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1V.Resumen

Los contaminantes identificados en los hospitales se han asociado con efectos perjudiciales
sobre los organismos acuéticos; sin embargo, es necesario continuar con mas estudios para
poder regular la descarga de dichos contaminantes, que generalmente se depositan sin
previo tratamiento en el sistema de alcantarillado de la ciudad.

El presente estudio tuvo el proposito de evaluar las alteraciones del desarrollo embrionario
y los efectos teratogénicos en los ovocitos Cyprinus carpio después de la exposicion a
diferentes proporciones de efluentes hospitalarios. Para dicho propoésito, se determinaron
las propiedades fisicoquimicas del efluente y las concentraciones de los principales
microcontaminantes. Se llevé a cabo un estudio de embriotoxicidad y la determinacion de
las principales alteraciones en el desarrollo embrionario y los efectos teratogénicos
producidos, debido a la exposicién de C. carpio a diferentes proporciones del efluente. Los
resultados mostraron que las propiedades fisicoquimicas estaban dentro de los valores
permitidos por la regulacion mexicana; sin embargo, se detectd la presencia de
contaminantes como NaClO, metales, antibidticos, anti diabéticos, antiinflamatorios no
esteroideos, hormonas y blogqueadores beta; los cuales se ha reportado que pueden tener
efecto toxico sobre los organismos acuaticos. La concentracion letal (CLso) fue de 5.65% y
la concentracion efectiva para malformaciones (CEso) fue de 3.85%, con un indice
teratogénico de 1,46.

Las principales alteraciones teratogénicas fueron: deformacion del saco vitelino, escoliosis,
modificacion de la notocorda, malformacion de la cola, la deformidad de las aletas e
hiperplasia bucal.

Los resultados sugieren que el efluente del hospital bajo estudio es capaz de inducir

embriotoxicidad y teratogenicidad en ovocitos de C. carpio.



V. ABSTRACT

Hospital functioning generates a great quantity of contaminants, among which organic
materials, heavy metals, and diverse pharmaceuticals are noteworthy that can affect
organisms if they are not properly removed from the effluents. The hospital effluent
evaluated in the present study came from IMSS (Instituto Mexicano del Seguro Social)
Clinic 221 in downtown Toluca, State of Mexico, a secondary care facility. The
contaminants identified in hospitals have been associated with deleterious effects on
aquatic organisms; however, it is necessary to continue with more studies in order to be
able to regulate the production of said contaminants which are generally dumped into the
city sewage system. The present study had the purpose of evaluating the alterations to
embryonic development and teratogenic effects on oocytes Cyprinus carpio after exposure
to different proportions of hospital effluent. For said purpose, the physicochemical
properties of the effluent were determined. Concentrations of the main microcontaminants
were also determined. An embryotoxicity study out and the determination of the main
alterations to embryonic development and teratogenic effects produced, due to exposure of
C. carpio at different proportions of the effluent, were carried out. The results showed that
the physicochemical properties were within the values permitted by Mexican regulation;
however, the presence of contaminants such as NaClO, metals, anti-biotics, anti-diabetics,
non-steroidal anti-inflammatory drugs, hormones and beta-blockers, was detected. Lethal
concentration (LCso) was 5.65% and the effective concentration for malformations (CEso)
was 3.85%, with a teratogenic index of 1.46. The main teratogenic alterations were yolk
deformation, scoliosis, modified chorda structure, tail malformation, fin deformity and
mouth hyperplasia. A high rate of hatching delay was observed.

The results suggest that the hospital effluent under study is capable of inducing

embryotoxicity and teratogenicity in oocytes of C. carpio.
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1. Introduccion

Los hospitales consumen una gran cantidad de agua, generando una cantidad considerable
de agua residual con una gran variedad de contaminantes que resultan de las actividades de
diagnostico, laboratorios de analisis clinicos, investigacion, limpieza y excrecion de
medicamentos por los pacientes (Magdaleno et al., 2014). Dentro de los contaminantes se
incluyen productos quimicos, metales pesados, desinfectantes y esterilizantes, detergentes,
marcadores radioactivos y medios de contraste, asi como principios activos de farmacos y
sus metabolitos (Verlicchi et al., 2010; Laffite et al., 2016). Mas de 300 residuos
farmacéuticos, conjugados y otros residuos quimicos se han detectado en concentraciones
traza en efluentes hospitalarios (Fernandez et al., 2014; Oliveira et al., 2017). EI consumo
creciente de estos compuestos y su ineficiente eliminacion de las plantas de tratamiento de
aguas residuales (EDAR, por sus siglas en inglés), representan una amenaza para los

ecosistemas acuaticos por su entrada continua a los ambientes naturales.

Estos compuestos experimentan varias vias de degradacion cuando se liberan en aguas
superficiales, incluida la degradacién biotica (biodegradacion, bioacumulacion) y abiotica
(oxidacion, hidrolisis, fotolisis), por lo que pueden generar compuestos mas toxicos que la
molécula original (Lin y Lin, 2015) y pueden ocasionar un impacto negativo para las
especies acuaticas, como lesiones genéticas, dafios en drganos y en la reproduccion,
cambios de comportamiento y bioquimicos, asi como estrés oxidativo (Oliveira et al.,
2017). El estrés oxidativo (EO) es un desequilibrio entre las especies reactivas de oxigeno
(ERO’s) y las defensas antioxidantes. Las ERO’s son importantes para el desarrollo
embrionario, ya que participan en procesos como la apoptosis, la activacion de factores de
transcripcion y la diferenciacion celular. Sin embargo, si el EO ocurre durante el desarrollo
embrionario podria generar embriotoxicidad y teratogenicidad (Dennery, 2007), que puede
determinarse a través de malformaciones estructurales o funcionales y por la muerte del
embrion. Se han reportado los efectos toxicos de los efluentes hospitalarios en diversas

partes del mundo.
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Los biomarcadores son una herramienta util para la deteccion de la exposicion y los efectos
de la contaminacién (Deutschmann et al., 2016). El test de toxicidad Aguda en Embriones
de Pez (FET, por sus siglas en inglés) test permite determinar la toxicidad aguda de una
amplia gama de productos quimicos que exhiben diversos modos de accién, solubilidades,
volatilidades e hidrofobicidades, en las etapas embrionarias de los peces (OECD, 2013).
Los peces se han utilizado como bioindicadores para evaluar la contaminacion por diversos
xenobioticos, debido a que tienen una gran interaccién con el agua y sus sedimentos,
ademas de que ocupan diferentes habitats y niveles tréficos (San Juan-Reyes et al., 2017).
C. carpio pertenece a la familia Cyprinidae y son el grupo mas importante de peces
teledsteos cultivados en todo el mundo con fines comerciales debido a que es un producto
alimenticio frecuentemente consumido por el ser humano (Huang et al., 2007), ademas de
gue presentan varias ventajas como especies bioindicadoras como ser muy resistentes y
faciles de mantener. Toluca es un municipio del Estado de México en donde se encuentran
aproximadamente 111 unidades, incluidos los hospitales de atencion primaria, secundaria y
terciaria, asi como centros de salud, cuyas descargas de aguas residuales representan una
amenaza para los cuerpos de agua (Le Corre et al., 2012). Por lo tanto, el presente estudio
tuvo como objetivo evaluar las alteraciones al desarrollo embrionario y efectos
teratogénicos en ovocitos de C. carpio después de la exposicion a diferentes proporciones
de un efluente hospitalario.
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2. Antecedentes

2.1 Recurso agua

El 70% de la superficie del planeta es agua, pero solo el 2.5% es agua dulce. De esta 68.9%
se encuentra congelada, 30.8% se encuentra en aguas subterraneas y menos del 0.3% se
almacena en agua superficial localizada en lagos, lagunas, rios y humerales (Carabias y
Landa, 2005). Menos del 1% de agua dulce del mundo est& disponible para uso humano y
mantenimiento de los ecosistemas. Siendo el agua un recurso limitante para la salud
humana, la produccion de alimentos, el desarrollo industrial y el mantenimiento de los
ecosistemas naturales, asi como la regulacion del clima (Carabias y Landa, 2005).

Los seres humanos como los deméas organismos vivos somos dependientes del agua. Ya
que es empleada practicamente en todas las actividades humanas, para consumo o para
producir bienes y servicios. El uso antropogénico de este recurso altera la calidad del agua,
disminuye su volumen y genera contaminacion cuando los efluentes urbanos son vertidos a

sus cauces (Anton y Diaz, 2000).

2.1.1. Contaminacion del agua

La contaminacion del agua se define como la adicion de algin material que altere su
composicion quimica o su temperatura, causando dafio a los organismos residentes o los
seres que lo consumen (Heath, 1995). Dentro de los focos de contaminacion acuatica se
encuentran las descargas domeésticas, las agricolas, la industria, el sector farmacéutico y
hospitalario, los cuales incorporan numerosos productos de manera contante a cuerpos de
agua, en donde se dispersan y pueden llegar a persistir por extensiones muy grandes
(Fernandez, 2012; Carraro, et al.,, 2017). Entre los contaminantes mas importantes
encontrados en el agua se incluyen: detergentes, plaguicidas, petroleo y sus derivados,
metales, fertilizantes, agentes patogenos y sustancias radiactivas (CONAGUA, 2017). En la
actualidad se estan estudiando otros productos que generan contaminacion ambiental, como
son los productos farmacéuticos, retardantes de flama, productos de higiene personal y
aditivos industriales denominados como contaminantes emergentes (Barceldo y Lopez,
2007).
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2.1.2. Efluente hospitalario

Los hospitales consumen una gran cantidad de agua, un hospital tipico usa en promedio de
100 a 1,200 litros/persona/ dia, generando una cantidad considerable de agua residual. El
agua residual o efluente hospitalario (EH) es generado por todas las actividades que se
llevan a cabo dentro de él, como son las actividades medicas, de diagnostico y de limpieza
(Sharma et al., 2013; Magdaleno et al., 2014).

Entre sus descargas se encuentra una gran variedad de contaminantes como son: materia
orgénica, metales pesados, organismos patogenos, material de laboratorio, productos de
desinfeccion, sustancias radiactivas y diversos productos farmacéuticos; asi como sus
metabolitos (Verlicchi et al., 2010; Laffite et al., 2016). Entre los productos farmacéutico
mas reportados en el efluente hospitalario se encuentran: los antibiéticos (16.1-2670 ng/L),
analgésicos/anti-inflamatorios (123-6475 ng/L), anticonvulsivos, tranquilizantes (0.54-2
ug/L), anti-hipertensivos (0.71-2 upg/l), citostaticos, anticancerigenos (0.008-2 ug/L),
hormonas sexuales (0.03—0.50 ug/L), entre otros (Li y Lin, 2015; Oliveira et al., 2017). El
EH se considera un foco potencial para generar resistencia bacteriana, por la cantidad
significativa de antibidticos que incorporada al ambiente (Berto et al; 2009).

El EH contiene una gran variedad de organismos patégenos como bacterias, protozoarios,
helmintos y virus. Ademas, contiene una cantidad variable de compuestos quimicos,
dependiendo de las actividades que se desarrollen. Como el cloro, el cual puede reaccionar
con compuestos organicos para formar organocloruro. También se ha reportado la presencia
de cloroformo, bromodiclorometano, etanol y acetona, los cuales pueden tener efectos

bioldgicos (Carraro et al; 2016).

Si el hospital cuenta con terapia radiactiva, el EH incluso podria contener radioisotopos.
Entre los radioisotopos reportados en este tipo de descarga, se encuentra 131, Es®® Tc® y
TI?%, Los cuales pueden ser eliminados por la orina, como es el caso del 1**%, utilizado para
el tratamiento de cancer tiroideo (Nufiez, 2010). En algunos paises como Francia,

Alemania, Italia, Lituania y Paises Bajos efluentes hospitalarios con este tipo de
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contaminantes se recogen en habitaciones especiales y se depositan en fosas sépticas, donde
son almacenados de 30 a 60 dias, o hasta 2 afios, dependiendo de la vida media del
elemento radiactivo. Entre mayor sea la vida media del elemento radiactivo mayor seré el

riesgo significativo de acumulacion del radioisétopo (Carraro et al., 2016).

Los hospitales generan cantidades variables de efluentes, dependiendo de numerosos
factores como son: el niUmero de camas; edad de la instalacion, précticas de mantenimiento
y limpieza; nimero y tipo de salas, nimero de pacientes, ubicacion geografica y el nimero
y tipos de servicios existentes: como cocina, lavanderia, sistemas de control de temperatura;
etc. (Carraro et al., 2016; Oliveira, 2017). Estos compuestos son descargados a los sistemas
de alcantarillado municipal, sin algun tipo de tratamiento previo o sea visto que el
tratamiento que se les da no es suficiente para eliminar por completo los contaminantes
(Magdaleno, et al., 2014).

Los compuestos presentes en el efluente hospitalario sufren diversas formas de degradacion
y acumulacion, bidtica y abidtica cuando se liberan en agua, como son oxidacion,
hidrélisis, fotolisis, etc. Generando algunas veces compuestos mas toxicos que la molécula
original Tampoco se descarta la posibilidad de generar un efecto sinérgico entre estos
componentes (Diwan et al., 2010; Magdaleno et al., 2014; Li y Lin, 2015;) Lo que puede
tener un impacto negativo en las especies acuaticas, como lesiones genéticas, dafio a
organos, problemas de reproduccion, cambios en el comportamiento y alteraciones

bioguimicas, asi como estrés oxidativo (Oliveira et al., 2017).

2.1.3. Contaminantes emergentes

A pesar de que, en algunos paises como Australia, China, India, Iran, Japon, Corea y
Taiwan el efluente hospitalario recibe algin tipo de tratamiento de remocién de
contaminantes, se ha reportado que algunos farmacos son persistentes, llegando a los

cuerpos de agua (Li y Lin; 2015; Al Aukidy et al., 2017). Los farmacos se han agrupado
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dentro de los contaminantes emergentes, junto con los productos de cuidado personal, los
retardantes de llama, los aditivos alimenticios, surfactantes, disruptores endocrinos y
productos de estilo de vida como serian la cafeina y el tabaco. Se han denominado
contaminantes emergentes a una amplia gama de compuestos quimicos de distinta
naturaleza, que incluyen a los nuevos productos sintetizados. Los contaminantes
emergentes no estan incluidos en los programas de monitoreo actual de aguas residual y
cuerpos de agua, por lo que pasaban inadvertidos, ya que hay escasa o nula regulacién de
estos contaminantes en el ambiente; pero se incorporan de manera constante a los cuerpos
de agua. Muchos de ellos son persistentes y pueden producir efectos adversos a los

organismos o impacto a nivel ecoldgico (Barceld y Lopez, 2007; Gil et al., 2012).

Los productos farmacéuticos (PFs) son ampliamente consumidos a nivel mundial y son un
foco importante de contaminacion acuatica. Ya que son descargados por los efluentes
domésticos, por uso agropecuario, agricola, industrial y en grandes cantidades por el
efluente hospitalario (Verlicchi et al., 2010). Los PFs son especificamente disefiados para
tener efecto bioldgico, algunos son persistentes y lipofilicos, por lo que pueden llegar a
bioacumularse (Boillot, 2008). Ademas, se ha visto que pueden llegar a producir
metabolitos que son aln mas resistentes y llegan a ser toxicos para los organismos
acuaticos (Islas Flores et al; 2013). Los PFs de mayor consumo a nivel mundial son los
antinflamatorios no esteroideos (AINES), los antibidticos, los cerebrovasculares dentro de
los que sobresalen los anti-hipertensivos (como los B-blogueadores) y los medicamentos

hormonales (esteroides) (Moreno-Ortiz et al., 2013).

Los PFs y sus metabolitos son depositados en los sistemas de alcantarillado en ocasiones
llegan a pantas de tratamiento, donde dependiendo del proceso y la naturaleza de los
farmacos estos son eliminados o no; llegando de manera directa o indirecta a rios, lagos u
arroyos. Dentro de las propiedades importantes de los PFs que determinan su persistencia
se encuentra: la solubilidad, volatilidad, el grado de ionizacion, peso molecular,

biodegradabilidad, polaridad y estabilidad, asi como el pH del medio (Carraro et al., 2016).
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En cuerpos de agua, los PFs pueden fotodegradarse o biotransformarse, generando
alteraciones en los organismos como son procesos fisiologicos anormales, disminucion de
la capacidad de reproduccion, incremento de la toxicidad de otras sustancias por efecto
sinérgico, aumento de casos de cancer en humanos, resistencia a los antibioticos en cepas

bacterianas y la muerte de los organismos (Fernandez, 2012; Moreno-Ortiz et al., 2013).

2.1.4. Parémetros fisico-quimicos

Para hacer el seguimiento de este tipo de efluentes y poder tener una idea de sus

caracteristicas, se determinar ciertos parametros fisicoquimicos.

Dentro de las caracteristicas fisicas que se miden en muestras de agua se encuentran: el

color, la turbidez, la temperatura y los sélidos, tanto suspendidos como disueltos.

El color es la capacidad de absorber ciertas radiaciones del espectro visible, indica la
presencia de sustancias en suspension o disueltas en el agua. La turbidez es causada por la
dispersion o intercepcion de los rayos luminosos, que se da por los solidos coloidales
disueltos en el agua, que impide que los rayos luminosos pasen a través de ella (Fernandez,
2012).

La materia presente en el agua puede encontrarse: disuelta 0 en suspension. Los sélidos
totales disueltos (TDS) se refieren a cualquier mineral, sales, metales, cationes o aniones y
pequefias cantidades de materia organica que se disuelven en el agua. Los sélidos totales
suspendidos (SST), son todos los sélidos suspendidos extremadamente pequefios en el agua

que no se sedimentaran por la gravedad (Al-Ajlouni et al., 2009).

La temperatura elevada del agua puede ser indicador de actividad bioldgica, quimica o
fisica y afecta la solubilidad de los gases disueltos en el agua; asi la cantidad de solidos
disueltos. Alterando la mayoria de los procesos biologicos que tienen lugar en los sistemas

acuaticos. (Fernandez, 2012).
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Dentro de los parametros quimicos encontramos: la conductividad eléctrica, el pH, dureza,
oxigeno disuelto, demanda bioquimica de oxigeno, cloruro, nitritos y fluoruros.

El pH es la medida de la concentracién de iones hidrogeno, y determina la naturaleza &cida
o0 alcalina de la solucion acuosa. Interviene en el equilibrio de diferente sustancia como los

metales.

El oxigeno disuelto (OD) hace referencia a la cantidad de oxigeno disuelto en el agua, el
cual proviene del aire o de la fotosintesis de plantas acuéticas. EI OD es consumido por los
microrganismos en el proceso de oxidacion de la materia organica e inorgénica y por los
organismos acuaticos en el proceso de respiracion (Fernandez, 2012). La capacidad de las
bacterias para oxidar materia organica en una muestra de agua, es denominada: demanda

bioquimica de oxigeno (BOD) (Fernandez, 2012).

La DQO o Demanda Quimica de Oxigeno es la medida total de todos los quimicos
presentes en el agua que pueden oxidarse. (Al-Ajlouni et al., 2009). Los parametros BOD y
COD son ampliamente utilizados para caracterizar el contenido de materia organica del

agua residual.

La conductividad eléctrica (CE) es la medida de la capacidad del agua para conducir la
electricidad. Es indicativa de la materia ionizable, principalmente sales totales presente en

el agua. El agua pura contribuye minimamente a la conductividad (Fernandez, 2012).

El agua tiene una gran cantidad de compuestos inorganicos, los principales cationes son:
calcio (Ca*?), magnesio (Mg*?), sodio (Na*) y potasio (K*); los aniones principales son: ion
cloruro (CI"), sulfato (S04), carbonato (CO32) y bicarbonato (HCO3") (Romero, 1999).

La dureza se define como la suma de todos lo cationes en el agua, pero los mas importantes
son el calcio y magnesio. Las aguas se clasifican como: blandas: 0-60 mg/L CaCOs,
moderadamente blandas: 60-120 mg/l CaCOz y duras: > 120 mg/l CaCO3 (Fernandez,
2012).
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El ion cloruro (CI') es de las especies méas importantes de cloro en agua. Los excrementos
humanos, principalmente la orina, incrementan la cantidad de cloruros en aguas residuales.

En concentraciones superiores a 250 mg/L producen un sabor salado (Romero, 1999).

Todos los compuestos que contienen fldor se disocian en ion floruro (F). La mayoria de
los fluoruros son de baja solubilidad, por ello su concentracion en aguas naturales es
relativamente baja <1 mg/L. Una vez ingeridos son absorbidos y distribuidos por la sangre
a todos los 6rganos y dada la afinidad especial del fldor con los huesos y los dientes, es ahi

donde es captado y utilizado (Romero, 1999).

Algunos compuestos secundarios son conocidos como nutrientes, ya que son utilizadas por
los vegetales marinos para formar sus tejidos. Como son el fosfato (PO4)-3, nitrato (NO3’),
nitrito (NO2") y amonio (NH4*) (Romero, 1999).

Existen varias formas ambientalmente importantes del nitrégeno, el amoniaco NHs, el ion
amonio NHg, el ion nitrato NOs, el ion nitrito NO2 y el nitrégeno molecular N2 (Fernandez,
2012). En el proceso de nitrificacion catalizada por microorganismo, el amoniaco y el ion
amonio se oxidan a nitrato, mientras que con la desvitrificacion el nitrato y el nitrito se

reducen a nitrégeno molecular (Fernandez, 2012).

Debido a su carga negativa el ion nitrato no es absorbido por el suelo y se convierte en
nitrito, que en condiciones anaerobias produce metahemoglobinemia en los organismos e

interfiere con el transporte de oxigeno (Fernandez, 2012).

El fosforo es un elemento esencial en el crecimiento de las plantas marinas, principalmente
las algas. Contenidos altos de fosforo en el agua pueden producir un crecimiento
incontrolado de la biomasa acuatica, conocido como eutrofizacion (Romero, 1999).
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2.1.5. Tratamiento de aguas residuales

Se recomienda un pretratamiento de los EH antes de ser depositados junto con los
efluentes municipales. La caracterizacion fisicoquimica nos puede ayudar a determinar el
mejor tratamiento para este tipo de descargas antes de ser desechado en el alcantarillado

municipal.

Trabajos anteriores reportan que a pesar de que estas descargas son sometidas a algun tipo
tratamiento residual previo, algunos de los contaminantes persisten y han sido identificados
en plantas de tratamiento de aguas residuales (EDAR, por sus siglas en ingles) y en cuerpos
de agua (Verlicchi et al., 2010; Emmanuel et al., 2005). Siendo necesario en ocasiones un
segundo tratamiento de agua residual (Li y Lin, 2015). Dentro de los tratamientos usados se
encuentra la neutralizacion acido- base, la filtracion y la degradacion microbiolédgica

para remover compuestos sélidos y materia organica (Carrraro et al, 2016).

Se estan buscando nuevos procesos de tratamiento de agua residual que permitan la
eliminacion de los contaminantes persistentes, como son los farmacos. Entre los que se
encuentra el uso de carbon activado, lodos activos, reactores de membrana de

ultrafiltracion, procesos de oxidacion avanzada y el uso de procedimientos mixtos.

El uso de carbdén en polvo o granular, parecen tener resultados en la remocion de
contaminantes emergentes, en particular con los compuestos no polares (Snyder et al.,
2007). Se ha reportado una remocion de hasta un 90% de los disruptores endocrinos,
determinado mediante pruebas de farmacos estandares. Pero es necesario considerar un
correcto sistema de remocion y regeneracion del carbon activo después del tratamiento
(Verlicchi, et al, 2010).

Se esta investigando el uso de procesos de lodos activados (CAS) y reactores de
membranas de ultrafiltracion (MBR) para remover contaminantes emergentes (Verlicchi,
et al, 2010). Los MBR integran la degradacion biologica con la filtracion por membrana,

mientras que el proceso de lodos activos para ser mas lento. De manera general el sistema
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de MBR supera los resultados del sistema convencional CAS en la remocién de farmacos
(Radjenovic et al, 2009).

También estan el proceso de oxidacion avanzada (AOP, por sus siglas en inglés), el cual
se basa en la generacion de radical hidroxilo (OH), como oxidante de compuestos organicos
de elevada efectividad y baja selectividad. Novoa et al., 2016, reporta que el AOP era
efectivo en el tratamiento de un efluente farmacéutico, que principalmente contiene
AINES, disminuyendo su toxicidad sobre H. azteca de CLso de 1.2% a Clso 341.7%

después del tratamiento.

Dentro de los AOP, se agrupa la ozonizacion, la cual consiste en mejorar la degradabilidad
de compuestos altamente reactivos al ozono como es el caso de antibidticos, hormonas,
citostaticos, eritromicina, agentes de contraste de rayos X y carbamadiacepina. (Verlicchi,
et al, 2010). Se reporta que es capaz de degradar ciprofloxacino, presente en un efluente
hospitalario después de 30 minutos de tratamiento (Vasconcelos et al., 2009).

Del mismo modo se estd usando la combinacion de procesos, como el microbiolégicos y la
reaccion Fenton, para la remocion de farmacos en aguas residuales, obteniendo hasta un
90.6% una remocién de materia organica (Berto et al., 2009). Asi como el uso de RO
después de emplear CAS O BMR en el tratamiento de un efluente, obteniendo una
remocidn hasta un 99% de los de farmacos presentes en efluente municipal (Sahar et al.,
2011).

Estos procesos son implementados en algunos paises como son Espafia. Italia, Australia,
China antes de ser depositados junto con los efluentes domésticos (Al Aukidy et al; 2017).
Bajas concentraciones de contaminantes presentes en los efluentes, no pueden que ser
detectables por metodos analiticos, por lo que se recomienda utilizar sistemas biologicos

para su deteccion (Magdaleno et al., 2012).
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2.2. Estudios de toxicidad de efluentes hospitalarios

Para determinar el efecto de diversos contaminantes sobre los organismos se emplean los
bioensayos, los cuales consisten exponer diversas especies biologicas a distintas
concentraciones de un contaminante en condiciones contraladas de laboratorio. Los
bioensayos son los métodos mas empleados para el estudio del potencial toxico de este tipo
de mezclas complejas, se han empleado diversos organismos representantes de distintos
niveles troficos (Billot et al., 2008).

Jolibois y Guerbet (2006) reportan que un EH de Francia causa genotoxicidad en 82% de
las muestras de Salmonella expuestas a 3.3% del efluente. Pruebas de toxicidad en P.
subcapitata y en D. magna muestran que la CLso a las 48 h fueron respectivamente de 3.9%
y 4.9%, siendo mas sensible al EH de Francia P. subcapitata (Boillot, 2008). Un EH de
argentina indujo efecto mutagénico en Saccharomyces cerevisiae aun a bajas proporciones
del agua residual, a pesar que las descargas fueron inferiores a los limites permitidos en ese
pais (Paz et al., 2008).

Un EH de Brasil es capaz de inducir citotoxicidad y genotoxicidad en Allium cepa, al
inducir aberraciones cromosomicas, después de 24 horas de exposicion. Se observa que
después de tratar el efluente en un tanque séptico, el porcentaje de aberraciones disminuye,

pero sigue generando alteraciones citotoxicidad (Bagatini et al., 2009).

Un estudio de ecotoxicidad del EH de Polinia concluyendo que el organismo mas sensible a
la descarga fue P. subcapitata con CEso de 18.77%, los crustdceos Daphnia magna y
Thamnocephalus platyurus obtuvieron valores de CEso de 20.76% y 22.62%
respectivamente. El efecto méas bajo fue observado para Artemia salina ECso 59.77% vy
Vibrio fischeri ECso 46.17% (Zgorska et al., 2011).
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Un EH de Argentina mostré tanto inhibicion, como estimulacion del crecimiento en dos
algas: Pseudokirchneriell subcapitata y Chlorella vulgaris lo que indica que el efluente
contiene sustancias tdxicas y también nutrientes (folatos y nitritos). Asi como afectos

genotoxicos en Salmonella sp. (Magdaleno et al., 2012).

Magdaleno et al., (2014) reportan que muestras de un EH de Argentina puede inhibir el
crecimiento del alga Pseudokirchneriella subcapitata, asi como producir dafio genétoxico

en Allium cepa; dafo correlacionado con el antibiético ciprofloxacino.

2.2.1. Efluentes hospitalarios en México

En México no existe legislacion con respecto a la entrada de contaminantes emergentes en
los cuerpos de agua, y las plantas de tratamiento de aguas residuales hospitalarias son
escasas. Por lo que estas descargas en la mayoria de los hospitales se depositan de manera
directa a los sistemas de alcantarillado, llegando a los cuerpos de agua, donde pueden ser

toxicas para los organismos acuaticos.

El ensayo de toxicidad con organismos acuéaticos de vida libre se ha propuesto como una
prueba rapida, econdémica y eficiente para analizar muestras de agua residuales (Aguirre-
Martinez, et al, 2015).

Se realiz6 un estudio de toxicidad de 3 efluentes hospitalarios en Puebla, dos de esas
descargas resultaron toxicas para Daphnia magna a las 48 horas de exposicién, con valores
de CLso 0.41%, el cual no cuenta con planta de tratamiento y el segundo hospital reporto
una CLso de 33.15%, el cual reporto una alta cantidad de CaCOs. También se observa una
mayor toxicidad en efluentes que no cuentan con planta de tratamiento (Villegas-Navarro et
al., 1997).
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Olvera-Néstor et al., (2016) despues de exponer organismos de Cyprinus carpio a aguas de
un efluente hospitalario reportd dafio genotoxico y citotoxico en eritrocitos, determinado
mediante una rapida activacién de la apoptosis y un incremento de la cantidad de

micronucleos después de 48 horas de exposicion.

Neri-Cruz et al., (2015) reporta que la exposicion al efluente hospitalario de una clinica del
Estado de Meéxico; indujo estrés oxidativo en especies juveniles de Cyprinus carpio.
Generando un incremento en el contenido de hidroperdéxidos, malondialdehido y proteinas
carboniladas en branquias, cerebro e higado, asi como un incremento de la actividad de las

enzimas superédxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) en higado y cerebro.

Los peces han sido ampliamente utilizados como bioindicadores de contaminacion
acuatica, ya que se encuentran en contacto permanente y forma directa con los
contaminantes en el agua y sus sedimentos, haciéndolos méas susceptibles a estos
(Velasquez y Vega, 2004; Altamirano-Lozano, 2005). Cyprinus carpio es un ejemplo de un
bioindicador utilizado para determinar la calidad del agua por su sensibilidad a diversos
xenobioticos, resistencia a altas temperaturas y su amplia distribucién geogréafica (Laszlo et
al., 2002). Ha sido empleada en estudios de ecotoxicidad, mediante la prueba de estrés
oxidativo, demostrando dafio temprano en organismos acuaticos (Islas-Flores et al., 2013;
Neri-Cruz et al., 2015).

2.3. Cyprinus carpio

La carpa comun (Cyprinus carpio) es una especie cultivada en paises asiaticos, europeos y
algunos paises de Ameérica central, se emplea principalmente para consumo humano.
(Laszlo et al., 2002; FAO, 2017).

Es la especie con mas historia en la acuacultura de México, se encuentra posicionada en el
8° lugar de la produccion pesquera y estd ampliamente distribuida en el territorio nacional.
De acuerdo con el Anuario Estadistico de Acuacultura y Pesca, en el 2017 se produjeron
30,300 toneladas en el pais (SAGARPA, 2017).
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Figura 1. Entidades productoras de carpa en México (SAGARPA, 2017).

Cyprinus carpio es un pez de agua dulce, miembro de la familia de los ciprinidos. Vive en
las corrientes medias y bajas de los rios y en aguas poco profundas como lagos y embalses
de agua. Es ampliamente cultivada debido a su amplia tolerancia de temperatura, resistencia
a condiciones de poco oxigeno disuelto, su alimentacion omnivora y su tolerancia a las
salinidades de hasta el 5%o. EI mejor crecimiento se obtiene en un intervalo de temperatura
entre 23 °C y 30 °C, pero pueden sobrevivir a periodos cortos de inviernos frios. La gama
de pH dptimo es 6.5-9.0 (Laszlo et al., 2002; FAO, 2017).

Las carpas alcanzan su madurez sexual entre los 18 meses y dos afios de vida, dependiendo
de la temperatura de la region. Los adultos miden en promedio 71 cm. Para su reproduccién
la temperatura ideal debe ser en promedio de 24 °C, cuando se incrementa de la temperatura
de 26- 27 °C se puede inducir el desove (Park et al., 2017). En zonas templadas la
reproduccion es anual, pero si reciben tratamiento hormonal las carpas liberan sus huevos
maduros dentro de un periodo mas corto, lo que hace posible "ordefiar" a los reproductores
para obtener sus gametos (Laszlo et al., 2002; FAO, 2017).
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En condiciones naturales la hembra deposita los huevos, en promedio 100,000 - 300,000

huevos por kilogramo de peso sobre sustrato vegetal.
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Figura 2. Ciclo de vida de Cyprinus carpio (FAO, 2017)

2.3.1. Desarrollo embrionario de Cyprinus carpio

El desarrollo embrionario de la carpa es posible en un rango de pH de 4.5- 9.5, en los pH de
5y 10 los huevos mueren 24 horas después de la fertilizacion (FAO, 2019). El rango
Optimo de desarrollo embrionario es de 21-25 °C (OECD 2012, 1998).

El desarrollo de los huevos fertilizados, que son transparentes o amarillos, inicia
inmediatamente despueés de la fertilizacion y la embriogénesis se completa entre 3 y 5 dias
a 23°C (FAO, 2019). La primera division se da 30 minutos después de la fertilizacion. A las
2 horas presenta 8 blastomeros, se divide cada 40 min aproximadamente hasta llega un

estadio de 128 células. Este periodo comprende el estadio de blastula (Mojer, 2015).
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A las 4 horas aprox. Inicia el periodo de gastrula, el cual se diferencia por la migracién
celular, mejor conocido como epibolia (Mojer, 2015). A las 8-10 horas inicia el proceso de
segmentacion en el cual se diferencian las capas embrionarias. Aparece el primordio éptico

y aparecen las somitas, hasta completar las 28 somitas (Mojer, 2015).

12 horas post fertilizacion (hpf). Se observa la vesicula 6ptica (1), vesicula de Kupffler
(1), el cual dard lugar a la cola (total=2, en la puntuacion de Hersem).

12 hpf

Somitas
Vesicula
ocular

Vesicula de
Kupffer

Figura-3. Desarrollo embrionario de Cyprinus carpio a las 12 hpf

24 hpf. Se desarrolla la notocorda (2 puntos), el desarrollo de somitas (1 punto) aparece el
disco retinal (2 puntos) asi como la pigmentacién del mismo, el embrién empieza a tener

movimiento (1 punto), corazon latido (1) y circulacién (1) (Mojer, 2015).
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Figura-4. Desarrollo embrionario de Cyprinus carpio a las 24 HPF.

48 hpf. La cola sigue creciendo apareciendo la aleta caudal (3 puntos), las somitas se
diferencian (1), los ojos desarrollados y pigmentados (3), los movimientos de la larva
aumentan (1), el corazon termina su desarrollo y se observa latir (1), generando circulacion
sanguinea en todo el cuerpo (1), también se observa pigmentacién de la cabeza, el cuerpo
(1) y la cola (1) (Mojer, 2015).

48 HPF

Pigmentacion
del cuerpo

Desarrollods lcoli Pigmentacion de la cabeza

+ pigmentacion . .
Pig Disco retinal +
pigmentacion
Aleta
caudal

Corazon

Figura-5. Desarrollo embrionario de Cyprinus carpio a las 48 HPF.
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72 hpf: las larvas ya eclosionaron, la aleta caudal sigue creciendo (3 puntos),
diferenciacion de las somitas (1), la pigmentacion de los o0jos aumenta (3 puntos), asi como
en la cabeza, cuerpo (1 punto) y cola (1 punto), sistema circulatorio completamente
desarrollado (1 punto), apareciendo de las aletas pectorales (1 punto) y protuberancia bucal
(1 punto) (Mojer, 2015).

72 HPF

Pigmentacion

de los ojos Pigmentacion

Aletas pectorales Protuberancia bucal

Corazon

Pigmentacion s
Saco vitelino

Figura-6. Desarrollo embrionario de Cyprinus carpio a las 72 HPF.

96 hpf: las larvas ya eclosionaron, la aleta caudal sigue creciendo (3 puntos),
diferenciacion de las somitas (1), la pigmentacion de los ojos aumenta (3 puntos), asi como
en la cabeza, cuerpo (1 punto) y cola (1 punto), sistema circulatorio completamente
desarrollado (1 punto), apareciendo de las aletas pectorales (1 punto), protuberancia bucal

(2 punto) y diferenciacion de la vejiga natatoria (Mojer, 2015).
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Figura-7. Desarrollo embrionario de Cyprinus carpio a las 96 HPF.

Después de la eclosion la larva mide entre 5.23-5.38 mm (promedio de 5.31 mm). Se
distinguen dos etapas larvarias: la pre-larva y la post larva, la pre-larva se presenta después
de la eclosidn hasta el final de la absorcion del saco vitelino y posteriormente de denomina

periodo post larva (Laszlo et al., 2002; Mojer, 2015).

2.4. Especies reactivas de oxigeno en el desarrollo

El oxigeno juega un papel clave en el metabolismo y es critico para el desarrollo temprano,
es decir, el desarrollo embrionario. Derivados del oxigeno, conocidos como especies
reactivas del oxigeno (ERO's), se encuentran las especies como Peroxido de Hidrogeno
(H20,), Oxigeno Singlete (O,%), radical superéxido (O2) y el radical Hidroxilo (OH-). Las
especies reactivas son moléculas o &tomos que tienen electrones desapareados en su orbital
mas externo, pueden tener carga o no y tienden a interactuar con las moléculas cercanas,
por lo que posee una gran reactividad quimica y una vida media muy corta (Camargo et al.,
1999).
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El metabolismo embrionario se incrementa con el desarrollo, a partir del estado de 2 células
aumenta el consumo de carbohidratos por la activacion del genoma embrionario. Este
consumo de energia y generacion de ATP durante el desarrollo embrionario genera
radicales libres (Camargo et al., 1999; Brain et al., 2011). Se sabe que las ERO’s participan
en varios procesos fisiologicos mediante varias cascadas de sefializacion celular, actuando
como segundos mensajeros, por ejemplo, en los procesos de proliferacion y de
diferenciacion celular, junto con los factores crecimiento. Se ha reportado que las ERO’s
participan en el proceso de diferenciacion de celular cardiacas (Sauer et al., 2000). Asi
como en la proliferacion de células musculares, fibroblastos, células endoteliales aorticas y
diferenciacion neuronal (Sauer et al., 2001). También participan en el proceso de apoptosis
celular, el cual es crucial durante el desarrollo embrionario (Yang et al., 1998).

Otro radical libre que se ha encontrado durante el desarrollo embrionario es el 6xido nitrico
(NO) el cual es un mensajero intracelular, participa en procesos como relajacion muscular,
vasodilatacion, sefializacion celular y estimulacion de la respuesta inmune. Y podria estar
implicado en la vascularizacion de los embriones en el periodo de implantacion uterina
(Gouge et al., 1998).

Durante el desarrollo embrionario, como en el resto de las etapas de desarrollo, deben de
controlarse los niveles de ERO's, por lo que es importante contar con mecanismo de
desintoxicacion y reparacion (Saxen, 1976). Los embriones son ricos en enzimas
protectoras, como son la Superoxido dismutasa (SOD), la Catalasa (CAT) y la Glutation
Peroxidasa (GPx), para estar hasta cierto punto protegidos de los efectos nocivos de las
especies reactivas de oxigeno (Brain et al., 2011). Se ha demostrado que los niveles de
defensas antioxidante y procesos de oxidacion muestran cambios en diferentes células y

tejidos durante las diferentes etapas del desarrollo embrionario (Sauver et al., 2001).



31

2.4.1. Estrés oxidativo como mecanismo de teratogénesis

Las ERO's son importantes para el desarrollo embrionario, ya que pueden actuar como
mensajeros celulares que modulan procesos como la apoptosis, la activacién de factores de
transcripcion y la diferenciacion celular (Garcia-Medina et al., 2013). Sin embargo, cuando
se cambia el equilibrio entre los radicales libres y las defensas antioxidantes durante el
desarrollo embrionario, por factores internos o externo se genera estrés oxidativo. El cual

podria tener efectos adversos sobre los embriones.

El estrés oxidativo es definido como un estado en el que la oxidacion supera los
mecanismos antioxidantes en el cuerpo, ya sea por un déficit de las defensas antioxidantes
0 un incremento de especies oxidantes, causando un desequilibrio y dafio celular. Este dafio
es generado por los radicales libres, que son moléculas inestables, de vida media corta y
altamente reactivas, que al tener electrones desapareados reaccionan con los compuestos
cercanos. Atacando tejidos bioldgicos como las membranas, las proteinas y/o al ADN. Para
contrarrestar el dafio, los organismos aerobios tienen las enzimas antioxidantes como la
Superéxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la Glutation Peroxidasa (GPx) (Corrales
y Mufion, 2012; Mafén et al., 2016).

Las especies reactiva pueden inducir dafio sobre estructuras como lipidos, proteinas y
ADN. La induccion de dafio en lipidos genera lipoperoxidacién, lo que altera la
permeabilidad de la membrana y afectando procesos como la divisién celular, el transporte
de metabolitos y disfuncién mitocondrial. ElI dafio mitocondrial se ha relacionado con
retraso del desarrollo embrionario, disfunciones metabdlicas y apoptosis. También pueden
generar oxidacion de proteinas, formacion de puentes disulfuro y grupos carbonilo; asi
como modificacion estructural de proteinas, lo que puede mordicar la funcionalidad de la
proteina. El dafio a lipidos y proteinas puede interferir con vias metabodlicas relacionadas
con el consumo de energia como la glucosa, causando un agotamiento de ATP (Wells et al.,
1997; Guerin et al., 2001; Wells et al., 2009).
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Los radicales libres también pueden generar oxidacion y rupturas en las bandas del ADN,
lo que podria resultar en la alteracion de la transcripcion genética e incluso la induccion de
mutagénesis. Los embriones cuentan con enzimas que pueden reparar dicho dafio, lo que
genera una reduccién de la citotoxicidad y teratogénesis, pero cuando estos procesos de
reparacion estan dafiados, podria resultar en una malformacién funcional o estructural, asi
como la muerte del embrion. Una mayor cantidad de ADN oxidado se correlaciona con un
incremento de apoptosis celular (Guérin et al., 2001; Wells et al., 2009).

Los organismos durante el desarrollo embrionario son especialmente sensibles a los efectos
de los radicales libres, principalmente durante el proceso de organogénesis. La induccion de
estrés oxidativo durante el desarrollo embrionario, se ha correlacionado con diversas
alteraciones, como son incremento de la mutagénesis, retraso en el desarrollo embrion,
malformaciones estructurales, incremento de la apoptosis celular y en casos severos la
muerte del embrién. Lo que se conoce como embriotoxicidad y teratogénesis (Dennery,
2007; Gelder et al., 2010).

2.5. Embriotoxicidad y teratogénesis

Se define como embriotoxicidad al “efecto toxico que se observa en la progenie entre la
concepcion y el estadio fetal”, lo que podria manifestarse a través de malformaciones
estructurales o funcionales, retraso del crecimiento o incluso la muerte del embridn
(Dennery, 2007). Mientras que la teratogenicidad consiste en las “malformaciones
estructurales irreversibles causadas por la interrupcion de un evento normal del desarrollo y
puede ser detectada durante la gestacion o posterior a este” (Sorborb et al., 2014; Lleonart
et al; 2015). Por lo tanto, la embriotoxicidad y la teratogenicidad se consideran efectos
toxicos en el desarrollo. Se han empleado cominmente modelos animales para poder
determinar la toxicidad de diversos compuestos durante la embriogénesis (Sorborb et al;
2014).
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Un teratdgeno es aquella sustancia quimica o droga que puede causar una malformacion
especifica en los embriones, atraves de un mecanismo especifico durante un periodo en el
que es sensible a estos efectos (Hansen, 2006). Por lo que pueden inducir malformacion
estructural, disfuncion fisica, alteraciones a la conducta o anormalidades genéticas en los
fetos (Barile, 2007).

El desarrollo embrionario es una compleja serie de pasos altamente especificos, que
estimulan la proliferacién oportuna, la diferenciacion y la apoptosis para un desarrollo
normal. La interrupcién de uno o mas de estos procesos puede conducir a efectos nocivos,
como la induccién de una malformacion, principalmente durante la organogénesis (Hansen,
2006).

El desarrollo de varios érganos durante la organogénesis es una serie de pasos estrictamente
controlados que conducen a la formacion ordenada de diversos tejidos, con un tamafo,
forma y funcién especifica. Durante la diferenciacion, células similares pueden reconocerse
unas con otras, adherirse y formar los diferentes 6rganos (Saxen, 1976). Posteriormente
algunos tejidos de los 6rganos embrionarios se eliminan selectivamente por “muerte
celular” programada. Considerando que este evento es importante para la morfogénesis de
organos, tanto la muerte excesiva como la inhibicién de la apoptosis, pueden generar un

desarrollo anormal (Saxéen, 1976).

La susceptibilidad a sufrir teratogénesis, depende de la etapa del desarrollo embrionario
donde se de la exposicion. Exposicion durante el periodo embrionario resulta en muerte
embrionario o defectos de la estructura, si la exposicion se hace después del periodo fetal,

resulta en defecto del funcionamiento (Wells et al., 2009).
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2.5.1. Mecanismos de embriotoxicidad y teratogenesis

El resultado teratogénico es determinado por el sitio de accion del compuesto quimico y el
estado de desarrollo del 6rgano blanco, durante la embriogénesis (Saxen, 1976). Pero de
manera general existen 4 sitios de accion para generar teratogénesis, ya sea de manera
natural por un gen defectuoso o causado por un agente exdgeno, estos son 1) a nivel
intracelular, 2) en la superficie celular, 3) en la matriz extracelular y 4) en el entorno fetal,

es decir en la relacion feto- maternal (Saxén, 1976).

1) El sitio entre el ndcleo y la membrana es denominado espacio intracelular y es
donde se realizan las funciones metabdlicas especificas, con ayuda de diferentes
enzimas y proteinas. Si existe un dafio puede generar mutaciones en el material
genético, puede llevar a la inhibicion de una enzima y por lo tanto a una via
metabolica obstruida o se puede alterar los mecanismos de obtencion de energia
(Saxen, 1976; Johnson y Kochhar, 1983).

En caso de inhibicién de una enzima existen tres posibles consecuencias: la acumulacion
del metabolito, que no se sintetice un metabolito por el déficit de la enzima o que el
metabolito siga una ruta alterna. Existen diversos pasos que pueden ser blogueados por
inhibidores especifico, producto de esto se puede generar un efecto pude ser reversible y
permite seguir con el desarrollo, o si la funcién inhibida es vital, el efecto puede ser letal
(Saxén, 1976). También existen hormonas que son necesarias para diferenciar células
embrionarias especificas, en caso de ser inhibidas o estimuladas antes de tiempo 0 mas de

lo normal pueden generar malformaciones en el embrion (Johnson y Kochhar, 1983)

2) Experimentos han mostrado la importancia de la superficie celular, para procesos
como reconocimiento celular, agregacion, diferenciaciébn e interacciones
morfogénicas y migratorias. Por lo que una alteracion de la superficie conlleve a
defectos embriologicos. Lo que genera una interaccion celular dafiada o un bloqueo
del desarrollo, la indiferenciacion celular o incluso la muerte celular (Saxén, 1976;
Johnson y Kochhar, 1983).
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3) Matriz extracelular En varios tejidos la estructura y funcion esta determinado por la
matriz extracelular. Cada matriz tiene una composicion Unica y particular. Por lo
que es de esperarse que, si se afecta este tejido, se genere un proceso teratogénico
(Saxen, 1976).

4) En mamiferos el desarrollo embrionario esta determinado por diferentes factores como
factores placentarios, hormonas, factores inmunitarios y factores nutricionales. Cambios en

alguno de ellos pueden generar anomalias en el desarrollo (Saxen, 1976).

Existen otros factores externos que pueden causar teratogénesis. Algunos virus pueden
causar infecciones y dafar los tejidos como son citomegalovirus, rubeola, herpes simple y
varicela. También se ha visto que factores como la radiacion y la temperatura estan

relacionados con teratogénesis en mamiferos y peces (Johnson y Kochhar, 1983).

2.6. Ensayo de Toxicidad Aguda en Embriones de Pez

El modelo embrionario de pez es uno de los modelos empleados en pruebas de toxicidad,
gracias a su tamafio pequefio, rapido desarrollo, su transparencia y el desarrollo parecido a
los mamiferos. Lo que permite evaluar parametros morfolégicos del desarrollo y de
conducta al poseer desarrollo embrionario transparente (Truong et al., 2011; Yang et al.,
2009).

El ensayo de toxicidad aguda en embriones de pez (FET, por sus siglas en inglés) es un
método empleado para ver la toxicidad de ciertos compuestos a corto plazo. Donde los
embriones se exponen desde huevo recién fertilizado hasta la etapa de eclosion (OECD
236, 2013)

Dentro de las ventajas de este modelo embrionario se encuentran:
1) Es un modelo filogenético parecido al humano, desarrollo embrionario parecido
entre mamiferos y peces.

2) La fertilizacion es externa lo que facilita el manejo
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3) Observacion de las etapas de desarrollo debido a la transparencia del ovocito.

4) Bajo costo (Sogorba et al; 2014).

El ensayo tiene una duracion de 96 h y se hacen observaciones cada 24 horas, de las
variables de efecto: embriones coagulados, falta de formacién de somitas, no
desprendimiento del brote de la cola del saco vitelino y la falta de latidos cardiacos. Con lo

cual se considera que el embrion esta muerto (OECD 236, 2013).
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3. Justificacion

El efluente hospitalario es un foco significativo de contaminacién hidrica, ya que contiene
diversos compuestos, algunos de los cuales han demostrado ser persistentes y no se
encuentran incluidos en las normas mexicanas para aguas residuales; llegando de manera
directa o indirecta a los cuerpos de agua en donde podrian generar efectos nocivos sobre los

organismos acuaticos.

El presente trabajo pretende hacer una evaluacion del riesgo toxicologico de un efluente
hospitalario de Toluca, México, sobre ovocitos de Cyprinus carpio, mediante los ensayos
de teratogenicidad y embriotoxicidad. Con el fin de contar con las bases para orientar a la
elaboracion de una nueva norma para el manejo de este tipo de descargas, que permita

disminuir el impacto ecotoxico de los efluentes hospitalarios.
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4.  Hipotesis

La exposicion de ovocitos de Cyprinus carpio a un efluente hospitalario inducird
embriotoxicidad y teratogenicidad dependiendo de las propiedades fisicoquimicas del

efluente y sus componentes quimicos.

5.  Objetivo general

Evaluar la embriotoxicidad y teratogenicidad inducida por un efluente hospitalario del
estado de México sobre carpa comun Cyprinus carpio.

5.1. Objetivos especificos

a) Determinar las caracteristicas fisico-quimicas y componentes quimicos de un

efluente hospitalario de Toluca, Edo. de México

b) Determinar el indice teratogénico (CLso/CEso) inducido por un efluente hospitalario

de Toluca, Estado de México en Cyprinus carpio.

c) Evaluar el dafio al desarrollo embrionario producido por un efluente hospitalario de

Toluca, Edo. de México sobre Cyprinus carpio.

d) Identificar y cuantificar las malformaciones del desarrollo en Cyprinus carpio,

inducidas por exposicion a un efluente hospitalario de Toluca, Estado de México.
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6. Metodologia

= Determinar parametros

Efluente Muestreo 5 dias fisicoquimicos
Hospitalario consecutivos

» Determinar la cantidad de metales

= Determinar la cantidad de farmacos

Exponer

Clsga las 96 hpf
Evaluacion de Hersem

Ovocitos ){ Desove natural }—{ Centro acuicola Tiacaque

—{ Embriotoxicidad

Observar a las

12,24,48,72y
96 hpf indice teratogenico (CLsg/CEsg)
Teratogénesis Identificar y cuantificar las
malformaciones

Figura 8. Disefio experimental

6.1. Area de estudio, muestreo y caracterizacion del efluente

6.1.1. Area de estudio

El hospital en estudio se encuentra ubicado en la Ciudad de Toluca, Estado de México,
(Fig. 1). Es un hospital de segundo nivel, que atiende a un millon y medio de pobladores,
cuenta con 100 camas, 34 incubadoras, 20 cuneros, cuatro consultorios de ginecologia y

obstetricia, un consultorio de medicina interna, un consultorio de epidemiologia, tres
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quirdfanos, salas de rayos X, de mastografia y analisis clinico. Atiende en promedio de 200

personas por dia.

6.1.2. Muestreo

El muestreo se llevo a cabo en el mes de marzo de 2018, durante una semana, tomando
muestra de lunes a viernes, durante el horario de mayor actividad hospitalaria (11:00- 14:00
h). Las muestras fueron tomadas de los registros de agua que fluyen directamente al sistema
del alcantarillado municipal, se tomaron muestras simples cada 24 horas con ayuda de un
muestreado con frasco volumétrico de polietileno (Tratado previamente con &cido nitrico y
agua desionizada) del centro del canal colector a diferentes profundidades, basandonos en
la NMX-AA-003-1980, para agua resiual, (1980). Se colectaron en contenedores de 20 L,
previamente lavados con &cido nitrico al 30% Yy posteriormente enjuagados con agua
desionizada. Las muestras fueron transportadas al laboratorio, protegidas de la luz,

etiquetas y almacenadas a 40C, hasta su analisis fisicoquimico y de micro componentes.

Se obtuvo una muestra compuesta con las diferentes muestras colectadas durante la
semana, la cual se mantuvo protegidas de la luz. Una porcion del efluente fue utilizada para
la caracterizacion fisicoquimica, otra porcidon fue utilizada para hacer la caracterizacion
qguimica del efluente (farmacos y metales) y una tercera porcion fue empleada para realizar

el estudio de embriotoxicidad y teratogenicidad.

6.1.3. Caracterizacion fisicoquimica

La caracterizacion fisicoquimica se hizo considerando los Métodos Normalizados para el
Analisis del Agua y Aguas Residuales (APHA, 2017). Los parametros determinados fueron:
temperatura, oxigeno disuelto, conductividad, pH, cloruros, floreros, dureza, amonio,
solidos suspendidos totales, fosforo total, nitrogeno total, demanda bioquimica de oxigeno
y NaClIO.
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6.1.4. Cuantificacion de metales

Para la cuantificacion de los metales se basdé en la metodologia de los Métodos
Normalizados para el Analisis del Agua y Aguas Residuales (2017) y por Gonzéalez-
Gonzélez et al., (2014). Para ello a 0.5 mL de la muestra del efluente hospitalario se les
adicionaron 2 mL de &cido nitrico concentrado. Se realizd la digestion empleando una
autoclave a 120°C y 15-Ib de presién por un periodo de una hora. Posteriormente las
muestras fueron filtradas y diluidas con agua des ionizada. Las lecturas se hicieron en un
espectrometro de absorcion atomica Varian AA1475 (Melbourne, Australia). Los
resultados fueron interpolados en estdndares especificos para cada uno de los metales
medidos que fueron As, Cd, Cu. Cr, Hg, Ni, Pb 'y Zn.

6.1.5. Cuantificacion de grupos farmacéuticos

Fueron identificados 11 farmacos pertenecientes a los grupos de antiinflamatorios no
esteroideos, antibidticos, beta lactdmicos, antidiabéticos, beta bloqueadores y hormonales.
Estos grupos son consistentes con los farmacos que mas se prescriben en el hospital en

estudio y con los principales servicios médicos de dicha institucion.

La determinacion se realizé empleando lo estipulado por Lopez-Serna y Petrovi¢, (2012),
para este fin la separacién cromatografica se realiz6 usando un sistema Acquity UHPLC y
una columna BEH C18 de fase inversa (2.1 mm de 100 mm, tamafio de particula de 1.7
mm), ambas de la marca Waters. Las caracteristicas del método se encuentran estipuladas

en Pérez-Alvarez et al., 2018.
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6.2 Prueba de toxicidad

6.2.1. Obtencién de ovocitos

Se emplearon ovocitos de Cyprinus carpio obtenidos por fertilizacion natural. EI proceso
de fertilizacion se llevo a cabo in situ en el centro acuicola de Tiacaque, en el Estado de
México. Para este proceso, se colocaron en un estanque de fertilizacion dos hembras y
cuatro machos adultos en edad reproductiva. La parte inferior de los estanques fue cubierta
con ramas de casuarina para soportar los ovocitos de las carpas y facilitar su cosecha. Para
los ensayos de embriotoxicidad y teratogenicidad, s6lo se emplearon los ovocitos
fecundados analizados con un estereomicroscopio. Posteriormente, los ovocitos fecundados
fueron expuestos a diferentes proporciones del efluente hospitalario en estudio en el

periodo de blastula a las 3 horas post-fertilizacion (hpf).

6.2.2. Prueba de embriotoxicidad y teratogénesis

Estas pruebas fueron realizadas siguiendo las directrices establecidas por la OCDE en su
guia Test No. 236: Prueba de Toxicidad Aguda en Embriones de Pez de 2013, con algunas
modificaciones para la carpa comin Cyprinus carpio. Para las pruebas, se emplearon
proporciones del efluente hospitalario en agua testigo (V: V). Las proporciones del efluente
hospitalario empleadas fueron las siguientes: 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 5.5y 6 y un sistema testigo,
libre del efluente hospitalario, libre de cloro y aireado por 24 horas. Estas proporciones

fueron seleccionadas con base en estudios previos realizados en el laboratorio.

Los sistemas consistieron en ovocitos fertilizados seleccionados aleatoriamente que fueron
colocados en microplacas de 24 pozos, se colocd un ovocito por cada pozo hasta formar
lotes de 20 ovocitos, y las pruebas se realizaron por triplicado. Estos sistemas fueron

empleados para cada proporcion del efluente.
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Las microplacas se mantuvieron por cinco dias a 24 + 1°C, con ciclos de luz-oscuridad
natural en el laboratorio de Toxicologia de la Universidad Auténoma del Estado de México.
Se realizaron observaciones empleando el microscopio estereoscopico a las 12, 24, 48, 72 'y

96 hpf, tomando fotografias y empleando el programa Zeiss para Windows.

6.2.3. Validez de la prueba

Para garantizar la trazabilidad de los resultados, los lotes de huevos sélo se emplearon si la
tasa de fertilizacion era > 90%. También es importante mencionar que la prueba se

considerd valida si los grupos controles no mostraron mas del 10% de efectos teratogénicos

letales a las 96 hpf. Ademas de mantuvo la temperatura y el pH constante.

6.2.4. Determinacion de la CL50y EC50

La determinacion de la CLso de ovocitos se realizé a las 96h se emplearon los sistemas
arriba mencionados, para ello se observaron los ovocitos en el microscopio estereoscopico.
Se contaron los ovocitos vivos y muertos a lo largo de las 96 horas de exposicion, se
considero la letalidad cuando se presentaron ovocitos coagulados o no se detectaron latidos

del corazon.

La determinacion de la CEso en ovocitos se realizd empleando los sistemas arriba
mencionados, para ello se observaron los ovocitos en el microscopio estereoscopico durante
las 96 h de la exposicion y se cuantificaron los ovocitos con alteraciones en el desarrollo
embrionario y con desarrollo normal. Para ellos nos basamos en el desarrollo embrionario

descrito por Kimmel et al., 1995 y se comparo con los organismos controles.

Para la determinacion de la CLso y la CEso mediante el ‘Metodo Trimmed de Spearman-
Karber (Hamilton et al., 1977) se emple6 el software US-EPA. Se determind la CLso y la

CEso con sus limites de confianza al 95% (p<0.05).
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6.2.5. Calculo del indice teratogénico index (TI)

Para determinar el potencial teratogénico del efluente hospitalario, se calcul6 el indice
teratogénico, el cual es el resultado del cociente entre la CLso y CEso de malformaciones. Si
el IT de una sustancia es mayor que 1, la sustancia se considera teratogénica y si la IT esta
por debajo de 1, la sustancia produce principalmente efectos embrioletales (Weigt et al.,
2011)

6.2.6. Evaluacién de la embriotoxicidad

Para la evaluacion de la embriotoxicidad, se emplearon los sistemas mencionados
previamente. Los embriones vivos fueron observados en el microscopio a las 12, 24, 48, 72
y 96 h. Las alteraciones al desarrollo embrionario fueron registradas de acuerdo al sistema
de puntuacion establecido por Kimmel et al., (1995) y Hermsen et al., (2011) con
modificaciones mostradas en la Tabla 1.

Los datos fueron analizados mediante una prueba t de Student (una cola) para determinar

las diferencias significativas entre los grupos tratados y los controles (p<0.05).
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Tabla 1. Puntuacion de morfologia general (GMS, por sus siglas en inglés), basado en

Hermsen et al., 2011 con algunas modificaciones para Cyprinus carpio

12 hpf

24 hpf

48 hpf

72 hpf

96 hpf

Desprendimient
o de la cola

1 2 3 3+ 1por
pigmentacion 3+ 1por
pigmentacion
Formacion de _ _ _ _ _
No=0 Yes=1 Yes=1 Yes=1 Yes=1

somitas

Desarrollo del

0jo -
1 2 2+ 1por 2+ 1por 2+ 1 por
pigmentacion | pigmentacion pigmentacion
Movimiento No=0 Si=1 Si=1 Si=1 Si=1
Latido de No=0 Si=1 Si=1 Si=1 Si=1
corazon
Circulacion No=0 No=0 Si=1 Si=1 Si=1

sanguinea




Pigmentacion
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cabezay 0 0
cuerpo
Pigmentacion 0 0
de la cola
Aletas 0 0
pectorales
Protuberancia 0 0
bucal
1 2
Eclosién No = No = No = i
Si= Si=1
Puntuacion 2 7 12 16 17

total
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6.2.7. Evaluacion de la teratogénesis

Para la evaluacion de la teratogénesis se emplearon los sistemas mencionados previamente.
Los embriones vivos fueron observados en el microscopio a las 12, 24, 48, 72 y 96 hpf.
Con las alteraciones embrionarias y malformaciones teratogénicas identificadas se elabor6
un histograma de frecuencia. Las alteraciones encontradas fueron: retraso del desarrollo;
retraso del proceso de eclosion, deformacion de las aletas, hipopigmentacion, hemorragia
en la cabeza, hemorragia en la cola, hemorragia en el saco vitelino, severos; modificacion
de la notocorda, malformacion de la cabeza, malformacion del corazon, hiperplasia de la
boca, malformacion de los otolitos, malformacién de la cola, edema pericardico,

raquitismo, escoliosis, deformacién del saco vitelino y edema del saco.
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7. Resultados

7.1. Caracterizacion fisico quimica y de los microcontaminantes presentes en el

efluente hospitalario

7.1.1. Caracteristicas fisicoquimicas del efluente hospitalario

En la tabla 2, se muestran los valores de la media y las desviaciones estandar de las
caracteristicas fisicoquimicas del efluente hospitalario y su contraste con las normas
nacionales que establecen los limites maximos permisibles de contaminantes en aguas
residuales. Se observa que las caracteristicas fisicoquimicas evaluadas: Temperatura, pH,
Cloruros, Fluoruros, Dureza, Sélidos suspendidos totales, Fosforo total, Nitrogeno total y
Demanda bioquimica de Oxigeno estan dentro de los valores estipulados en las normas
mexicanas NOM-001-SEMARNAT-1996 y NOM-002-SEMARNAT-1996. Mientras que
las caracteristicas: Oxigeno disuelto, Conductividad, Amonio e NaClO no estan

contempladas dentro de las normas antes mencionadas.
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Tabla 2. Caracteristicas fisicoquimicas del efluente hospitalario

Parametro fisicoquimico | Efluente hospitalario Limites maximos permisibles
evaluado NOM-001- NOM-002-
SEMARNAT-1996 SEMARNAT-
1996
Temperatura (°C) 15.3+0.5 40 40

Oxigeno disuelto (mg/L) 13.6 +0.3 N.E. N.E.
Conductividad (puS/cm) 7.3 £0.7 N.E. N.E.
pH 8.1 £0.2 6.5-85 6-9
Cloruros (mg/L) 203 +4 250 N.E.
Floruros (mg/L) 6.7 +£0.9 0-15 N.E
Dureza (mg/L) 2.45 £0.1 500 N.E.
Amonio (mg/L) 0.97 £0.2 N.E. N.E.

Solidos suspendidos 42 +1.2 60 40-60

totales (mg/L)

Fésforo total (mg/L) 8.3 +0.8 10 10
Nitrégeno total (mg/L) 19 +0.5 25 N.E.
Demanda bioquimica de 43 £0.3 60 40 - 60

oxigeno (mg/L)
NaCIlO (mg/L) 1.3 £0.1 N.E. N.E.

N.E. = No establecido en la norma

7.1.2. Caracterizacion de los metales presentes en el efluente hospitalario

En la tabla 3, se presentan los datos obtenidos de la cuantificacion de los metales presentes
en el efluente hospitalario y su contraste con los limites establecido en las en las normas
mexicanas NOM-001-SEMARNAT-1996 y NOM-002-SEMARNAT-1996. Los valores de
los metales As, Cd, Cu, Cr, Ni y Zn se encuentran dentro de los limites establecidos en las

normas. Mientras que Hg como Pb estan por arriba de lo estipulado en la normatividad
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mexicana, en el caso de Hg presento lo doble de la concentracion permitida en la NOM.002

y 3.7 veces mas en contraste con la NOM- 001 y en el caso de Pb presenta 0.078 mg/L més

en contraste con los limites de la norma NOM-001.

Tabla 3. Metales detectados en el efluente hospitalario

Metal Concentracion Limites de Limites maximos permisibles
(mg/L) cuantificacion
LD LC NOM-001- NOM-002-
(mg/L) (mg/L) | SEMARNAT- | SEMARNAT-
1996 1996
As 0.017 +0.001 2.65 5.39 0.2 0.75
Cd 0.052 +0.001 1.82 6.23 0.2 0.75
Cu 0.34 +0.001 2.48 5.23 6.0 15
Cr 0.63 £0.02 1.73 5.28 1.0 0.75
Hg 0.037 £0.001* 0.89 3.45 0.01 0.015
Ni 0.67 £0.001 1.12 4.67 4 6
Pb 0.478 +£0.03* 0.94 4.17 0.4 1.5
Zn 0.478+0.02 1.03 6.78 20 9

* Excede los limites de las normas mexicanas, LD: Limite de deteccion; LC: Limite de cuantificacion.

7.1.3. Caracterizacion de los farmacos presentes en el efluente hospitalario

En la tabla 4, se presentan los datos obtenidos de los 11 medicamentos, como

microcontaminantes emergentes determinados en el efluente hospitalario. Este tipo de

microcontaminates no esta incluido en la normatividad mexicana. Se encontraron valores

que van desde 0.018 pg/L para el caso del 17 3 estradiol, hasta concentraciones de 4.01

pg/L para la penicilina. Los 3 farmacos que presentaron la mayor concentracién son:

penicilina con 4.01 pg/L, paracetamol con 2.84 pug/L, metoprolol con 2.8 pg/L vy

glibenclamida 2.03 pg/L.
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Tipo de Farmaco Compuesto Concentracion LD LC
(Hg/L) (ng/L) (ng/L)
AINEs Diclofenaco 0.60 £ 0.08 0.02 0.08
Ibuprofeno 0.72+0.12 0.01 0.05
Naproxeno 1.83+0.30 0.75 5.82
Paracetamol 2.84+£0.09 0.38 1.56
R-lactamicos Penicilina G 4.01+0.30 0.12 0.40
Penicilina V 0.56 £0.10 0.22 0.74
Antidiabeticos Glibenclamida 2.03+0.08 13.54 45.13
Metformina 1.42 +0.06 0.54 2.51
R-bloqueadores Atenolol 0.023 +£0.002 0.04 0.12
Metoprolol 2.8+0.16 0.12 0.39
Hormonas 17 R estradiol 0.018 + 0.001 0.01 0.05

LD: Limite de deteccién; LC: Limite de cuantificacion; AINEs: Antiinflamatorios no esteroideos.

7.2. Datos de embrioletalidad y teratogenicidad inducido por el efluente

hospitalario

7.2.1. ClLso, CEso e indice teratogénico a las 96 hpf

En la tabla 5 se muestran los porcentajes de mortalidad y de malformaciones que se
obtuvieron después de la exposicion a diferentes proporciones del efluente hospitalario. Y
los cuales fueron empleados para determinar CLso y CEso con el programa Spearman-
Karber asi como sus intervalos de confianza al 95% (p<0.05). El indice teratogénico se
determind tomando en cuenta la relacion entre CLso/CEso- de malformaciones, el cual fue de

1.46 y por lo que el efluente hospitalario en estudio fue considerado como teratogénico.



Tabla 5.- Porcentaje de mortalidad y malformaciones en ovocitos de Cyprinus carpio
expuestos a efluente hospitalario

Proporcion de NuUmero de embriones ) Malformaciones
Mortalidad (%)
efluente (%) expuestos (%)

0 60 0 0/60 (0)
3 60 16/60 (0.26) 25/60 (0.42)
35 60 18/60 (0.30) 27/60 (0.45)
4 60 20/60 (0.33) 27/60 (0.45)
45 60 23/60 (0.38) 31/60 (0.52)
5 60 25/60 (0.41) 37/60 (0.62)
55 60 28/60 (0.46) 44/60 (0.73)
6 60 35/60 (0.58) 53/60 (0.88)
LC50 = 5.654 EC50=3.852
Cl =[4.990-7.474] Cl =[3.479-

4.149]

indice teratogénico
1.467

7.2.2. Efectos tdxicos inducidos por el efluente hospitalario (normales, muertos y
malformaciones)

En la Fig. 9 se muestran los datos de los ovocitos expuestos al efluente hospitalario y los
diferentes porcentajes de ovocitos que se mantuvieron normales, los que presentaron alguna
alteracion teratogénica y los que murieron. Se puede observar que los ovocitos con
teratogénesis estuvieron entre un 20 y 34%, y los muertos entre 17 y 29%. Es importante
resaltar que, en las proporciones méas altas del efluente hospitalario, se incremento el
namero de muertes, porque las alteraciones teratogénicas pusieron en peligro la integridad
del ovocito. En el control, el desarrollo de los ovocitos se mantuvo normal hasta las 96 hpf

Y no se presentd ninguna muerte ni alteraciones teratogénicas.
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Figura 9. Numero de ovocitos normales, con teratogénesis y muertos a las 96 hpf, expuestos a

diferentes proporciones del efluente hospitalario.

7.2.3. Embriotoxicidad inducida por el efluente hospitalario

En la Fig. 10 se puede observar el puntaje obtenido a cada una de las proporciones del
efluente hospitalario evaluado a los diferentes tiempos de exposicion empleados, como se
puede observar en el caso del control el puntaje obtenido fue el maximo en cada tiempo de
exposicion dado que el desarrollo del ovocito fue normal, sin embargo como se observa al
ir incrementando la proporciones de efluente hospitalario el puntaje fue disminuyendo
debido a todas las alteraciones presentadas en el desarrollo embrionario, en la proporcion
del 6% el decremento en el puntaje fue mas drastico. También se observa que a medida que
transcurre el tiempo la diferencia entre puntaje de los ovocitos expuestos al efluente

hospitalario y el grupo testigo es mas significativo.
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Figura 10. Curva de Puntuacion a la morfologia general a las diferentes horas post fertilizacion en
ovocitos expuestos a efluente hospitalario

7.2.4. Principales malformaciones inducidas por la exposicion de ovocitos de

Cyprinus carpio a efluente hospitalario

En la Fig. 11 se muestra la frecuencia de las alteraciones teratogénicas observadas en los
ovocitos de Cyprinus carpio expuestos a diferentes proporciones del efluente hospitalario,
como se puede observar las mas frecuentes fueron: deformacion del saco vitelino,
escoliosis, modificacion de la estructura de la notocorda, malformacion de la cola,
deformacion de las aletas e hiperplasia de la boca. EI nimero de malformaciones estuvo
entre 20-34%, poniendo el riesgo la integridad del ovocito de la carpa conforme

incrementaba el tiempo de exposicion.
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Figura 11. Malformaciones inducidas por la exposicion de ovocitos de Cyprinus carpio a diferentes

proporciones del efluente Hospitalario.

En la Fig. 12, se observan las diferentes malformaciones que se presentaron en los ovocitos
de la carpa comin después de la exposicion al efluente hospitalario. En el control se
observa el desarrollo de los ovocitos de la carpa a las diferentes hpf. Los organismos
expuestos se compararon con el sistema control, teniendo a las 72 y 96 hpf las alteraciones
mas severas, siendo estas: malformaciones esqueléticas escoliosis, alteraciones de la
notocorda, hiperplasia de la boca, y edema pericardico. También se observa la presencia de
varias estructuras morfoldgicas alteradas en el mismo individuo, principalmente en las
proporciones méas altas y en los ultimos tiempos de desarrollo, estas alteraciones fueron

muy severas en algunos ovocitos ocasionando su muerte.



56

Proporcion de
efluente
hospitalario

0%
(Control)

3%

3.5%




57

4%




58

5%

5.5%




59

6%

Por sus siglas en inglés: DD = Retraso del desarrollo; DHP= Retraso en el proceso de eclosion;

FD =Deformacion de la aletas; H = Hipopigmentacion; HH = Hemorragia en la cabeza; HT = Hemorragia en
la cola; HY = Hemorragia en el saco vitelino; M = Severas; MCS =Modificacion de la estructura de la corda;
MH = Malformacién en la cabeza; MHE =Malformacion en el corazén; MHP = Hiperplasia bucal; MO
=Malformacion de los otolitos; MT = Malformacién de la cola; PE = Edema Pericardico; R =Raquiquismo; S

= Escoliosis; YD = Deformacion del saco vitelino; YSE = Edema del saco vitelino.

Figura 12. Malformaciones en los ovocitos de la carpa comun inducidas por la exposicion al
efluente hospitalario a las 12, 24, 48, 72 y 96 hpf, por diferentes proporciones de efluente

hospitalario.
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8. Discusioén

Una de las principales razones por la que es necesaria la evaluacion toxicologica que
generan los efluentes hospitalarios sobre los organismos acuaticos, es que la liberacion de
los compuestos que contienen estas agua residuales van directamente al alcantarillado
municipal (Langford y Thomas, 2009) y a los cuerpos de agua, donde los organismos
acuaticos estan siendo expuestos contantemente y generan efectos deletéreos sobre estas

especies.

El presente estudio pretende aportar informacion acerca de los riesgos toxicos de este tipo
de descargas y su impacto ecolégico; ya que hay pocos estudios; asi como contar con la
base para proponer algunas alternativas para evitar el deterioro ecoldgico que se estéd

generando al medio ambiente.

El hospital en estudio no cuenta con una planta de tratamiento de sus aguas residuales, y
como Unica medida de tratamiento emplean la cloracién por ser un método fécil y
econdmico. Sin embargo hay diversos reportes que han referido que hay un incremento en
la toxicidad en diversas especies acudaticas despues del tratamiento de aguas residuales por

el método de cloracién (Gopal et al., 2007; Pignata et al., 2012).

En los resultados de la caracterizacion fisicoquimica del efluente hospitalario, se observa
que la mayoria de las propiedades fisicoquimicas se encuentran dentro de la normatividad
de Meéxico, los parametros que no estan contemplados en las normas fueron oxigeno
disuelto, conductividad, amonio y NaClO. No obstante, los valores de oxigeno disuelto,
pH, conductividad y amonio encontrados en el efluente son apropiados para la
supervivencia de C. Carpio y no han sido relacionados con alteraciones fisiologicas o

bioquimicas en organismos acuaticos (Laszlo et al., 2002; Postma et al., 2002).

El hipoclorito de sodio NaCIlO es usado comunmente como desinfectante de hospitales, en
este este estudio se encontraron concentraciones de 1.3 mg/L de NaClO. En la literatura hay

reportes de que concentraciones entre 0.55 mg/L y 1.24 mg/L son capaces de generar
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efectos genotoxicos en eritrocitos de Cyprinus carpio (Buschini et al., 2004). EI NaCIO
resulta toxico para organismo acuéticos como microcrustdceos, peces y moluscos en
concentraciones de hasta 1 mg/L, ademaés afecta el fitoplacton en concentraciones de entre
0.05 mg/L y 0.15 mg/L (Emmanuel et al., 2005). Cuando el NaCIO entra en contacto con la
materia organica pueden reaccionar, creando compuestos organicos halogenados (AOX),
triclorometano, compuestos organoclorados alifaticos y aromaticos; los cuales son toxicos y
genotdxicos para organismos acuaticos (Magdaleno et al., 2014; Emmanuel et al., 2005).
Los medios de contraste de rayos X también dan lugar a la formacion de compuestos AOX,
siendo que el hospital cuenta con estudios de radiodiagndstico, no se descarta la posibilidad
de formacion de estos compuestos. Los AOX son toxicos para peces y otros organismos
acuaticos en bajas concentraciones. Muchos son persistentes y tienden a bioacumularse
(Carraro et al., 2016; Boillot et al., 2008).

Al realizar la caracterizacion quimica de los microcontaminantes presentes en el efluente
hospitalario, se observa la presencia de varios metales, los cuales se encuentran dentro de
los limites permisibles por las normas mexicanas, excepto el Hg y el Pb. Los residuos de
mercurio podrian generarse debido al instrumental utilizado en la clinica, sales de mercurio
empleados en la desinfeccion, asi como a compuestos de la clinica de odontologia presente
en dicha unidad médica. (Paz et al., 2008).

En este estudio se encontr6 0.037 mg/L de Hg, Devlin y Mottet, 1992, reportan que la
exposicion de huevos se salmon a una concentracion inferior de 29 pg/L, es capaz de
generar dafo teratbgenico y embriotoxicos como son alteraciones de la notocorda y edema
esqueleto muscular en embriones de 48 dias post fertilizacion (dpf) La exposicion a 0.01-
1.00 mg/L de Hg causo la eclosion prematura en 34% de las larvas del pez Medaka, un
incremento del 28%- 50% en la muerte y la formacién de larvas con cola doblada (Ismail y
Yusof, 2011).

El plomo forma parte de diversos compuestos como son tuberias, instalaciones eléctricas,
pinturas, baterias y en las paredes de los salones de diagndstico y tratamiento radiol6gico

(Poma, 2008), por lo que la concentracion de Pb encontrada fue de 0.478 mg/L. Alvarez,



62

2011 reporta que la exposicion de huevos de Danio rerio a 0.5 ppm de Pb, genero 70% de
malformaciones, como son escoliosis, lordosis, hipertrofia de las aletas, hemorragia cefalica
y edema pericérdico.

Metales como As, Cd, Cu, Cr, Hg, Ni, Pb y Zn estuvieron presentes en concentraciones
entre 0.017 y 0.478 mg/L. Algunos estudios han demostrado que los metales tienen la
capacidad de producir embriotoxicidad y teratogenicidad en organismos acuéticos. Un
estudio realizado por Pérez-Alvarez et al., (2018) demostrd, que los mismos metales
presentes en el efluente hospitalario en estudio durante 2017 indujeron estrés oxidativo,
embriotoxicidad y teratogenicidad, en Lithobates catesbeianus y Xenopus laevis. Se ha
demostrado que concentraciones entre 30 pg/L a 88.2 mg/L de Cr son capaces de inducir
alteraciones entre las que destacan citotoxicidad, afectacion del sistema inmune, dafio al
ADN vy alteraciones embrionarias en especies como Labeo rohita, Pimephales promelas,
Salmo gardnerii, Cyprinus carpio, Oreochromis nilitica, entre otras (Bakshi y Panigrahi,
2018).

En el efluente hospitalario se encontraron principalmente AINES en un rango de
concentracion de 0.60 a 2.84 ug/L, dentro los que destacan diclofenaco (DCF) estudio
realizado por Xia et al., (2017) demostré que exposiciones a 5.50 y 500 ug/L de
diclofenaco e ibuprofeno produjeron retraso en la eclosién de embriones, asi mismo afectan
la actividad motora de las larvas de pez zebra. El ibuprofeno (IBP) a concentraciones de
0.01 and 0.1 pg/L reduce el desarrollo normal en la larva pluteus y a concentraciones de 5
Hg/L se observa una permanencia en el estadio de blastula y gastrula (Aguirre-Martinez, et
al, 2015).

En el efluente hospitalario evaluado, también se encontraron penicilina G y V,
antidiabéticos como la glibenclamida y metformina, B-blogueadores como atenolol y
propanolol y hormonales como 17-B-estradiol. Los 3 farmacos que se presentaron en mayor
concentracion fueron: penicilina con 4.01 pg/L, paracetamol con 2.84 ug/L y metoprolol
con 2.8 pg/L, los cuales coindicen con la literatura como los farmacos de mayor consumo y

presencia constante en efluentes hospitalarios (Helwig et al., 2013).
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El amplio uso de antibioticos ha provocado una constante disposicion de ellos en el
ambiente, provocando efectos deletéreos sobre los organismos. La exposicién a 0-10 ppm
de amikacina genero una reduccion en las aletas de Danio rerio, de manera dosis
dependiente (Cheng et al., 2012).

Hermsen et al., (2011), refieren diversos efectos por exposicion a carbamazepina,
diclofenaco y metoprolol, a concentraciones de 30.6, 1.5 y 12.6 mg/L respectivamente,
destacando retardo en el crecimiento, retraso en la eclosion, deformacion de cola y saco
vitelino, y escoliosis en embriones de Danio rerio. Los B-bloqueadores como el metoprolol
(encontrado en este estudio) han sido asociados a disminucion de la frecuencia cardiaca,
retraso en la eclosion y aumento en la mortalidad de Danio rerio en concentraciones de 8 y
16 mg/L (Sun et al., 2014).

El 17-B-estradiol se agrupa dentro de los disrruptores endocrinos, los cuales se encuentran
en la lista prioritaria de contaminantes. El 17-B-estradiol se encontr6 en el presente
hospital, en una concentracion de 0.018 pg/L. se ha reportado ser capaz de inducir estrés
oxidativo, dafio al ADN vy alteraciones al desarrollo embrionario en Cyprinus carpio y
Dendraster excentricus a concentraciones de 0.001, 0.01, 0.1, 1, and 10 mg/L (Orozco-
Hernandez et al., 2018;Rempel et al., 2009).

Los resultados de embrioletalidad encontrados en este estudio demostraron que el efluente
hospitalario evaluado es muy toxico para los ovocitos de Cyprinus carpio, ya que una
proporcion de 5.64% del efluente hospitalario provocé una mortalidad del 50% de los
ovocitos expuestos. Diversos estudios han demostrado la ocurrencia y efectos tdxicos de
efluentes hospitalarios sobre algunos organismos acuaticos como bacterias, algas,
crustaceos y peces, por la presencia de diversos contaminantes presentes en esta descarga
(Jolibois y Guerbet, 2006; Zgorska et al., 2011; Magdaleno et al., 2012) Trabajos anteriores
con efluentes hospitalarios en México sobre especies juveniles de Cyprinus carpio, por
Neri cruz et al., 2015 y Olvera- Néstor et al., 2016 reportaron una CL50 de 5.5 % y 5.49 %,
respectivamente. En otras especies se ha reportado valores como desde CEsq18.77% en
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Pseudokirchneriella subcapitata, hasta CEso 59.77% en Artemia salina (Zgorska et al.,
2011).

El efluente hospitalario en estudio demostré inducir alteraciones al desarrollo
embrionario y efectos teratogénicos en ovocitos de Cyprinus carpio expuestos a las
diferentes proporciones del efluente hospitalario, con una ECs0=3.852%.

Las malformaciones y afectaciones al desarrollo embrionario son mayores en los ultimos
estadios del desarrollo (72 y 96 hpf) y en las proporciones mas altas de E.H. La diferencia
en el desarrollo embridn de los organismos expuestos con respecto a los testigos, se observa
a partir de las 48 hpf, esto por la aparicion de nuevas estructuras o caracteristicas
fisiologicas en el embridn, las cuales pueden verse afectadas por los diversos contaminantes

del efluente hospitalario.

Son pocos los estudios que han estudiado el potencial teratdgenico y embriotoxico del
efluente hospitalario, como Pérez-Alvarez et al., 2018, donde demostraron la induccion de
embriotoxicidad en Xenopus laevis and Lithobates cataesbeianus mediante el ensayo
FETAX; reportando afectaciones como malformacién craneal, cola doblada, microcefalia,
edema cardiaco, edema facial, malformaciones oculares y severas Asi como la induccion de

estrés oxidativo.

Dentro de las malformaciones observadas en los ovocitos de Cyprinus carpio después de la
exposicion a EH se encontré con mayor frecuencia: deformacion del saco vitelino,
escoliosis, modificacion de la estructura de la notocorda, malformacion de la cola,
deformacion de las aletas e hiperplasia de la boca. Y en menor frecuencia malformaciones
esqueléticas, y edema pericardico. El saco vitelino esta presente en la mayoria del
desarrollo embrionario, es capaz de biotransformar productos (Honkanen et al; 2008).
Contiene enzimas asociadas a su catabolismo, la biotransformacion de compuestos y puede
alterar el efecto de la sustancia teratogénica. Se observa un aumento gradual de las enzimas
antioxidantes durante la embriogénesis (Barile, 2007). Lo que puede aumentar la cantidad

de radicales libres y por ende generar estrés oxidativo.
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Los resultados obtenidos sobre los efectos embriotdxicos y teratogénicos presentados en los
ovocitos de Cyprinus carpio, pueden ser explicados por los mecanismos de accién de los
compuestos presentes en el efluente hospitalario.

Los metales han sido asociados con estrés oxidativo en organismos acuaticos (Gomez
Olivan et al; 2017), ya que los radicales libres que se forman son capaces de inducir
lipoperoxidacion, carbonilacion de proteinas y dafio al ADN (Lushchak, 2011). Los metales
pueden afectar una gran variedad de procesos fisioldgicos, bioquimicos y metabdlicos en el
desarrollo de ovocitos de peces como Cyprinus carpio, derivando en retraso en el
desarrollo, anomalias morfoldgicas y funcionales o la muerte de los individuos mas

sensibles (Jezierska et al., 2009).

Se ha reportado que los metales (Cd, As, Pb) alteran el proceso osmotico de los ovocitos y
la actividad enzimatica; también inducen retraso en el crecimiento, malformaciones de la
columna espinal y alteraciones del tamafio del saco vitelino (Jezierska et al., 2009; Garcia
et al., 2006). Estos metales son miméticos al Ca*? y pueden atravesar la membrana, desde
la neurulacién. Ademas, pueden ocupar los sitios del calcio en numerosas proteinas.
(Jezierska et al., 2009). Pueden llegar a afectar la actividad enzimética de enzimas como
citrato sintasa, succinato deshidrogenasa, lactato deshidrogenasa y la Ca?*-ATPasa, entre
otras (Shaw y Handy, 2011; Baldisserotto et al., 2004).

Se ha observado, que metales como Pb, Cd, Cu y Zn son capaces de generar retrasos en la
organogénesis, retardo en el proceso de pigmentacion del ojo y del cuerpo. También se ha
observado alteraciones en el latido del corazén y retraso en la eclosion en especies como
Cyprinus carpio y Melanotaenia fluviatilis (Witeska et al., 2014; Williams y Holdway,
2000). Los metales son capaces de generar diversos efectos teratogénicos como
deformacion de la notocorda, escoliosis, edema de la aleta dorsal, edema en los ojos, boca,
cabeza y malformacion de ojos, hipopigmentacién, deformaciones en el saco vitelino, en
especies como Pimephales promelas, Clarias gariepinus, Danio rerio y Cyprinus carpio
(Cheng et al., 2000; Hallare et al., 2005; Osman et al., 2007).
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En caso de los farmacos, los antiinflamatorios no esteroideos como el IBP a
concentraciones de 10- 100 pg/L han demostrado inducir algunas alteraciones como edema
pericardico, disminucion de la frecuencia cardiaca, malformaciones y pérdida de las aletas
pectorales en embriones de Danio rerio (David y Pancharatna, 2009). En X. laevis y L.
catesbeianus a concentraciones de generé malformaciones en la cola y la notocorda, edema
mdaltiple, retraso en el crecimiento, hipopigmentacion e inhibicion del crecimiento
(Cardoso —Vera et al., 2017). Se ha demostrado que hay un incremento en el tiempo de
eclosion por exposicién a DCF e IBP a diferentes concentraciones en pez zebra y en
japonés Medaka (David y Pancharatna, 2009; Lee et al., 2011). Estos efectos se atribuyen a
los mecanismos de accion del IBP que es la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa 1
(COX-1), ya que las prostangladinas obtenidas de este enzima son necesarias para el
proceso de segmentacion en los huevos, neurotransmision de sefiales y regulacion del

sistema circulatorio (David y Pancharatna, 2009; Cardoso —Vera et al., 2017).

Algunos estudios han reportado que el fendmeno de estrés oxidativo genera dafios a los
ovocitos, asi como alteraciones mitocondriales, deplecion de ATP, dafio al ADN, apoptosis
y retrasos en el desarrollo embrionario en embriones de mamiferos y humanos (Aitken y
Krausz, 2001). De forma similar a los hallazgos encontrados en mamiferos se ha
demostrado el rol de estrés oxidativo en la generacion de alteraciones en embriones y larvas
de peces como Pleuragramma antarcticum, Oncorhynchus mykiss, y Macrobrachium
rosenbergii (Dandapat et al., 2003; Dietrich et al., 2005; Regoli et al., 2005). De manera

general, se ha asociado al estrés oxidativo es un mecanismo que puede generar alteraciones.

Los Disruptores Endocrinos como 17 B estradiol generaron edema y microcefalia en
Xenopus laevis, lo que se correlaciono con inhibicion de la expresion génica (Sone et al.,
2004). Estos compuestos pueden interactuar con receptores estrogenitos y modificar la
sintesis, liberacion, transporte, unién, accion y eliminacion de hormonas estrogeénicas,
afectando el comportamiento y desarrollo de los organismos expuestos a estas sustancias
(Dumitrescu et al, 2009). Los receptores estrogenitos se han asociado con la regulacion

transicional de varias proteinas que participan en la proliferacion y diferenciacién celular.



67

El hipoclorito de sodio ha generado afectacion sobre la longitud de la larva del erizo de
mar, generando longitud esquelética més cortas (Rock et al., 2011). En Daphnia magna
generd afectaciones esqueléticas y a los tubos de Malpighian (Ton et al., 2012). Este
compuesto también podria estar asociado a la reduccion de longitud en los fetos humanos,
después de consumo por parte de la madre de agua desinfectada con NaClO. Ya que se ha
visto que la unién de compuestos clorado con hemoglobina, origina metahemoglobina y
esto podria generar hipoxia, un factor de teratogénesis (Kanitz et al., 1996).

Se ha reportado el efecto toxico de diversos contaminantes presentes en el efluente
hospitalario sobre organismos acuaticos por separado En este tipo de efluentes, los
contaminantes se encuentran en mezclas complejas, donde pueden interaccionar entre si
alterando su toxicidad. Prestando principalmente un enfoque de aditivismo cuando los
mecanismos de accion de los productos quimicos son similares, aunque hay evidencia de
interacciones casi aditivas, incluso con productos quimicos que tienen diferentes
mecanismos de accion (Emmanuel et al; 2005; Li y Lin, 2015). Por ejemplo, los metales
pueden presentar interaccion sinérgica entre ellos, potenciando sus efectos tdxicos
(Kosmehl et al., 2012). De igual manera los farmacos pueden interactuar entre si y con los

metales generando efectos aun a concentraciones traza (ug/L- ng/L) (Quinn et al., 2009).

Este tipo de mezclas complejas puede contener diversos metabolitos y los subproductos de
transformacion generados por los compuestos, principalmente los derivados de productos
farmacéuticos. Los cuales pueden generarse después de someter las descargas a un proceso
de remocion o al entrar en contacto con el ambiente y con los organismos sufriendo

procesos de biotranformacion (Lin y Lin, 2015).
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PERSPECTIVAS

Se recomienda seguir realizando estudios de este tipo de descargar, en diferentes
temporadas de muestreo, con diferentes organismos y a largo plazo, ya que se cuenta con

poca informacion al respecto.

Asi como monitorear la eficiencia del tratamiento que se le da al efluente hospitalario,
considerando las actividades y los microcontaminantes que pudieran estar presentes en el
efluente. Y modificar las normas mexicanas, incluyendo producto quimico y farmacéuticos,

por lo menos aquellos incluido en la lista de prioridades europeas (Carraro et al., 2016).
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9. Conclusién

Los parametros fisico quimicos del efluente hospitalario estudiado se encuentra dentro de
los valores reglamentarios permitidos por las normas mexicanas, pero el efluente
hospitalario es una mezcla compleja que puede llegar a generar efectos teratogénicos,
embriotoxicos y letales en especie acuaticas como Ciprinus carpio.

En este estudio se obtuvo un valor de LCso = 5.654%, de ECs0=3.852% y un indice
teratogénico de 1.467, después de exponer ovocitos a diferentes concentraciones de esta
descarga, por lo que podemos decir que el efluente hospitalario es teratogénico para
ovocitos de Cyprinus carpio. Dentro de las principales malformaciones encontradas en los
ovocitos se encuentran: deformacion del saco vitelino, escoliosis, notorda modificada,
malformacidn de la cola, hiperplasia de la boca y retraso de la eclosion.

Los principales microcontaminantes encontrados en el efluente hospitalario fueron metales
(As, Cd, Cu, Cr, Hg, Ni, Pb y Zn) en concentraciones entre 0.017 y 0.478 mg/L, 11
productos farmacéuticos, entre los que se encontraron AINE's, antibioticos, antidiabéticos
B-bloqueadores y hormonales, en concentraciones de 0.018 pg/L a 4.01 pg/L y productos
de limpieza como el hipoclorito de Sodio (1.3 mg/L). Algunos de los cuales no se
encuentran considerados en las normas mexicanas y han demostrado tener efectos
teratogénicos y letales sobre organismos acuaticos a esas concentraciones. Los podrian ser
la causa de los efectos teratogénicos encontrados en el presente estudio, asi como la mezcla
de estos productos, sus metabolitos y productos de degradacion.

Es necesario seguir haciendo estudios y seguimiento a este tipo de descargas, con el fin de
proponer un manejo adecuado de este tipo de mezclas complejas, como serian métodos
nuevos de tratamiento de aguas residuales o la incorporacion de compuestos a las normas
mexicanas, como es el caso de los productos farmacéuticos y sus metabolitos.
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