en Artemia salina, se determind que la exposicion a este farmaco
inhibe significativamente dicha actividad, en una relacion dependiente de la
concentracion. Iguales resultados arrojaron investigaciones realizadas por otros autores
con diferentes especies de organismos invertebrados. Asi, Siebel et al. (2010),
demostraron en ensayos in vitro, que la carbamazepina inhibe la actividad
acetilcolinesterasa presente en el cerebro del pez cebra (Dario rerio). En crustaceos,
Nkoom et al. (2019), registraron una disminucion significativa de la actividad
acetilcolinesterasa presente en ejemplares de Daphnia magna expuesta a las
concentraciones de 5 y 100 ug/L, asi como una capacidad para bioconcentrarse en el
medio acuoso, en condiciones de laboratorio, manteniéndose casi intacta la concentracion

inicial durante las 48 horas de duracién del ensayo.
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En el ensayo de asociacidn de carbamazepina y microplasticos se obtuvo el mismo
resultado, registrdndose una importante inhibicion de la actividad colinesterasa en
Artemia salina. La actividad colinesterasa registrada en este ensayo, fue ligeramente
menor a la obtenida en el ensayo de carbamazepina aislada, sin embargo, no se obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas entre iguales concentraciones de ambos
ensayos, por lo que no se puede determinar si la presencia de los microplésticos en el

medio fue la causante de las diferencias observadas.

7. CONCLUSIONES.
A partir de los datos obtenidos en este trabajo, se enumeran las siguientes

conclusiones:

- Los farmacos y los microplasticos son contaminantes que interaccionan
entre si, formando mezclas complejas, que en el presente estudio, presentan una

toxicidad levemente distinta a la de los propios contaminantes aislados.

- Se comprob6 que Artemia salina ingiri6 microplasticos en todas las
concentraciones a las que fue expuesta. La ingestion de microplasticos por parte de

los organismos, aumentd con el incremento de la concentracion de este en el medio.

- Los ensayos de toxicidad realizados registraron mortalidad en todos los
casos, determinandose la CLso de los toxicos empleados. La CLso de la simvastatina
resulto ser de 9,35 mg/L y de 43,23 mg/L para la carbamazepina. En las condiciones
de los ensayos, la presencia de microplésticos en el medio disminuyd la toxicidad de

ambos farmacos.

- No se observaron diferencias significativas en la actividad enzimatica
colinesterasa, entre los organismos control y los expuestos a las distintas
concentraciones de simvastatina, tanto sola como asociada a microplasticos. Si se
registraron diferencias significativas entre los grupos control y los grupos expuestos,

en el ensayo realizado de carbamazepina y en el de carbamazepina y microplasticos.
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ANEXO |

La busqueda en la base de datos Science direct usando la palabra clave:
“microplastics”. El resultado de esta busqueda ha sido de 553 articulos cientificos
publicados en el periodo 2000 a 2010 y 3486 articulos cientificos de 2000 al 27 de
noviembre de 2019. Como se muestra en la grafica 1, el interés de la investigacion en
microplasticos comenzo a crecer sustancialmente a partir de 2012, cuando el nimero de
publicaciones aumentd de 86 en 2012 a 110 en 2013. Este crecimiento ha continuado

aumentando exponencialmente hasta la actualidad.
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Grafica 1: Tendencia temporal de articulos cientificos sobre microplasticos.
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ANEXO 11

Tabla 1: valores de los pardmetros fisico-quimicos en el medio acuoso durante las 48 horas de
duracion del ensayo con simvastatina.

Concentracion Acuario Tiempo de pH .Oxige no Conductividad | Temperatura
SIMVASTATINA ensayo (h) disuelto (%) (mS/cm) (°C)

0 7,62 93,1 49,01 21,06
Control 24 7,57 80,6 48,93 21,08
(Agua de Mar) 1 0 7,61 94.1 48,56 21,12
24** 7,48 79,5 49,01 20,96
0 7,60 96,4 49,12 20,98
Control 2 4 24 7,49 89,1 48,36 20,95
(Acetona) 0* 7,61 93,5 49,29 21,07
24** 7,50 79,6 49,03 21,02
0 7,58 90,7 49,08 20,94
5,80 mg/L 7 24 7,54 79,8 49,29 20,96
0* 7,62 95,9 48,89 21,10
24** 7,58 86,8 48,75 21,15
0 7,56 93,7 48,96 20,89
24 7,49 76,5 49,35 21,10
6,96 mo/L 10 0* 7,60 89,9 49,28 20,99
24** 7,49 75,4 48,76 21,19
0 7,67 96,8 49,31 20,69
8,35 mg/L 13 24 7,59 79,6 48,90 21,03
0* 7,60 93,8 48,97 20,87
24** 7,49 86,9 48,79 21,09
0 7,51 96,5 49,12 20,91
10,03 mg/L 16 24 7,59 81,3 49,25 21,08
0* 7,60 94,1 49,06 20,98
24** 7,58 89,6 49,19 21,20
0 7,56 98,1 49,21 20,79
12,03 mg/L 19 24 7,62 87,6 49,32 21,19
0* 7,48 89,8 48,97 21,00
24** 7,55 79,9 49,59 21,15

* Medio del acuario renovado.

** 24 horas tras la renovacién del medio.
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Tabla 2: valores de los pardmetros fisico-quimicos en el medio acuoso durante las 48 horas de
duracion del ensayo con simvastatina y microplasticos.

Concentracion

Oxigeno

SIMVASTATINAY | Acuario Zr']es:p: (‘::)’ pH | disuelto Cor('g:;‘;gx:;jad Tem?fcr?t“ra
MICROPLASTICOS Y (%)
0 759 9.2 48.92 21.05
Control 1 24 7,48 83,5 49,35 21,03
(Agua de Mar) 0* 7,60 9,8 49,14 21,04
24 7,55 88,6 49,06 21,12
0 7,62 96,7 4927 21.06
Control AC , 24 7,59 86,3 48,92 21,22
(Acetona) 0* 7,57 90,6 49,01 20,99
24 7,50 75,6 48,93 20,96
0 7,61 93,5 48,99 20,87
Control MP 24 7,58 81,4 49,05 20,89
e 0* 7.49 93,5 49.13 21,02
ma/L) 24 753 88,7 493 21,20
0 7,59 91,5 48.01 20,09
24 7,60 82,6 49,02 21,08
580 mg/Ly 0,26 mg/L | 10 0* 7,61 9.5 49,08 21,01
24 7,63 79,8 49,1 21,06
0 7,59 9,8 48.98 21,12
24 7,55 83,7 48,96 21,22
6,96 mg/Ly 0,26 mg/L | 13 0 7,60 96,4 49,03 21,00
24 7,61 82,6 49.16 21,15
0 7,62 94,3 49,15 20,87
24 7,62 86,3 48,46 21,03
Ly 026mg/L| 1 ’ ’ ’ ’
8,35 mg/Ly 0,26 mg/ 6 0 7,59 94,7 49,25 20,93
e 7,60 80,6 4912 21,04
0 7,55 96,4 49,63 20,69
24 7,59 79,3 48,97 21,00
10,03 mg/Ly 0,26 mg/L 19 o 7.60 9,5 48,92 20,85
24 7,51 83,4 49,36 20,93
0 7,58 89,6 48.96 21,10
24 7,60 76,9 4879 21,20
12,03 mg/Ly 026 mg/L| 22 0 7,61 91,5 48,95 21,06
D4 754 72,6 4921 21,18

* Medio del acuario renovado.

** 24 horas tras la renovacién del medio.
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Tabla 3: valores de los parametros fisico-quimicos en el medio acuoso durante las 48 horas de

duracion del ensayo con carbamazepina.

Concentracion Acuario Tiempo de H Oxigeno Conductividad | Temperatura
CARBAMAZEPINA ensayo (h) P disuelto (%) (mS/cm) (°C)
0 7,63 96,8 48,98 20,90
Control 24 7,45 79,5 49,06 21,24
(Agua de Mar) ! 0* 7,55 98,1 48,88 21,00
24** 7,52 76,2 48,90 20,96
0 7,63 95,7 49,10 20,87
Control AC 4 24 7,52 79,6 49,01 20,98
(Acetona) 0* 7,59 96,6 48,61 20,79
247** 7,63 79,1 48,20 21,12
0 7,58 95,7 49,05 20,78
24 7,46 83,2 49,06 20,00
25,16 mg/L ! 0* 757 97,4 49,00 20,79
24%* 7,53 79,6 48,78 20,91
0 7,49 96,9 49,21 20,69
24 7,58 76,1 49,23 21,06
30,14 mg/L 10 0* 756 98,3 48,66 21,14
24** 7,45 79,7 48,94 20,87
0 7,49 96,8 49,30 20,91
24 7,53 78,6 49,22 21,06
36,17 mg/L 13 0* 752 97,5 49,36 20,94
24** 7,49 77,1 49,25 21,17
0 7,55 97,9 48,95 20,85
24 1,47 75,4 49,01 20,45
43,40 mg/L 16 0* 755 9,5 49,22 21,22
247** 7,50 78,3 49,37 20,76
0 7,61 96,9 48,95 20,99
24 7,60 76,2 49,08 20,65
52,08 mg/L 19 0* 759 95,8 48,99 20,55
247** 7,55 77,3 48,75 21,01

* Medio del acuario renovado.

** 24 horas tras la renovacién del medio.
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Tabla 4: valores de los parametros fisico-quimicos en el medio acuoso durante las 48 horas de
duracion del ensayo con carbamazepina y microplasticos.

Concentracion

.| Tiempo de Oxigeno |Conductividad| Temperatura
CARBAMAZEPINA Y | Acuariol o ncavo ()| P | disuelto (%) | (ms/em) C)
MICROPLASTICOS
0 751 903 49,65 20,55
Control . 24 759 78.1 4936 20,96
(Agua de Mar) 0* 761 92.4 48.96 20,68
24%% | 7.49 76.8 43,69 21,10
0 759 936 4935 21,06
Control AC . 24 753 795 48.93 21,08
(Acetona) 0* 759 89.4 49.12 20,98
24%% | 763 75.4 48.76 20,87
0 757 92.4 4936 21,09
trol MP : : : :
(A ;Oger;ar 026 7 24 752 80,1 48.96 21,16
g e yo 0* 7.49 90,9 48.29 21,00
g 24%% | 761 82.4 4936 21,05
0 759 951 4889 20,59
24 7.60 89,6 4935 20,96
2516 mg/L-y 0,26 mg/L | 10 0* 7,61 93,6 48,79 20,68
24%% | 759 82,6 48,96 20,87
0 7.49 952 4925 20,79
24 7550 79.6 4924 20,63
30,14 mg/L y 0,26 mg/IL 13 o* 759 916 48.36 2098
247 | 763 76.9 4887 80,95
0 755 90,7 49.28 21,06
24 763 79.6 4978 21,18
36,17 mg/L y 0,26 mg/L 16 o* 761 883 2916 2113
245 | 750 76,1 48,95 21,09
0 7.49 893 4936 21,09
24 752 80,1 4901 21,10
43,40 mg/L y 0,26 mg/L 19 o* 757 965 4922 2105
247 | 761 82,9 4937 20,95
0 763 931 48,95 20,99
24 7550 84.8 49,08 20,93
52,08 mg/Ly0.26 mg/L | 22 = s o1 289 o5
2% | 762 89.6 4875 21,07

* Medio del acuario renovado.

** 24 horas tras la renovacién del medio.
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