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Resumen

En los Ultimos afnos, los farmacos han sido catalogados como contaminantes emergentes debido a
su persistencia en el ambiente y a los efectos adversos que han generado a los ecosistemas y a la
salud de los humanos. Entre estos compuestos destacan los antinflamatorios no esteroideos (AINEs)
debido a su amplio consumo y su frecuente deteccién en mantos acuiferos, lo que los convierte en
un grupo prioritario de estudio en el ambito de la toxicologia.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la presencia y concentracién de AINEs en
compartimentos acuaticos de los municipios de Jiutepec y Temixco en el estado de Morelos, asi
como analizar el posible impacto ambiental mediante un enfoque integral. Con este propdsito y con
la finalidad de conocer qué grupo de farmacos tenia mayor probabilidad de ser detectado en estas
zonas, se desarrollaron y aplicaron encuestas de consumo a los usuarios del Sistema de Agua Potable
y Alcantarillado de Cuernavaca (SAPAC), asi como identificar las practicas de disposicion final de los
medicamentos por parte de la poblacién.

Se disefid y validé un método analitico por cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) para la
cuantificacion de 4cido salicilico (AS), ketorolaco (KET), naproxeno (NAP), diclofenaco (DIC) e
ibuprofeno (IBU) en muestras ambientales. El método analitico se llevé a cabo empleando una
longitud de onda de 220 nm y una columna cromatografica C18. Como fase movil se utilizd una
mezcla de acetonitrilo y agua acidulada con 1% de acido fosférico, operando bajo un sistema de
elucién por gradiente.

Se establecid un plan de muestreo en distintas zonas de Jiutepec y Temixco, donde se incluyeron
aguas residuales y efluentes de plantas de tratamiento con la finalidad de establecer una recoleccién
sistematica de muestras para su posterior analisis. Ademas, se hizo un analisis predictivo in silico
mediante plataformas especializadas como admetSAR, VEGA Hub y preADMET, con el propdsito de
estimar propiedades toxicoldgicas y ambientales de los compuestos estudiados. Finalmente, se
desarroll6 un modelo in vivo utilizando Daphnia magna para la evaluacion de toxicidad aguda,
determinando la concentracién letal media (CLso) mediante analisis Probit.

Los resultados que se obtuvieron indicaron que el 81.25 % de la poblacién encuestada carece de
conocimiento sobre las practicas adecuadas de disposicion final de medicamentos, lo que pudiera
favorecer que los residuos de éstos puedan ser detectados en el ambiente. Al igual que otros
reportes a nivel mundial, en este estudio se identificé que los AINEs constituyen uno de los grupos
de farmacos con mayor presencia en los hogares.

El método analitico desarrollado demostré ser selectivo, lineal (r > 0.99), preciso (nivel bajo CV =2
%, intermedio CV =2 % y alto CV = 2 %) y exacto (recobro entre 80 % y 110 % para niveles bajos y
medios y recobro entre 70 % y 120 % para niveles cercanos al limite de deteccién), siendo adecuado
para la deteccién y cuantificacidon de los compuestos de interés, permitiendo confirmar la presencia
de los residuos de AINEs, principalmente de AS, KET y NAP en barrancas y canales a concentraciones
de 0.0045, 0.072 y 0.0046 pg/mL, respectivamente, en el municipio de Jiutepec. La presencia de DIC
e IBU en todos los puntos de muestreo monitoreados no fue detectada bajo las condiciones
analiticas empleadas. Por otro lado, los estudios in silico con admetSAR 3.0 mostraron a diclofenaco
como uno de los farmacos potencialmente téxicos para las cuatro especies analizadas (Daphnia
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magna, Tetrahymena pyriformis, Lepomis macrochirus y Oncorhynchus mykiss) con un 72.9, 99.7,
83.1y 88. 5 % de toxicidad predicha, respectivamente; y el dcido salicilico como el menos téxico
para tres de estas especies. VEGA y preADMET identifican a diclofenaco como el compuesto mas
toxico con concentraciones de 480 pg/mL y 30 pg/mL, respectivamente. Las pruebas definitivas de
los estudios in vivo mostraron a ibuprofeno como uno de los AINEs con mayor potencial toxicolégico
de los farmacos evaluados, destacando la sensibilidad de Daphnia magna frente a las pruebas de
exposicion.

En conjunto, estos hallazgos muestran la presencia de algunos AINEs y evidencian potencial
ecotoxicoldgico bajo condiciones experimentales sobre un eslabén de organismos acudticos; se
resalta la necesidad de fortalecer las estrategias de monitoreo, regulacién y educaciéon ambiental
orientada a la correcta disposicién de medicamento y asi como buscar estrategias para la mitigacién
del impacto de AINEs en los ecosistemas acudticos.
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Abstract

In recent years, pharmaceuticals have been classified as emerging contaminants due to their
persistence in the environment and the adverse effects they have caused to ecosystems and human
health. Among these compounds, non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) stand out due to
their high consumption and frequent detection in aquifers, making them a priority group of study in
the field of toxicology.

The objective of this work was to evaluate the presence and concentration of NSAIDs in aquatic
compartments within the municipalities of Jiutepec and Temixco in the state of Morelos, as well as
to analyze the potential environmental impact through an integrated approach. To this end, and
with the purpose of determining which group of pharmaceuticals was most likely to be detected in
these areas, consumption surveys were developed and administered to users of the Water Supply
and Sewage System of Cuernavaca (SAPAC). Additionally, the final disposal practices of medications
by the population were identified.

An analytical method was designed and validated using high-performance liquid chromatography
(HPLC) for the quantification of salicylic acid (SA), ketorolac (KET), naproxen (NAP), diclofenac (DIC),
and ibuprofen (IBU) in environmental samples. The analytical method was carried out using a
wavelength of 220 nm and a C18 chromatographic column. A mixture of acetonitrile and water
acidified with 1 % phosphoric acid was used as the mobile phase, operating under a gradient elution
system.

A sampling plan was established in different areas of Jiutepec and Temixco, which included
wastewater and effluents from treatment plants in order to establish a systematic collection of
samples for subsequent analysis. In addition, an in silico predictive analysis was performed using
specialized platforms such as admetSAR, VEGA Hub, and preADMET, with the purpose of estimating
the toxicological and environmental properties of the studied compounds. Finally, an in vivo model
was developed using Daphnia magna for acute toxicity assessment, determining the median lethal
concentration (LC50) through Probit analysis.

The results obtained indicated that 81.25 % of the surveyed population lacks knowledge regarding
proper medication disposal practices, which could favor the detection of these residues in the
environment. Consistent with other global reports, this study identified that NSAIDs constitute one
of the pharmaceutical groups with the highest presence in households.

The developed analytical method proved to be selective, linear (r > 0.99), precise (low level CV =2
%, intermediate CV = 2 %, and high CV = 2 %), and accurate (recovery between 80 % and 110 % for
low and medium levels, and recovery between 70 % and 120 % for levels close to the limit of
detection). It was found suitable for the detection and quantification of the compounds of interest,
allowing the confirmation of NSAID residues (mainly SA, KET, and NAP) in ravines and canals at
concentrations of 0.0045 pg/mL, 0.072 pug/mL, and 0.0046 pug/mL, respectively, in the municipality
of Jiutepec. The presence of DIC and IBU was not detected under the employed analytical conditions
at any of the monitored sampling points. On the other hand, in silico studies with admetSAR 3.0
showed diclofenac to be one of the potentially toxic drugs for the four analyzed species (Daphnia
magna, Tetrahymena pyriformis, bluegill sunfish, and rainbow trout) with 72.9 %, 99.7 %, 83.1 %,
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and 88.5 % of predicted toxicity, respectively; meanwhile, salicylic acid was the least toxic for three
of these species. VEGA and preADMET identified diclofenac as the most toxic compound, with
concentrations of 480 pg/mL and 30 pg/mL, respectively. Definitive tests from the in vivo studies
showed ibuprofen as one of the NSAIDs with the highest toxicological potential among the
evaluated drugs, highlighting the sensitivity of Daphnia magna to the exposure tests.

Altogether, these findings demonstrate the presence of certain NSAIDs and provide evidence of
ecotoxicological potential under experimental conditions on a specific link in the aquatic organism
chain. This highlights the need to strengthen monitoring, regulatory, and environmental education
strategies focused on proper medication disposal, as well as to seek strategies for mitigating the
impact of NSAIDs on aquatic ecosystems.
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1. Introduccién

La presencia de compuestos farmacéuticos en el ambiente se ha convertido en un tema de
importante relevancia cientifica en las Ultimas décadas, particularmente por ser considerados como
contaminantes emergentes. Dicho término hace referencia a sustancias que, si bien no se
caracterizan por ser nuevas, han sido recientemente detectadas en diferentes matrices
ambientales; estos reportes han surgido gracias a los avances de las técnicas analiticas. También el
término hace referencia a sustancias cuya presencia en el ambiente y sus efectos no habian sido
considerados como un riesgo significativo. Entre estos compuestos se incluyen antibioticos,
hormonas, analgésicos, tranquilizantes y farmacos utilizados en tratamientos oncolégicos, los cuales
han sido detectados en diversos ecosistemas, especialmente en compartimentos acuaticos.

En la actualidad existen multiples estudios que han evidenciado que los medicamentos se
constituyen como una nueva clase de contaminantes ambientales, esto debido a su continua
incidencia en el entorno y su persistencia en diferentes medios. La presencia de los medicamentos
en el ambiente tiene diferentes fuentes. Una fraccién considerable de los farmacos administrados
a humanos y animales es excretada sin cambios o como metabolitos activos, confiriendo cierta
facilidad para ingresar a los sistemas de alcantarillado. Existen otras vias de contaminacién, como la
descarga de los residuos provenientes de la industria farmacéutica y la disposicién inadecuada de
los medicamentos caducos o en desuso. Una vez que estos contaminantes se liberan, pueden
infiltrarse en los cuerpos de agua de la superficie o de manera subterranea, alcanzando fuentes
destinadas al abastecimiento de agua potable.

La presencia de farmacos en el ambiente plantea riesgos tanto para los ecosistemas como para la
salud humana. Se ha reportado efectos adversos en organismo acuaticos los cuales incluyen
alteraciones fisioldgicas, bioacumulacidn y toxicidad crénica, incluso en concentraciones traza. Del
mismo modo, la continua exposicion a estos compuestos puede generar impactos indirectos en la
salud de los humanos, derivados de la contaminacidn de los recursos hidricos. En el contexto actual,
resulta fundamental estudiar la distribucidn, persistencia y efectos de estos contaminantes,
especificamente en las matrices acuaticas, las cuales actian como principales receptores y vias de
transporte.

Dentro de los distintos grupos de medicamentos existentes actualmente, los antinflamatorios no
esteroideos (AINEs) destacan como uno de los grupos de mayor relevancia desde el punto de vista
ambiental. Esto es debido a su amplio consumo a nivel mundial, su constante incidencia en la
liberacion al ambiente y sus propiedades fisicoquimicas, que favorecen estabilidad y movilidad en
sistemas acudticos. Diversos estudios han logrado comprobar la presencia de AINEs como
ibuprofeno, diclofenaco, naproxeno en agua residuales, rios y plantas de tratamiento donde en
muchos de los casos los procesos convencionales no logran su completa remocién. Adicionalmente,
estos compuestos han sido asociados a efectos toxicoldgicos significativos, lo que los posiciona
como uno de los grupos farmacolégicos de mayor interés en la evaluacion de los riesgos
ambientales.

15



Frente a la problematica que suscita en la actualidad, han surgido estrategias orientadas a reducir
el impacto de los farmacos en el ambiente, entre estas se encuentra la ecofarmacovigilancia, esta
diciplina evalia el impacto de la presencia de productos farmacéuticos y sus residuos en el
ambiente, protegiendo tanto a los seres humanos como a la fauna de la contaminacién de agua y
suelo. Sin embargo, la regulacidon en torno a la presencia de estos contaminantes en el ambiente
sigue teniendo limitantes en la mayoria de los paises, lo que ha dificultado la implementacién de
medidas efectivas de control y remediacién ante esta problematica. En este sentido, la generacién
de informacidn cientifica sélida sobre la presencia y comportamiento de estos compuestos resulta
imprescindible para sustentar futuras politicas ambientales.

El estudio de los fdrmacos como contaminantes emergentes requiere el desarrollo e integracién de
estrategias y metodologias. Entre estas se encuentran las herramientas de prediccidn in silico, las
cuales permiten evaluar los potenciales efectos toxicolégicos en organismos; modelos in vivo,
orientados a la respuesta de los organismos expuestos; y técnicas analiticas avanzadas, como la
cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR), que posibilitan la deteccidn y cuantificacidn de estos
compuestos en matrices ambientales.

En este sentido, el presente trabajo tiene como objetivos evaluar la presencia y concentracién de
antinflamatorios no esteroideos en distintos compartimentos ambientales acudticos de los
municipios de Jiutepec y Temixco, incluyendo aguas residuales y plantas de tratamiento de aguas
residuales. A través de este estudio se busca generar informacién relevante sobre la presencia de
estos compuestos en el ambiente, contribuyendo al entendimiento de su distribucién y potencial
impacto ecotoxicoldgico, asi como al fortalecimiento de las bases cientificas necesarias para el
desarrollo de estrategias de monitoreo y control de calidad del agua.
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2. Antecedentes

2.1. Contaminacién ambiental por residuos de farmacos
A la ecofarmacovigilancia se le ha descrito como una disciplina cientifica y como al conjunto de

actividades destinadas a detectar, evaluar, comprender y prevenir los efectos negativos y otros
problemas relacionados con la presencia de productos farmacéuticos en el entorno ambiental; que
tienen impacto en seres humanos y otras especies animales. A pesar de contar con una definicidn
solida, la ecofarmacovigilancia adn no ha sido plenamente desarrollada y se encuentra escasamente
regulada en la mayoria de los paises del mundo (1).

Existen registros que datan de la década de los anos 70; no obstante, se sugiere que existen estudios
en anos anteriores a dicha época. Dichos registros mencionan la existencia de farmacos de
prescripcion de origen sintético en los entornos terrestres y acudticos, aunque no suscitd un gran
interés en la comunidad cientifica. No obstante, con el avance en la tecnologia analitica, cientificos
de todo el mundo han remarcado la importancia de la deteccién de residuos de medicamentos en
el ambiente (2).

En la actualidad, esta problematica ha sido abordada por la Unién Europea, los Estados Unidos de
Ameérica y China, ya que en su marco regulatorio llevan a cabo acciones de monitoreo y evaluaciéon
de los efectos de los productos farmacéuticos sobre el ambiente y la salud publica. Los farmacos ya
han sido clasificados como contaminantes emergentes debido a su potencial capacidad para causar
dafios a muy bajas concentraciones (1).

La ausencia de normativas para sustancias con el potencial de ser perjudiciales para el entorno es
un problema que afecta a nivel mundial; adicionalmente, de las mas de 100 millones de sustancias
guimicas actualmente catalogadas en bases de datos a nivel global, solo un 0.03 % esta sujeta a
regulacién. En los ultimos 15 afios, diferentes reportes demuestran que los farmacos representan
una nueva clase de contaminantes del ambiente. Estos productos incluyen antibiéticos, hormonas,
analgésicos, tranquilizantes y los productos de la quimioterapia que son aplicados a los pacientes
con cancer (1y 3)

La contaminacidn proviene no solo de las excreciones, con las que una parte importante del farmaco
es eliminado del cuerpo sin metabolizarse, sino que proviene también de la fabricacidn y disposicién
inadecuada de los residuos de estos productos. Una vez que los medicamentos y sus metabolitos
llegan al ambiente se infiltran a varios efluentes acuiferos alcanzando las fuentes de agua potable

(3).

2.1.1. Propiedades fisicoquimicas de farmacos y sus efectos
ecotoxicoldgicos
Para determinar el peligro de una sustancia quimica en el ambiente se emplean un conjunto de
pardmetros que evaluan la afinidad que una sustancia tiene para interactuar con los distintos
compartimentos, tales como el agua, suelo, aire y los organismos. Dentro de las condiciones que se
toman en cuenta a la hora de llevar a cabo el estudio de las sustancias contaminantes se encuentran:
las propiedades fisicoquimicas, la particion ambiental, degradacién quimica y biética, su potencial
de acumulaciéon y su toxicidad; este conjunto de caracteristicas forma parte fundamental de los
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estudios de movilidad ambiental de una sustancia. Una mayor movilidad implica un mayor riesgo de

que la sustancia se disperse y contamine mas areas en el ambiente (1).

Las propiedades fisicoquimicas de mayor importancia en el ambito de contaminacién ambiental por
farmacos son la solubilidad en agua, el coeficiente de particion n-octanol/agua (Log P), la presion de
vapor y el coeficiente de adsorcién (Koc); se ha comprobado que estas propiedades influyen en la

capacidad de distribuciéon y desplazamiento del farmaco a través de los distintos compartimentos,

a este fendmeno se le conoce como particion o movilidad ambiental de la sustancia. En la tabla 1,

se muestran las propiedades fisicoquimicas de algunos AINEs. (1)

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de AINEs.

\[I

Nombre del farmaco y estructura Férmula K Coeficiente de Particion Solubilidad en Punto de Fusién Referencia
quimica Quimica [ n-octanol / Agua (log P) Agua (25°C)
Acido Acetilsalicilico
\H/r; T CoHgO4 3.46 1.19 4.6 mg/mL 135-136°C 4
Acido Salicilico
2.24 .
o CoHeO; 2.97 2.26 mg/mL 158 °C 5
Ketorolaco
C15H13NO3 3.84 2.66 0.513 162-165 °C 6
o mg/mL
\ / OH
Naproxeno
| - C14H1403 4.15 3.18 0.0159 152-155°C 7
4_-)1 y mg/mL
Diclofenaco
% Ci4H11CILNO; | 4.15 4,51 0.00237 283 -285°C 8
. mg/mL
Oy
e
Ibuprofeno
e
Ci3H180; 4.91 3.97 21 mg/L 75-77.5 °C 9
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La solubilidad en agua es un factor clave en los procesos de degradacion por hidrélisis quimica; en
términos quimicos, esta propiedad define la capacidad de una sustancia para disolverse en un
solvente, formando una solucién homogénea, se expresa como la cantidad méaxima de soluto que
puede disolverse en un solvente especifico a una temperatura y presion determinadas. Esta
propiedad en los farmacos puede resultar en que aquellos con alta solubilidad en agua tiendan a
tener una baja capacidad de acumulacién en suelos y organismos vivos. Otro de los factores que
influye en la movilidad ambiental es el pK,, el cual define el grado de ionizacién de una sustancia a
determinado pH. Aplicado al concepto de movilidad ambiental, éste se relaciona con su grado de
ionizacion en diferentes condiciones de pH. Las sustancias ionizadas tienden a ser mas solubles en
agua y, por lo tanto, mas mdviles en ambientes acuosos, como rios o suelos himedos. En cambio,
las formas no ionizadas suelen ser menos solubles en agua, pero pueden ser mas solubles en grasas,
lo que facilita su adsorcién en suelos o su acumulacién en organismos.

En general, los compuestos con alto valor de Log P (> 5) tienden a mostrar mayor afinidad por
componentes organicos. Aplicado al area ambiental, los farmacos con valores elevados suelen
adsorberse en los suelos y presentan una mayor probabilidad de acumularse en los seres vivos. En
las ciencias ambientales, la tendencia de un compuesto organico a ser adsorbido (retenido) por los
suelos o sedimentos, es el coeficiente de adsorcién (Koc). Una sustancia con un Koc elevado tiende
a adsorberse en el suelo, lo que posteriormente implica un alto riesgo de contaminar las aguas
superficiales. Tanto el Log P como el Koc muestran la afinidad por componentes orgdnicos inertes.
Aunado a esta terminologia, surgen conceptos como la bioacumulacién, la cual se define como la
acumulacién de sustancias quimicas en un organismo a medida que transcurre el tiempo; ocurre
cuando un ser vivo ingiere mas contaminantes de los que normalmente consume, trayendo consigo
un aumento en la concentracion en los tejidos. La tabla 2 muestra distintos rangos de Log P y su
relacién con la bioacumulacidn y toxicidad ambiental (1).

Tabla 2. Log P, toxicidad y bioacumulacién ambiental.

Rango de Log P Descripcion

Mayor solubilidad en agua que en la fase organica, se consideran
1 sustancias menos lipofilicas, por lo tanto, menos propensas a
<

acumularse en tejidos grasos y su toxicidad por bioacumulacion se

interpreta como baja.

Sustancias con solubilidad moderada, pueden atravesar membranas
1-3 bioldgicas y cuentan con baja acumulaciéon en tejidos grasos, se
consideran poco letales.

Sustancias lipofilicas que se acumulan en tejidos grasos y atraviesan
3-5 membranas celulares. Su potencial de bioacumulacion es mayor, por
lo que deben ser monitoreados.

Son compuestos lipofilicos lo que les confiere cierta facilidad para
>5 acumularse en tejidos grasos lo que los vuelve altamente téxicos,

especialmente si se tiene una exposicidn prolongada.
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2.1.2. Bioconcentracion y biomagnificacion de farmacos

El factor de bioconcentracién (BCF) estd relacionado al Koc, este factor esta influenciado por varios
aspectos, como el tipo de organismo, el nivel de contaminacién en su entorno, los érganos y tejidos
del organismo (con una mayor concentracién en el tejido lipidico) y el tiempo de exposicion o la
edad del organismo. La bioconcentracion se determina al evaluar la acumulacidn de un farmaco en
organismos en comparacion con su acumulacién en compartimentos no biolégicos, como cuerpos
de agua, sedimentos y suelo. Los compuestos con altos valores de BCF tienden a bioacumularse en
los organismos y pueden amplificarse a lo largo de las cadenas alimenticias, lo que aumenta
significativamente su potencial para provocar dafio ecoldgico (1 y 4).

Otro concepto relevante es la biomagnificacidn, éste se relaciona directamente con el aumento de
la concentracién de una sustancia a medida que avanza por los distintos niveles tréficos que
conforman una cadena alimenticia; cuando un depredador ingiere organismos contaminados con la
sustancia quimica, en este caso los fdrmacos, se acumulan en su cuerpo y este proceso continta
repitiéndose a niveles mas altos. La figura 1, muestra la diferencia entre la bioacumulacién y
biomagpnificacion.

Bioacumulacion

< <

Biomangnificacion

=

=

Figura 1. Diferencia entre bioacumulacidn y bioconcetracién, imagen modificada de:
Thanapandiyan y Parameswari (10).
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2.2. Presencia de contaminantes emergentes a nivel mundial.
La perspectiva global de la problematica de la contaminacion por AINEs se encuentra descrita en la
tabla 3, se muestran las concentraciones maximas y minimas reportadas por distintos autores y
corresponden a distintos paises en donde se tomaron como objeto de estudio muestras acuaticas
de rios, plantas de tratamiento de aguas residuales, plantas de produccién de medicamentos, asi
como hospitales.

Tabla 3. Concentraciones maximas y minimas reportadas en muestras acuaticas en distintas
locaciones a nivel mundial.

. Concentracion Maxima Concentracion Minima
Farmaco Ref.
Hg/L Hg/L
. 1510 1.5 1
Acido Acetilsalicilico
0.66 0.00006 11
. 0.664 0.2 12
Acido Salicilico
3.239 0.0242 13
2.4 0.0003 1
0.0189 0.00583 2y14
2.47 0.258 12
0.302 0.022 15
Diclofenaco 15.033 0.011 16y17
N/D 0.8741 18
0.114 0.0083 13
0.103 0.00009 11
Ketorolaco 0.00033 0.00012 19
31 0.008 1
4.88 0.049 12
0.21 0.04 15
Naproxeno
0.5477 0.3201 18
0.0198 0.0013 13
0.028 0.00009 11
78.2 4.3 1
Paracetamol
14.9 0.354 12
2.383 0.002 1
0.174 0.0575 2y14
2.835 0.184 12
0.069 0.005 8
0.063 0.003 16y17
Ibuprofeno
0.063 0.005 16y17
0.00041 0.00015 19
0.7887 0.3809 18
0.113 0.0007 13
0.2 0.00007 11
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De los paises que forman parte de este compendio, se encuentra Chile, cuya investigacion se centré
en distintas locaciones del area metropolitana del rio Maipo. En Shanghai, China, se reporté la
presencia de particulas coloidales de farmacos en muestras de sedimentos presentes en el caudal
qgue ingresa a una planta tratadora de aguas residuales. Los estudios de Brozinski et al. 2013.
reportan la presencia de AINEs como diclofenaco, naproxeno ketoprofeno e ibuprofeno en las aguas
del lago Haapajarvi ubicado al sureste de Finlandia. Paises como Alemania e India también ha sido
objeto de estudios de ecotoxicologia donde evallan la exposicion humana a productos
farmacéuticos a través del agua potable. En la figura 2, se encuentra ubicados los paises en donde
se realizaron los estudios de deteccidn y cuantificacién de AINEs. Por estas razones, el estudio de
los efectos a largo plazo debe ser analizado a profundidad para lograr una evaluacidn objetiva del
riesgo al ambiente que produce la disposicidon inadecuada de un farmaco; esto se logra a partir de
ensayos de cuantificacion que determinan la toxicidad por medio de la concentracién en el medio
donde se han acumulado con el paso del tiempo. (11,13,15,17,18)

Figura 2. Paises que reportan concentraciones de AINEs en muestras acuaticas.

2.2.1. Contexto nacional de la contaminacién por AINEs
Una vez conocida la perspectiva global de la problematica, es importante abordar los problemas
que acontecen en territorio nacional, ya que en México los medicamentos se encuentran
categorizados como contaminantes de potencial importancia en funcién de sus volumenes de uso,
interés toxicoldgico, sus mecanismos de accién y su relevancia para la salud publica; la figura 3,
resume los estudios realizados en territorio nacional. (1)

En un estudio realizado en 2013 por Moreno-Ortiz y colaboradores se menciona a los medicamentos
de receta de origen sintético como uno de los principales contaminantes de mantos acuiferos, esta
informacidn enfatiza en el desarrollo y optimizacion de métodos analiticos empleados para la
deteccion y evaluacidn del riesgo en el ambiente tanto de medicamentos como de sus productos de
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degradacion (metabolitos), ademas menciona la importancia de tomar acciones que enriquezcan
las practicas de ecofarmacovigilancia en México. (2)

Para determinar la magnitud de la problematica se toma en cuenta la informaciéon sobre la
incidencia de farmacos en el ambiente. Los reportes que existen en la actualidad proporcionan una
perspectiva orientada a los efectos tdxicos, especialmente en aquellos que inducen una toxicidad
aguda, los cuales han sido estudiados a través de métodos estandarizados aplicados a organismos
acuaticos. Esto se debe a que el compartimento ambiental acuifero es el mas estudiado en términos
de exposicion ambiental y potencial téxico. (1)

Entre los reportes sobre la contaminacion por farmacos en México se destaca el trabajo realizado
por J. Siemens y colaboradores, esta investigacion determind la presencia de 11 productos
farmacéuticos en la Ciudad de México, especificamente en el Valle de Mezquital, destacando a
naproxeno, ibuprofeno y diclofenaco en concentraciones mayores a 1 ug/L, las cuales se consideran
de riesgo ambiental seglin la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
de América (FDA)(20).

Un estudio realizado en las aguas superficiales y subterraneas de la Ciudad de México evalud la
incidencia y distribucién de micro contaminantes orgdnicos. En las aguas subterraneas, los rangos
de concentracion de los compuestos mas comunes, como el acido salicilico, 4-nonilfenol (4-NP) y di-
2-etilhexilftalato (DEHP), oscilaron entre 1-464, 1-47 y 19-232 ng/L, respectivamente. Por otro lado,
en las aguas superficiales, estos rangos fueron de 29-309, 89-655 y 75-2282 ng/L, respectivamente.
En este mismo estudio también se destaca la presencia de AINEs como diclofenaco, naproxeno,
ibuprofeno, ketoprofeno, farmacos que también contribuyen a la contaminacién de pozos presas y
estanques (21).

En el estado de Hidalgo, se encuentra un estudio realizado especificamente en el Valle de Tula,
donde se utiliza agua residual sin tratar para riego, se han identificado en el suelo diversos farmacos,
incluidos el ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco y carbamazepina. Esta ultima destaca por su alta
persistencia y movilidad, caracteristicas que incrementan significativamente su capacidad de
contaminar aguas subterraneas a través del suelo (22).

Figura 3. Regiones de México donde se ha reportado la presencia de farmacos en mantos
acuiferos.
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Por ultimo, se encuentra el estudio que realizé Rivera-Jaimes et al. 2018. El cual describe el primer
estudio conocido sobre la presencia de farmacos en aguas superficiales y residuales de Cuernavaca,
la capital del estado de Morelos en México. Este estudio tuvo como objetivos principales,
implementar un método preciso de extraccion en fase sélida (SPE) y deteccién por cromatografia
liguida acoplada a un espectro de masas en tandem (LC-MS/MS) para analizar 35 farmacos en aguas
superficiales y residuales; y la comparacidn entre las concentraciones detectadas con los datos de
estudios previos realizados en México y a nivel global, y por ultimo, evaluar el riesgo ecotoxicoldgico
que estos farmacos podrian representar para los ecosistemas acuaticos locales (12).

A nivel local, el estado de Morelos presenta escenarios criticos que ejemplifican la problematica
suscitada a nivel global, particularmente en los municipios de Jiutepec y Temixco. Por un lado,
Jiutepec forma parte de la Ciudad Industrial del Valle de Cuernavaca (CIVAC), uno de los
asentamientos de desarrollo industrial farmacéutico mas importantes de la regién, lo que
incrementa el riesgo de descargas de efluentes con residuos farmacéuticos. Por otra parte, Temixco
ha experimentado una creciente urbanizacidn en los ultimos afios, lo que se traduce en una mayor
densidad poblacional que trae consigo un incremento sustancial en el consumo y desecho de
medicamentos a nivel doméstico. Ambos escenarios, combinadas con la infraestructura de
tratamiento de aguas existente, justifican la seleccidon de estas zonas como un modelo de estudio
para evaluar la transferencia de contaminantes emergentes desde fuentes industriales y urbanas
hacia cuerpos de agua.

2.2.2. Hidrografia del estado de Morelos
Desde el punto de vista hidrolégico el Estado de Morelos pertenece en su mayoria a la Region

Hidrolégica del Balsas, cuyos rios principales son Apatlaco, Yautepec, Cuautla, Tembembe-
Amacuzac y Chalma/Coatlan. Dentro de esta regidn se localiza la subcuenca del rio Apatlaco, esta
nace como cause en el Manantial Chapultepec dentro de la ciudad de Cuernavaca desembocando
en el rio Yautepec; su longitud en Morelos es de aproximadamente 63 km. Dentro de la red de
barrancas urbanas se encuentran las barrancas de Amanalco, Analco, Chapultepec y Tetela-San
Pedro, entre otras; estas funcionan como conductos naturales de escurrimiento que conectan
manantiales y afluentes con el rio Apatlaco (23).

El municipio de Jiutepec se asienta en el tramo medio del rio Apatlaco. En esta zona confluyen
arroyos, barrancas urbanasy descargas pluviales hacia el cauce; con el paso de los afios la subcuenca
ha sufrido un proceso de urbanizacién asociado a la instalacion de la Ciudad Industrial del Valle de
Cuernavaca (CIVAC). Dentro de esta zona se encuentran canales, plantas de tratamiento de aguas
residuales y colectores pluviales que drenan hacia el rio Apatlaco.

La eleccidn de los municipios de Jiutepec y Temixco como zonas de estudio, responde a la estrecha
relacidon que existe entre su configuracién hidroldgica natural y las presiones antropogénicas que
experimentan. Ambos municipios se encuentran vinculados a la subcuenca del rio Apatlaco, un
cuerpo de agua que funciona como receptor critico que atraviesa areas de alta densidad poblacional
e industrial. La convergencia de aportes industriales y urbanos en el tramo medio de la subcuenca,
sumada a la marcada estacionalidad de la region, donde la época de secas reduce el caudal y
maximiza la concentracién de contaminantes, convierte a esta regidon en un modelo de estudio
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idéneo y prioritario para evaluar la dindmica, persistencia e impacto ambiental de los farmacos en
ecosistemas acuaticos vulnerables.

2.2.3. Meteorologia del Estado de Morelos
El Estado de Morelos presenta principalmente un clima calido subhimedo con lluvias en verano,

aunque por su relieve (Sierra del Chichinautzin, Altiplano de Cuernavaca, Valle de Yautepec y zona
sur) también existen climas templados y semisecos. La temperatura media anual oscila entre 20y
28 °C, con maximos de hasta 35 °C en el sur (principalmente en la zona de Jojutla, Puente de Ixtla) y
valores menores a 18 °C en las zonas altas (como Huitzilac, y las lagunas de Zempoala). El periodo
de lluvias se presenta durante el verano, comprendiendo los meses de junio a septiembre, llegando
a alcanzar una precipitacion media anual de aproximadamente 1.045 mm. La meteorologia y la
marcada estacionalidad en Morelos influyen de manera directa en la calidad y cantidad del agua
disponible, generando variaciones significativas a lo largo del afio. Durante la temporada de lluvias,
los rios y barrancas, como el Apatlaco, presentan un notable incremento en su caudal, lo que
favorece la dilucién de contaminantes y el arrastre de sélidos suspendidos; sin embargo, en la época
de secas el caudal disminuye y con ello se incrementa la concentracién de contaminantes en el agua.
A esta dindmica natural se suman las descargas urbanas e industriales. En periodos de tormentas,
especialmente en zonas como Cuernavaca y CIVAC, los colectores pluviales pueden generar
descargas combinadas de aguas residuales y pluviales, alterando los pardmetros de calidad del agua,
mientras que en la temporada seca se visibiliza con mayor claridad el efecto de las descargas
puntuales, tanto domésticas como industriales (23).

2.3. Métodos de evaluacidn y cuantificacién de farmacos.
La determinacién de la concentracion de distintos residuos de farmacos y sus metabolitos presentes

en distintos compartimentos ambientales requiere el desarrollo de métodos analiticos capaces de
lograr la cuantificacién simultanea de diferentes grupos terapéuticos, asi como lograr su extraccidn
y analisis a partir de matrices complejas como las aguas residuales.

Dentro del ambiento farmacéutico, se han desarrollado distintos métodos analiticos para la
cuantificacion de farmacos contenidos en distintas formulaciones con una amplia variedad de
vehiculos y excipientes. Su cuantificaciéon en este tipo de matrices se encuentra descrita en los
métodos compéndiales farmacopéicos, los cuales se mencionan a continuacidn.

2.3.1. Métodos compéndiales farmacopéicos
Los métodos compéndiales farmacopéicos son procedimientos oficiales y estandarizados que se

describen en farmacopeas reconocidas internacionalmente, como la Farmacopea de los Estados
Unidos (USP), la Farmacopea Europea (EP) o la Farmacopea Mexicana (FEUM). Estos métodos son
fundamentales para el analisis y control de calidad de productos farmacéuticos, materias primas y
medicamentos. Su funcidn es asegurar que los productos cumplan con los estandares de identidad,
pureza, potencia y calidad necesarios para su seguridad y eficacia en su administracidn. Estos
métodos son la base del control de calidad en la industria farmacéutica, brindando una evaluacion
estandarizada y confiable de los productos. Ademas, la inclusidn en farmacopeas oficiales implica
gue son metodologias validadas y aprobadas por organismos regulatorios, lo cual asegura su
robustez y su aplicacidon universal en la industria.
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Algunos de los métodos compéndiales mas relevantes incluyen:

1.

Ensayos de Identificacion: Estos ensayos permiten verificar que el compuesto activo en un
producto farmacéutico es el correcto, asegurando la identidad del ingrediente activo.
Comunmente emplean técnicas como espectroscopia, cromatografia o reacciones quimicas
especificas (Tabla 4).

Ensayos de Pureza: Su objetivo es determinar la presencia de impurezas o contaminantes
en el producto final o en las materias primas. Para ello, se utilizan técnicas analiticas
avanzadas como la cromatografia de gases (CG), la cromatografia liquida de alta resolucion
(CLAR) y la espectrometria de masas, que permiten cuantificar y caracterizar posibles
impurezas.

Ensayos de Potencia: Son pruebas cuantitativas que miden la concentracion del ingrediente
activo en el producto, con el fin de asegurar que se encuentra dentro de los limites
establecidos en la farmacopea y cumple con la dosis terapéutica adecuada.

Pruebas de Disolucidn y Liberacion: Evaluan la forma en que el ingrediente activo se
disuelve o libera en el organismo tras la administracién, lo cual es esencial para asegurar su
biodisponibilidad y, en consecuencia, su eficacia clinica.

Pruebas de Esterilidad: Son especialmente criticas en productos parenterales, oftdlmicos y
en aquellos que requieren ser administrados en ambientes donde la presencia de
microorganismos es inaceptable. Estas pruebas garantizan la ausencia de microorganismos
viables, asegurando la esterilidad del producto.

Pruebas de Caracteristicas Fisicoquimicas: Evalian pardmetros como el pH, la viscosidad y
la densidad, los cuales influyen directamente en la estabilidad, eficacia y seguridad del
producto farmacéutico.

2.3.2. Métodos compéndiales para la cuantificacién de AINEs.
La tabla 4 muestra un resumen de las condiciones cromatograficas indicadas para la cuantificacion

de AINEs (acido acetil salicilico, acido salicilico, ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco y ketorolaco)

por cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) de acuerdo con las especificaciones de la

farmacopea de los Estados Unidos.
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Tabla 4. Condiciones cromatograficas para la valoracion de AINEs segun la USP 2014.

Nombre del
farmaco
Acetonitrilo Agua (15) Acetonitrilo +
Acido Acetil (85) g Acido 4.0 mm x 30 cm,
Salicilico Formico (C18) 10 280 nm
pH ajustado a 3.4 + AAG (99:1)
7 o Metanol +
S Sféﬁz . M‘(?;g')“" Agua (75) + AAG pgua+AcG | O m("c’lxgio cm, 5 270 nm
(70:30:4)
Acetonitrilo | Agua + Acido cloro
(60) acético (40) i 4.6 mmx 25cm,
EERloihe pH de 3.0 ajustado con hidréxido Acetonitrilo (C18) > 254 nm
de amonio.
Acetonitrilo Agua y AAG 4.6 mmx 15 cm,
Naproxeno (50) (49:1) Agua (C18) 20 254 nm
DISEEED amorst(i)I:(a:\Icci):ra de
Sédico Metanol o & - Metanol y 4.6 mmx 25 cm,
. ., Acido Fosférico 10 254 nm
Liberacidon (70) . agua (70:30) (C8)
Prelensek 0.01 ajustada a pH
2.5 (30)
Acetonitrilo Solucién Buffer de Acetonitrilo + 150 mm x 4.6 cm,
Ketorolaco (30) fosfato de sodio o Asua (C18) 20 113 nm
acido fosférico (70) g

(n): Proporcion correspondiente al compuesto en disolucion en porcentaje.
AAG: Acido Acético Glacial.

C8: Octilsilano.

C18: Octadecilsilano.

2.3.3. Desarrollo de métodos analiticos no compéndiales para la
cuantificacion de AINEs.
La validacidon de métodos no compéndiales en el andlisis de cuantificacidn de medicamentos se
considera un proceso imprescindible para el aseguramiento de la confiabilidad, precision y exactitud
de los métodos desarrollados fuera del estandar y normativas que establecen las farmacopeas.
Dentro de este proceso se lleva a cabo la evaluacién de parametros como la especificidad, linealidad
exactitud, precision, limite de deteccion, limite de cuantificacion, robustez y estabilidad.

La validacion es un proceso esencial el cual garantiza que los resultados obtenidos sean
reproducibles y adecuados para la toma de decisiones regulatorias, industriales o de investigacion.
Esto es especialmente importante en casos donde no existen métodos compéndiales para
determinados compuestos o formulaciones presentes en matrices analiticas complejas.

Innumerables investigaciones se han caracterizado por el desarrollo y validacidon de sus propios
métodos cuyos medios para el andlisis se basan en el uso del CLAR o CG. Un estudio realizado para
identificar la prevalencia de farmacos en aguas superficiales y residuales de Pakistan implementé
un proceso de validaciéon para detectar diclofenaco, ibuprofeno y paracetamol. Se emplearon
estandares de referencia de cada sustancia y se prepararon curvas de calibracién a diferentes
concentraciones, logrando coeficientes de determinacién (R?) de 0.99 para garantizar precision en
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los resultados. Las muestras fueron procesadas mediante extraccién en fase sélida (SPE) con
cartuchos de equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB) y filtracidon con fibra de vidrio, asegurando una
adecuada concentracidn y purificacidon de los compuestos antes de su andlisis (24).

Para la deteccidén y cuantificacién de los farmacos, se utilizé cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS), con un sistema Agilent 1200 y un espectrometro
Agilent 6460, empleando ionizacidn por electrospray (ESI). El andlisis incluyé una columna C18 y un
método de elucidn en gradiente con fases méviles que combinaban agua desionizada y acetonitrilo,
ambas con 0.1 % de 4cido formico. Este enfoque altamente sensible y especifico permitidé identificar
los compuestos seleccionados a niveles de traza en las muestras de agua (24).

El método desarrollado por Ascar et al. 2013, se estructurd con la finalidad de detectar AINEs en
muestras de agua por CLAR acoplada a un detector con arreglo de diodos (DAD). Las muestras se
procesaron mediante extraccion en fase sélida con cartuchos Oasis HLB, utilizando una columna
Atlantis C18 y deteccién UV-Vis a 220 nm. La fase movil fue una mezcla isocratica de acetonitrilo y
fosfato de potasio (50 mmol L™, pH 4.2) en proporcién 50:50, con un flujo de 1 mL/min. Los limites
de deteccion oscilaron entre 5.8 y 35.4 ug/L, con porcentajes de recobro del 84% al 100% vy alta
repetibilidad (recobro > 81% y desviaciones estandar <14%). Las muestras, recolectadas del rio
Maipo y una planta de tratamiento en la Regién Metropolitana de Chile, permitieron la deteccidn
eficaz de compuestos como naproxeno e ibuprofeno. Este método comprobd ser sensible y
confiable para evaluar la contaminacion en el ambiente (18).

Por dltimo, un estudio realizado para determinar la presencia de AINEs en rios de la India,
desarrollado por Shanmugam et al. 2014, el cual se caracterizé por la incorporacidn de un sistema
de enriquecimiento de muestras de aguas a través de estdndares de farmacos seguido de una
extraccién en fase sélida, esto con la finalidad de concentrar y purificar los analitos. Se evaluaron
pardmetros como recobro, precisidon y limite de deteccién, con porcentajes de recobro que se
encontraban en un rango de entre 70. 4 %y 120 % en matrices de agua. El método analitico utilizado
fue la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS). (15). Las muestras
fueron recolectadas de diversos puntos de cuerpos de agua, como rios y plantas de tratamiento de
aguas residuales. En el caso de los rios Kaveri, Vellar y Tamiraparani en India, se seleccionaron 27
sitios estratégicos. Los resultados revelaron concentraciones significativas, especialmente de acido
acetilsalicilico de 151 hasta 515 ng/l, lo que resalta la repercusidén de las descargas directas de
residuos no tratados (11).

El desarrollo de métodos no compéndiales para la deteccion y cuantificacidon de farmacos en aguas
residuales mediante CLAR representa un avance fundamental para identificar la presencia de
contaminantes emergentes y evaluar su posible impacto en los ecosistemas acuaticos. Estos
procedimientos permiten obtener datos precisos sobre la concentracion de compuestos
farmacéuticos en matrices ambientales complejas, lo que constituye la base para realizar una
valoracidon mas confiable del riesgo ecotoxicoldgico.

28



3. Ensayos toxicoldgicos in silico

En complemento, los ensayos de prediccién in silico se posicionan como herramientas clave para
anticipar efectos tdxicos y ambientales de las moléculas, reduciendo tiempos y costos en
comparacién con estudios tradicionales. La integracion de estas estrategias, tanto analiticas como
computacionales, resulta esencial no solo para la vigilancia ambiental, sino también para
considerarse en fases tempranas del desarrollo de un medicamento, fomentando practicas de
disefio mds sostenibles y responsables con el entorno. Los estudios in silico forman parte de la
diciplina conocida como biologia computacional; este término se les atribuye a los descubrimientos
cientificos enfocados a procesos bioldgicos que se realizan mediante la simulacidn a través del uso
de un software asistido por computadora. A medida que se han incrementado los avances en la
tecnologia informatica y la capacidad de procesamiento en los Ultimos afios, la escala de aplicacion
de estos proyectos se ha expandido de manera significativa (25,26).

La toxicologia in silico tiene como objetivo predecir riesgos, como la mutagenicidad y toxicidad
organica. La aplicabilidad de estos modelos se extiende desde las fases iniciales del desarrollo de
farmacos hasta la evaluacién de riesgos en situaciones criticas en las que los ensayos in vitro o in
vivo no son viables. De este modo, |a toxicologia in silico facilita la toma de decisiones oportunas en
escenarios donde los tiempos y recursos son limitados, proporcionando un enfoque eficiente y
alternativo para la evaluacion de riesgos (27).

La aplicacion de esta tecnologia dentro del ambito farmacéutico ha desarrollado diferentes
vertientes como la prediccién de la eficacia de posibles moléculas con efecto terapéutico y el
desarrollo de perfiles de comportamiento farmacocinético los cuales evaldan cada paso, partiendo
desde su absorcidn, distribucion, metabolismo y eliminacidn (25).

En el contexto de la evaluacion ambiental, los métodos in silico han ganado popularidad como
herramientas complementarias a los ensayos tradicionales. Estos enfoques emplean modelos
computacionales y simulaciones para predecir los efectos de un compuesto quimico sobre el
ambiente, reduciendo asi la necesidad de pruebas en organismos vivos.

La Agencia Europea de Medicamentos (EMA) establece que los estudios toxicolégicos son
imprescindibles para evaluar el impacto ambiental de los productos farmacéuticos, estos forman
parte del enfoque de “Evaluacion del Riesgo Ambiental" (Environmental Risk Assessment, ERA). Si
bien los métodos in silico pueden no estar mencionados de manera directa, podrian formar parte
de la estrategia de evaluacion general si proporcionan datos confiables y relevantes para la
evaluacidn de riesgo ambiental (28).

La implementacion de estos ensayos esta considerada en la etapa inicial de evaluacién, también
conocida como fase 1; en esta, los modelos in silico ayudan a determinar la exposicion ambiental
potencial del compuesto, permitiendo la identificacién temprana de riesgos sin recurrir a pruebas
extensivas en el laboratorio o el campo. De esta manera, las evaluaciones in silico no solo apoyan el
cumplimiento regulatorio, sino también el principio de las 3 Rs (reduction, refinement, and
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replacement) el cual se traduce como reduccién, perfeccionamiento y sustitucion de estudios
seguros en animales (27).

3.1. Biosimulacidn predictiva: Cuantificacion In silico

La biosimulacién predictiva es una disciplina relativamente nueva, que utiliza métodos avanzados
de la investigacién para describir y analizar sistemas bioldgicos mediante modelos quimicos y
computacionales. Los programas para ensayos de prediccion de toxicidad in silico son herramientas
gue evalldan el riesgo téxico de compuestos quimicos sin necesidad de pruebas directas en
organismos Para calcular variables como la toxicidad aguda, la mutagenicidad, los efectos
ecotoxicoldgicos y la carcinogenicidad, emplean modelos matematicos, algoritmos de inteligencia
artificial y datos experimentales de ensayos anteriores; ademas, facilitan el andlisis de diversos
compuestos en menos tiempo y a un costo reducido. Asimismo, colaboran con regulaciones que
fomentan la disminucién el uso de animales en la investigacién. Estas plataformas ofrecen
predicciones preliminares y un mejor manejo del riesgo quimico, lo que las complementa con los
métodos analiticos y bioldgicos. Algunos ejemplos utilizados para este proyecto se mencionan a
continuacién. (29).

VEGA HUB es una plataforma in silico que utiliza modelos QSAR (relacién cuantitativa estructura-
actividad) para predecir propiedades toxicoldgicas, ecotoxicoldgicas y fisicoquimicas de sustancias
quimicas a partir de su estructura molecular. Integra modelos validados cientificamente vy
proporciona indicadores de confiabilidad como el dominio de aplicabilidad, lo que permite
interpretar los resultados con mayor certeza. Es una herramienta Gtil para la investigacion ambiental
y la evaluacidn preliminar del riesgo quimico en el desarrollo de nuevos farmacos (30).

preADMET es una plataforma in silico que utiliza modelos QSAR para predecir propiedades
ADME/Tox y riesgos bioldgicos de compuestos quimicos a partir de su estructura molecular. Permite
estimar toxicidad aguda, mutagenicidad, carcinogenicidad y toxicidad acudtica antes de realizar
ensayos experimentales, reduciendo tiempos, costos y el uso de organismos de prueba. Es una
herramienta Util para apoyar la seleccion temprana de farmacos y la evaluacion de riesgos
ambientales y sanitarios (31).

La plataforma admetSAR 3.0 es una herramienta de prediccidn in silico que estudia las propiedades
ADMET (absorcion, distribucién, metabolismo, excrecién y toxicidad) en compuestos quimicos, fue
disefada para brindar apoyo en el desarrollo de farmacos y la evaluacién de riesgos ambientales y
toxicoldgicos. Fue desarrollada por el Laboratorio de Modelado Molecular y Disefio de la
Universidad de Ciencia y Tecnologia del Este de China, incorpora mas de 370,000 datos de mas de
100,000 compuestos relacionados con propiedades ADMET. Para realizar predicciones, admetSAR
3.0 utiliza un sistema multitarea llamado CLMGraph, lo cual le permite analizar perfiles quimicos a
través de datos estructurales y propiedades fisicoquimicas de los compuestos. En términos de
evaluacidn de riesgo ambiental, la herramienta cuenta con puntos especificos que permiten estimar
el potencial impacto ambiental los farmacos, utilizando bases de datos y modelos predictivos
validados para realizar estas evaluaciones de manera consistente y precisa. En la actualidad es
considerado un recurso imprescindible para investigaciones que buscan minimizar el uso de pruebas
en animales, en linea con el desarrollo de métodos de toxicologia computacional y el avance hacia
la reduccién de experimentacion in vivo en etapas tempranas del desarrollo de farmacos (31,32).
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4. Ensayos toxicoldgicos in vivo
Dentro del area de la toxicologia se han desarrollado modelos que permiten evaluar el potencial
téxico de distintos compuestos quimicos. Las metodologias empleadas consideran su evaluacion en
especies de tres niveles tréficos, por ejemplo: Chlorella vulgaris (Productores primarios), Daphnia
magna (Invertebrados) y Oryzias latipes (Depredadores).

4.1. Daphnia magna como modelo de ensayos ecotoxicoldgicos in vivo
Se ha comprobado que los medicamentos tienen la capacidad de llegar al entorno acuatico a través
de diferentes vias, como los desechos de hospitales y domésticos donde permanecen
biolégicamente activos dentro del espacio ambiental y cuya presencia afecta a organismos no
objetivo. La creciente amenaza ecoldgica que representa la contaminacién por farmacos a
incentivado el desarrollo de modelos in vivo que permitan el andlisis detallado de los efectos sobre
las especies nativas (33).

La implementacién de Daphnia magna como modelo biolégico en estudios ecotoxicoldgicos resulta
de gran relevancia debido a su alta sensibilidad a contaminantes y a su papel ecolégico como
organismo clave en la cadena tréfica acuatica. Es un crustaceo del suborden Cladécera que mide
alrededor de 1 a 1.5 mm de longitud los neonatos, y de 4 mm a 6 mm los adultos (ambos, visibles a
simple vista). Es un representante importante de las comunidades dulceacuicolas con gran
sensibilidad a una amplia gama de compuestos toéxicos, siendo ésta una de las caracteristicas
principales para que sea usado internacionalmente en pruebas de toxicidad. Asimismo, su ciclo de
vida corto y facil cultivo en laboratorio, permite realizar pruebas rapidas y econdmicas (34).

Daphnia se caracteriza por su modo de reproduccidn sexual o asexual (figura 4). En condiciones
favorables, experimenta partenogénesis ciclica. Las hembras producen nidadas de huevos
partenogenéticos tras cada muda adulta, en condiciones favorables. Los huevos se desarrollan en la
camara de cria situada bajo el caparazén, donde permanecen unos 3 dias antes de que la madre
libere a las crias. A 20 °C, los embriones eclosionan en aproximadamente 1 dia y las juveniles pasan
por 4 a 6 estadios antes de producir su primera nidada, lo que ocurre entre los 5 y 10 dias. Una
hembra adulta puede generar nidadas cada 3 a 4 dias hasta su muerte, con una longevidad de mas
de 2 meses en condiciones de laboratorio. El nimero de huevos por nidada varia entre especies,
desde 1 hasta mas de 100 en D. magna (35).
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Figura 4. Ciclo reproductivo de la Daphnia magna
(tomada de: Guo J et al. 2023)(36)

Daphnia presenta 10 pares de apéndices, 5 extremidades tordcicas y un par de garras abdominales.
Su cuerpo esta recubierto por un caparazén quitinoso transparente que puede tornarse rojizo por
hemoglobina. A través de este caparazdon se observan extremidades con setas que facilitan la
alimentacién y la respiracién, generando corrientes de agua que dirigen particulas hacia la boca. Las
mandibulas procesan mecanicamente el alimento. Su rasgo mads caracteristico es un gran ojo
compuesto y dos pares de antenas ramificadas usadas en la locomocién (Figura 5) (37).
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Figura 5. Representacion de la anatomia interna y externa de la pulga de agua.
(tomada de Antunes SC et al 2017)(38)

Este microcrustaceo permite evaluar los efectos toxicos agudos y crénicos de diversos farmacos
presentes en cuerpos de agua, aportando datos fundamentales sobre la concentracidn letal y los
posibles impactos en poblaciones acudaticas. Ademas, esta estandarizado en guias internacionales,
un ejemplo de ello es la NMX-AA-087-SCFI-2010 que establece el método para la medicion de
toxicidad aguda, utilizando al organismo dulceacuicola Daphnia magna, Straus 1820 (Crustacea —
Cladécera).

Este método se basa en la medicién de la toxicidad aguda, mediante la definicion de la
concentracién letal media (CLso), donde la respuesta que se evalla es la ausencia de movilidad o
muerte, bajo condiciones de exposicion controlada de D. magna durante 48 h, la prueba se realiza
en neonatos con menos de 24 horas de edad. lo que facilita la comparacion de resultados entre
estudios y refuerza su valor como herramienta para la vigilancia ambiental y la estimacién del riesgo
ecotoxicoldgico asociado a contaminantes farmacéuticos.
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5. Justificacion

A nivel mundial se ha reportado la presencia de residuos de Ingredientes Farmacéuticos Activos
(IFAS) en aguas, mostrando efectos negativos sobre ecosistemas; incluso a concentraciones bajas.
En México, hay una incipiente preocupacion por el tema y escasa investigacién sobre sus efectos
toxicoldgicos. Este proyecto plantea cuantificar IFAS de administracion comun, como los farmacos
antinflamatorios no esteroideos (AINEs), que por el uso y manejo residual a nivel doméstico e
industrial pudieran estar presentes en los compartimentos ambientales de aguas; incluyendo aguas
residuales, rios y plantas de tratamiento de aguas residuales. Este estudio se suma al esfuerzo de
brindar informacién sobre la evaluacién de la presencia de residuos de AINEs que alcanzan los
distintos compartimentos ambientales y a qué concentraciones en el municipio de Jiutepec y
Temixco. El desarrollo de un método analitico por CLAR para la cuantificacion de estos compuestos
en aguas residuales resulta esencial para conocer sus concentraciones reales en el ambiente y
establecer las fuentes principales de exposicidn. Este mismo método analitico, a su vez, puede ser
empleado en la cuantificacién de este tipo de farmacos y sus efectos en modelos de evaluacion de
ecotoxicidad aguda y crénica. Uno de los modelos bioldgicos empleados es Daphnia magna ya que
permite evaluar de manera directa la toxicidad aguda en un organismo sensible y representativo de
los ecosistemas acudaticos, aportando evidencia experimental sobre los posibles riesgos. Finalmente,
la incorporacién de ensayos in silico de toxicidad amplia la capacidad de prediccidn toxicoldgica, al
estimar efectos en distintos niveles tréficos. La estrategia experimental aplicada proporciona de una
visidn integral de la problematica la cual sustenta la evaluacion del impacto ambiental de los AINEs
y contribuye al fortalecimiento de la vigilancia ambiental y la gestidn de riesgos ecoldgicos.

6. Objetivo general:
Evaluar la presencia y concentracién de antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), en distintos
compartimentos ambientales de agua en el municipio de Jiutepec y Temixco, incluyendo aguas
residuales y plantas de tratamiento de aguas residuales, mediante un enfoque integrado que
comprenda el monitoreo ambiental, analisis predictivos in silico y ensayos de toxicidad aguda in
vivo.

6.1. Obijetivos especificos:

1. Evaluar los principales grupos de medicamentos con potencial probabilidad de persistir
como contaminantes emergentes del ambiente, aplicando una encuesta sobre las practicas
de disposicidn final de medicamentos caducos en Cuernavaca.

2. Calcular el valor predictivo del riesgo de impacto ambiental de los AINEs in silico sobre
especies acuaticas de tres niveles tréficos: algas, invertebrados y peces.

3. Desarrollar y validar métodos analiticos (CLAR — UV/Vis) para la cuantificacion de AINEs.
Cuantificar AINEs en muestras acudticas de distintos puntos de muestreo de la zona
industrial del municipio de Jiutepec y el municipio de Temixco.

5. Implementar un modelo in vivo a partir de Daphnia magna para la evaluacion de toxicidad
aguda de AINEs y determinar las CLso mediante analisis probit.
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7. Hipotesis
El presente estudio aborda dos niveles de andlisis, la presencia y posible origen de antinflamatorios
no esteroideos (AINEs) en cuerpos de agua y, por otro lado, su efecto eco-toxicoldgico sobre
organismos bioindicadores. Se plantean dos hipdtesis de investigacidon independientes, cada una
alineada con sus respectivas variables y estrategias metodoldgicas.

Hipétesis 1: Debido a las deficiencias en las practicas de disposicidn final y alto consumo reportado
por la poblacidn, se espera encontrar una presencia cuantificable de AINEs en las muestras acuaticas
ambientales recolectadas en los municipios de Jiutepec y Temixco, caracterizando un escenario de
contaminacidon emergente a nivel local.

Hipétesis 2: El incremento en la concentracion de los AINEs en los medios de exposicion preparados
en laboratorio produce un aumento significativo en la mortalidad de Daphnia magna, estableciendo
una relacién entre la concentracidn y la respuesta la cual que permite la determinacidn de la
concentracion letal media (CLso).

8. Metodologia

8.1. Materiales y reactivos
La siguiente tabla muestra los materiales y reactivos que se emplearon para la elaboracién de
soluciones para el desarrollo del método analitico de cuantificacion.

Tabla 5. Materiales y reactivos empleados en el desarrollo del método analitico de
cuantificacion.

Materiales Reactivos
* Matraz aforado 10 mL e Acetonitrilo grado CLAR
e Frascos SCOTCH 500 mL e Metanol grado CLAR
e Espatula e Acido Fosférico pureza del 95 %
e Vasos de precipitado 250 mL e Agua destilada
e Vasos de precipitado 100 mL
e Vasos de precipitado 50 mL Estandares internos de farmacos:
e Tubos Falcon 10 mL a) Acido salicilico
e Gradilla para tubos de ensayo b) Ketorolaco
e Papel Parafilm c) Naproxeno sodico
e \Vortex d) Diclofenaco acido
e Micropipeta de 100 a 1000 pL e) lbuprofeno
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8.2.

Preparacién de soluciones

8.2.1. Preparacion de soluciones stock de los cinco compuestos (1000 pg/mL):
Se pesaron 10 mg de cada compuesto en una balanza analitica y se disolvieron en un volumen de
10 mL de metanol, empleado agitacion a través de un vortex para su completa disolucion (Tabla 6).

Tabla 6. Preparacion de soluciones stock

Stock Peso (mg) Vol. Aforo (mL)

Concentracion

(ng/ml)
Ibuprofeno
Diclofenaco
10 10 1000
Naproxeno

Acido Salicilico

Ketorolaco

8.2.2.

8.2.3.

8.2.4.

Preparacion de soluciones de trabajo (100 pg/ mL): Se tomé 1 mL de la solucién
stock y se diluyé con metanol en un matraz aforado de un volumen de 10 mL.
Preparaciéon de diluciones (10 pg/ mL): De la solucién de trabajo se tomé 1 mLy
se diluyé con metanol en un matraz aforado de un volumen de 10 mL.

Preparacién de soluciones de trabajo (200 pg/ mL): Se tomaron 2 mL de la
solucion stock de naproxeno, acido salicilico y ketorolaco, respectivamente, y se
diluyeron con metanol en un matraz aforado de un volumen de 10 mL (tabla 7).

Tabla 7. Preparacidn de la solucién de trabajo de 200 pg/mL

Primera solucion de Concentracion
trabajo (ug/ml)

Vol. De la solucion Stock (mL) Vol. Aforo (mL)

Naproxeno

Acido Salicilico 2 10 200

Ketorolaco

8.2.5.

Preparacién de solucion de trabajo de mezcla de AINEs (50 pg/mL y 10
pg/mL): Se tomaron 0.5 mL del stock (1000 pg/mL) de ibuprofeno y diclofenaco; a esta
solucidn se le adicionaron 0.5 mL de la solucién de trabajo (200 pg/mL) de naproxeno,
ketorolaco y 4cido salicilico, respectivamente, y finalmente se aforé con metanol a un
volumen de 10 mL (tabla 8).

Tabla 8. Preparacidn de la segunda solucion de trabajo (50 pg/mLy 10 pg/mL)

Naproxeno / Acido Salicilico /
. Volumen
Segunda Ibuprofeno / Diclofenaco Ketorolaco final de
solucién de Vol. De la solucién Concentracion Vol. De la solucién Concentracion
X Aforo (mL)
trabajo Stock (mL) (ng/ml) de trabajo (mL) (ng/ml)
0.5 50 0.5 10 10
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8.2.6. Preparacion de soluciones seriadas para la curva de calibracion de la
prueba de linealidad del sistema: Se prepararon diluciones seriadas a partir de 1
mL de la segunda solucion de trabajo la cual contiene 50 y 10 pg/ml que contenia una
mezcla de los 5 farmacos y se aforé con metanol a un volumen de 2 mL (Tabla 9).
Tabla 9. Preparacidn de diluciones seriadas
L. Vol. .. L. Vol. ..
Vol. De la solucién de Aforo Concentracié | Vol. De la solucién de Aforo Concentracio
trabajo 50 pL/mL (mL) (mL) n (ug/ml) trabajo 10 pg/mL (mL) n (ug/ml)
25 5
12.5 2.5
Diluciones
seriadas 6.25 1.25
1 2 3.125 1 2 0.625
1.5625 0.3125
0.78125 0.15625
0.390625 0.078125
8.2.7. Preparacién de soluciones seriadas para la prueba de precision y exactitud

del sistema: Se Preparé cada nivel en triplicado, es decir, 3 repeticiones por nivel
(Tabla 10).

Tabla 10. preparacion de soluciones para la para la prueba de precisidn y exactitud del sistema.

Naproxeno / Acido Salicilico /
. . Volumen
Niveles para Ibuprofeno / Diclofenaco Ketorolaco final de
evaluar Vol. De la solucion Concentracion Vol. De la solucién Concentracion Aforo (mL)
de trabajo (mL) (ng/ml) de trabajo (uL) (ng/ml)
Alto 0.300 23 0.300 3
Medio 0.100 6 0.100 1 1
Bajo 0.50 3 0.50 0.5
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8.3. Encuesta sobre las practicas de disposicion final de medicamentos

caducados.
Con la finalidad de recabar informacién detallada sobre el uso y desecho de medicamentos y su
probable presencia en el ambiente se aplicé una encuesta piloto y posteriormente una encuesta
oficial a usuarios del sistema de alcantarillado y agua potable del municipio de Cuernavaca. Las
caracteristicas de ambas encuestas se describen a continuacion.

8.3.1. Disefo del estudio
Para la elaboracién del cuestionario se recurrié a la asesoria de un especialista del area de
bioestadistica del Instituto Nacional de Salud Publica (INSP), asi como profesionales con
conocimientos sobre ecotoxicologia.

8.3.2. Estructura de la encuesta piloto
Inicialmente se disefid una encuesta piloto con la finalidad de identificar si la encuesta aportaba la
suficiente informacién y si estaba dirigida a identificar los medicamentos con mas posibilidad de
estar presente en los compartimentos ambientales; asi como explorar las diferentes maneras en
gue la poblacién desecha sus medicamentos caducados vy si pudiera existir un sesgo por las formas
de disposicién por parte de la poblacién encuestada.

En la tabla 11 se muestra el cuestionario de 10 reactivos, en el que se incluyeron 3 preguntas
dicotémicas cerradas y 7 de opcién multiple, por su relevancia al objetivo de la encuesta; dado que
algunas respuestas excluian factores de baja relevancia, el usuario encuestado podia proporcionar
su respuesta de manera abierta, seleccionando la opcidn “otra” obteniendo asi mayor especificidad
en datos demogréficos de interés sanitario.

Tabla 11. Contenido de los reactivos de la encuesta.

Reactivos

1.- Indique su sexo.

2.- Indique su edad.

3.- Indique su grado de escolaridad.

4.- Indique el numero de personas que viven en su hogar.

5.- ¢Es usted un profesional sanitario apto para prescribir o dispensar medicamentos?

6.- ¢Cudl es el sitio donde almacena los medicamentos en su hogar?

7.- ¢Qué tipo de medicamentos suele almacenar en su hogar?

8.- ¢Qué método utiliza usted para deshacerse de medicamentos?

9.- ¢Con qué frecuencia desecha los medicamentos en su hogar?

10.- iConoce usted los sitios aprobados para deshacerse de los medicamentos caducos?

8.3.3. Seleccidn de la poblacién de estudio
Para la realizacion de la encuesta piloto, se solicitd el apoyo de un grupo de alumnos seleccionados
de la facultad de farmacia quienes fugieron como aplicadores, proporcionando un maximo de diez
encuestas por alumno. Los cuestionarios se realizaron de manera individual seleccionando a un
representante mayor de edad por cada familia y asegurando que no tuviese un vinculo directo con
los representantes de la comunidad farmacéutica.
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8.3.4. Aplicacidn de cuestionario
El periodo de evaluaciéon fue del 12 al 19 de abril del 2024, la encuesta se realizo via electrdnicay se
le dio difusion mediante un enlace el cual pasdé por los aplicadores y se redistribuyé a los
encuestados; para recabar la informacidn se utilizé la plataforma de formularios de Google con la
finalidad de ofrecer una experiencia intuitiva y amable con el usuario no familiarizado con el formato
digital de la encuesta.

8.3.5. Seguridad de la Encuesta:
Para comprobar la veracidad de los datos, se aplicaron medidas de seguridad en la configuracién
del formulario, como el acceso solo a direcciones de correo electronico verificadas, donde los
encuestados debian iniciar sesidon con una cuenta de Google, ademas de la asignacidn de respuestas
obligatorias que impedian el envio de las respuestas si alguna de estas se encontraba sin responder.

La interpretacion de los resultados se realizé a través de la plataforma de formularios de Google; la
cual proporcioné una herramienta que generd un resumen de los datos, representados a través de
graficos detallados, donde fue posible observar que cada reactivo expresaba su respuesta en valores
de porcentaje.

8.4. Encuesta oficial con usuarios de SAPAC
El proceso final para la aplicaciéon de encuestas se realizé en conjunto con sistema de agua potable
y alcantarillado de Cuernavaca Morelos (SAPAC) quienes brindaron las instalaciones para la
realizacion de encuestas a los usuarios de este servicio. En anexo 1 se muestra el cuestionario
aplicado, que consistio en 12 preguntas dicotdmicas y de opcién multiple, asi como de dos preguntas
abiertas.

8.4.1. Cdlculo del tamafio de muestra
Segun los registros del INEGI (2020), el municipio de Morelos tiene una poblacién de 1,971,520. El
numero de encuestas a aplicar se calculé a partir de la siguiente ecuacién (Ec. 1) considerando un
nivel de confianza del 95 %, margen de error de 5 % y una proporcidn poblacional del 11 %; el
tamafio de muestra corregido se estimd en 151 encuestas a aplicar. (39,40)

NZ% p (1-p)

Ec.1:n= 3 3
(N-1) E“+Z° p(1-p)

Donde N es poblacién total, un nivel de confianza (Z) del 95 %, margen de error (E) de 5 % y una
proporcién poblacional (p) del 11 %.
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8.5. Desarrollo del método analitico de cuantificacion

8.5.1. Espectros de absorcién UV
Se evalué el espectro de absorcidn de los cinco compuestos (ketorolaco, acido salicilico, naproxeno,
diclofenaco e ibuprofeno) en un rango de 200 a 800 nm. Para lo cual, se preparé una solucién stock
(1000 pg/mL), y a partir de ésta se prepard una solucion de trabajo (10 pg/mL) del compuesto y se
transfirid a una cubeta de cuarzo limpia de 2 mL, posteriormente se inserté la celda en el
espectrofotdmetro y se registrd el espectro de absorcidn. Este procedimiento se repitié para cada
uno de los compuestos por triplicado.

8.5.2. Condiciones cromatograficas

Con base en los antecedentes de los métodos compéndiales y no compéndiales se establecieron las
condiciones cromatograficas que permitieron la avaluacidon de los 5 compuestos de manera
simultanea. Se asignd una longitud de onda: 220 nm, una columna cromatografica: C18 de la marca
GRACE con dimensiones de longitud de 4.6 mm x 250 mm y tamano de particula 5 um. La Fase Movil
estaba compuesta por acetonitrilo (ACN) y agua. Para mejorar la retencion de compuestos acidos,
la fase acuosa se acidificé con acido fosférico en una proporcidn del 1 % del volumen total del agua.
Para la mejora de los parametros como resolucién y retencién se establecié una elucién por
gradiente con un flujo de 1.0 mL/ m. Para la disolucidon de muestras de estandares de farmaco se
utiliz6 metanol grado CLAR. La Muestra Blanco asignada fue metanol grado CLAR y para las
muestras control se establecié una mezcla de AINEs 3.125 y 0.625 pg/mL.

Tabla 12. Configuracion de gradiente.

Tiempo (min) % ACN % H>0 + 1% acido fosférico
0 30 70
3 45 55
6 45 65
7 50 70
9 50 50
10 40 60
11 30 70

8.6. Validacidon del método analitico de cuantificacion

8.6.1. Linealidad del sistema:
Se prepard un duplicado de siete niveles de concentracién de los cinco compuestos de referencia
(acido salicilico, ketorolaco, naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno). Se midié la respuesta analitica
reportando la relacidon entre la contraccidn vs. respuesta analitica a través del software de
procesamiento de datos cromatograficos N2000, una vez obtenido el reporte de los datos, se
procedio a la determinacién de la regresion.

8.6.1.1. Regresion
Se calculo el valor de la pendiente (m), intercepto (b) y coeficiente de correlacién lineal (r), mediante
el software de procesamiento de datos de Microsoft Excel y OriginLab para la generacidn de los
graficos correspondientes a cada compuesto evaluado.
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8.6.2. Limites de deteccion (LOD) y Cuantificacion (LOQ):
Método basado en la desviacion estandar (DE) y la pendiente de la curva de calibracion.

1.

Curva de calibracién: Se realizé una curva de calibracién basada en 7 puntos (tabla 9) y se
obtuvieron los datos de regresion.

Anadlisis de varianza: Funcién utilizada en el programa de procesamiento de excel para
determinar la desviacidn estandar del intercepto de la recta (o).

Calculo de LOD y LOQ se determiné mediante el uso de las siguientes ecuaciones:

30 100
Ec. 2: LOD = T Ec. 3: LOQ = T

Donde o es la desviacidn estandar de la respuesta en bajas concentraciones y S es la pendiente
de la curva de calibracidn (sensibilidad del método).

8.6.3. Intervalo de confianza de la pendiente (ICP B1):
Procedimiento para Calcular el Intervalo de confianza de la Pendiente

1.

Ajuste de la Regresion Lineal: Se realizé una regresién lineal por minimos cuadrados para
obtener:

e Pendiente (b)

e Error estandar de la pendiente SE(b)

e Grados de libertad (gl = n - 2), donde *n* = nimero total de puntos.

Calculo del Intervalo de Confianza (95%)

Ec. 4: b + t *SE(b)

b: Pendiente estimada.
t: Valor critico de la distribucidn *t* de Student (a = 0.05 para 95 % de confianza).
SE(b): Error estandar de la pendiente.

8.6.4. Precision y Exactitud:
1. Seleccion de tres niveles de concentracion para acido salicilico, ketorolaco y naproxeno:

Alto: 3 ug/mL
Medio: 1 pg/mL
Bajo: 0.5 pg/mL

2. Seleccion de tres niveles de concentracion para diclofenaco e ibuprofeno:

Alto: 23 pg/mL
Medio: 6 pg/mL
Bajo: 3 ug/mL
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8.7. Plan de muestreo de aguas residuales

El muestreo se realizd siguiendo algunas recomendaciones de la normatividad mexicana para la
cuantificacion de contaminantes basicos; aunque estas no estdn enfocadas especificamente a
limites de contaminantes de medicamentos, se consultaron para conocer los tipos de muestreo,
procedimientos y frecuencia de muestreo. La norma NMX-AA-003-1980 da a conocer los
lineamientos generales y recomendaciones para tomar muestras a partir de las descargas de aguas
residuales, con la finalidad de determinar sus caracteristicas fisicas y quimicas, debiéndose observar
las modalidades indicadas en las normas de métodos de prueba correspondientes. Por su parte la
NOM-001-ECOL-1996 establece los limites maximos permisibles de contaminantes bdsicos
presentes en descargas de aguas residuales, en aguas y bienes nacionales, con el objeto de proteger
su calidad y posibilitar sus usos, siendo de observancia obligatoria para los responsables de dichas
descargas. Esta norma no se aplica a las descargas provenientes de drenajes separados de aguas
pluviales.(41,42)

El muestreo no se realizd en época de lluvias porque aumenta la posibilidad de que el caudal
provoque la dilucién de residuos de medicamentos, arrastre de sélidos y considerar la variabilidad
por descargas pluviales ya que esto distorsiona las concentraciones reales y complica la
comparabilidad entre puntos de muestreo o fechas. Es de condicién obligatoria que existan mds de
72 horas sin lluvia antes de cada muestreo. Si hubiera lluvia en las 72 h previas a la fecha prevista,
reprogramar la toma de muestras hasta que se cumpla la condicidn. Asimismo, se tomaron dos tipos
de muestras:

La muestra simple: La que se toma en dia normal de operacidn durante el tiempo necesario para
completar un volumen suficiente para que se lleven a cabo los analisis para conocer su composicién,
aforando el caudal descargado en el sitio y en el momento del muestreo. Asi como la muestra
compuesta: La que resulta de mezclar el nimero de muestras simples. Para conformarla, el volumen
de cada una de las muestras simples deberd ser proporcional al caudal de la descarga en el momento
de su toma.

El muestreo se realizé en las siguientes locaciones:
a) Municipio de Jiutepec:

Se establecieron dos dias para la realizacidon de tomas de muestras simples en la zona industrial del
municipio de Jiutepec, permitiendo una réplica temporal temprana dentro de la quincena con un
horario de muestreo: 08:00-12:00 h con condiciones hidroldgicas y temperatura mas estables.

Periodo A: 14 de Julio 2025 (Prueba exploratoria)
Periodo B: 24 al 25 de noviembre 2025 (lunes—martes)
Periodo C: 2 de diciembre 2025 (Prueba final).
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Puntos de Muestreo en el Municipio de Jiutepec:

1. Primer punto (control): Antes de influencias industriales, ubicado en el canal de CIVAC, Eje
Nte. Sur, Colonia Otilio Montafio, Jiutepec Morelos.

2. Segundo punto (primera descarga): Cercano a la primera descarga relevante a cuerpo de
agua, ubicado en la Barranca de Analco, Tarianes 1000, Colonia Los Tarianes, Jiutepec
Morelos.

3. Tercer punto (seccién media): Zona de mezcla de aguas, ubicado en el canal de CIVAC, 19
P. de la Fuentes, Colonia Pedregal de las Fuentes, Jiutepec Morelos.

4. Cuarto punto (segunda descarga / zona industrial): Punto de potencial aporte adicional de
contaminantes e influente de la PTAR ECCACIV, ubicado en la Barranca de Analco, Camino
Viejo a San Gaspar, Colonia Centro, Jiutepec Morelos.

5. Quinto punto (aguas abajo): Seccidn final representativa de la carga integrada y efluente
de la PTAR, ubicado en la Barranca de Analco, 534 Cam. Ejidal Articulo 27, Colonia La
Esmeralda, Jiutepec Morelos.

b) Municipio de Temixco:

El muestreo se realizd en La Planta de Tratamiento de Aguas Residuales "El Rayo". Se designaron los
martes para toma de muestras simples y los miércoles para la recoleccion de una muestra
compuesta, el proceso generador de la descarga se monitored durante 12 horas. Se establecid en
periodo de recoleccién en distintas temporadas llevdndose a cabo en las siguientes fechas:

e Periodo A: 15 de julio 2025

e Periodo B: 19 de noviembre 2025
e Periodo C: 16 de diciembre 2025

e Periodo D: 17 de diciembre 2025

8.7.1. Red de puntos de muestreo y procedimiento de campo:
Las figuras 6 y 7 muestran la ubicacién exacta de la toma de muestras en los municipios. Por un lado,
se encuentra la PTAR “El Rayo” en Temixco, Unico punto de muestreo localizado en la entrada de la
planta. En Jiutepec (Figura 7) se muestra trazada la ruta que une los puntos de muestreo entre si,
desde el punto control hasta el dltimo punto con la seccidn representativa de la carga integrada de
la zona urbana e industrial del municipio.

Para el procedimiento en campo se utilizaron frascos ambar de vidrio de 100 mL con tapa tefldn,
guantes, hielera con geles y rotulador indeleble. Asi mismo, en cada punto se midié el pH,
temperatura, conductividad estado del clima, fecha y hora. La toma de muestra fue en
contracorriente, aproximadamente a unos 10 - 20 cm bajo superficie, evitando margenes y remanso
y llenando el frasco sin burbujas. Las muestras fueron conservadas a 4 + 2 °C en oscuridad y se
filtraron a través de un acrodisco de nylon 0.22 una vez que se llevaron al laboratorio. Finalmente
se refrigeraron a temperatura de 4° C hasta su uso.
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8.8. Desarrollo de ensayos in silico

8.8.1. Plataforma de prediccion admetSAR 3.0, preADMET y Software de
prediccion: VEGA in silico platform version 1.2.4

Con base en el cuadro basico de medicamentos del Instituto Mexicano de Seguro Social (IMSS) se
seleccionaron algunos AINEs y para evaluar su potencial efecto eco toxicoldgico, para lo cual se
obtuvo cédigo SMILES correspondiente a cada sustancia a partir de las bases de datos de Pubchem.
Este se tomd y se colocé directamente en el sistema de captura de SMILES de la plataforma de
admetSAR.3.0 y preADMET, posteriormente se colectaron los datos arrojados por cada software,
estos mismos fueron agrupados en especies acudticas y se hizo un concentrado de los resultados
obtenidos. El anexo nimero 2 se muestra el desarrollo ilustrado de un analisis in silico utilizado
herramientas de biosimulacion predictiva.

8.9. Desarrollo de ensayo in vivo

8.9.1. Evaluacion de la toxicidad en Daphnia magna.
A continuacion, se describen los procedimientos para preparacion de reactivos, medios de cultivo y
evaluacion de la toxicidad aguda de AINEs en un modelo de Daphnia magna mediante pruebas de
exposicién a sustancias, siguiendo algunas indicaciones de la NMX-AA-087-SCFI-2010 que lleva por
nombre: Analisis de agua-Evaluacién de toxicidad con Daphnia magna, Straus (Crustacea -
Claddcera) Método de prueba. Su desarrollo requiere realizar un par de pruebas complementarias,
como:

e Evaluar la toxicidad del compuesto de referencia (dicromato de potasio (K2Cr.07) en un
modelo de Daphnia magna.

e Valorary analizar el agua de acuerdo con la NMX-AA-072-SCFI-2001 para la determinacién
de dureza total.

e Evaluar la ecotoxicidad aguda mediante pruebas de mortalidad sobre Daphnia magna.

8.9.1.1. Reactivos y cultivos para la preparacion de agua dura
La tabla 13 muestra el modo de preparacién de las soluciones que componen el medio de prueba,
el agua dura la masa pesada de cada sustancia se disuelve en un litro de agua destilada. El anexo 3
describe detalladamente los componentes y pruebas de calidad para la preparacién de soluciones
qgue componen el medio de cultivo.

Tabla 13. Preparacion de soluciones stock de los componentes del agua dura.

Sustancia Concentracion (g/L)
Cloruro de calcio di hidratado (CaCl,-2H,0) 0.29
Sulfato de magnesio heptahidratado 0.123
(MgS04:7H,0) ’
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 0.065
Cloruro de potasio (KCI) 0.0058
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Una vez elaborada el agua dura, se mantiene en aireacion hasta que se alcanza la saturacién del
oxigeno disuelto. Después, conservarse a temperatura ambiente o en refrigeracidn, cuidando que
para el momento de las pruebas se encuentre a 20 °C + 2 °C. Asi mismo, se realizaron pruebas
fisicoquimicas para la evaluacidn de la calidad de agua dura, en el anexo 3 se describe la metodologia
gue se siguid para la evaluacion de la calidad del agua dura. Se determind la temperatura, pH,
conductividad, determinacidn de dureza y determinacién de oxigeno disuelto.

Para cultivos de D. magna se utiliza agua reconstituida cuya dureza sea de 250 + 25 mg/Ly el pH de
8.0 £ 0.2. Su preparacion debe efectuarse al menos con 24 h de anticipacidn, cuidando que se
efectue tal y como se indica en el punto siguiente, ya que de ello depende en gran parte tanto el
cultivo éptimo de los organismos como la culminacién exitosa de la prueba. Los organismos se
cultivaron bajo un fotoperiodo de luz y oscuridad de 16 h:8 h, respectivamente, con temperatura
de 20 °C. El anexo 3 se describen las condiciones ambientales para el cultivo y mantenimiento de
organismos de Daphnia magna.

8.9.1.2. Evaluacion de la toxicidad aguda en Daphnia magna

8.9.1.2.1. Control Positivo (+): Dicromato de potasio
Esta prueba se realizé con diluciones de dicromato de potasio, preparadas a partir de una solucion
stock como se muestra en la tabla 14. Esta prueba da evidencia de que los organismos de prueba
cuentan con la sensibilidad necesaria. El control positivo es una solucién de dicromato de potasio,
cuya concentracion correspondera al valor promedio de la CLso histdrica que caracteriza la respuesta
de los claddceros al compuesto toxico.

El toxico de referencia utilizado en la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 es el dicromato de potasio
(K2Cr207), que se prepara pesando 50 mg de K,Cr,07 aforados a 100 mL con agua desionizada (0.5
mg/mL). Una vez preparada esta disolucion madre, debera valorarse el contenido de cromo
hexavalente para determinar la concentracion real del téxico de referencia. A partir de esta
disolucién madre, se elabora tanto la serie de concentraciones o diluciones necesarias para el
calculo de la CLso del toxico de referencia para un tiempo de exposicion de 24 h. Una vez establecidas
las concentraciones se realiza una prueba exploratoria.

Tabla 14. Concentraciones de dicromato de potasio (control positivo) aguda.

S?Iucién de control.+ Concentracién mg/L
Dicromato de potasio

1 0.2400

2 0.2540

3 0.2680

4 0.2840

> 0.3000
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8.9.1.3. Prueba exploratoria de toxicidad aguda en Daphnia magna.

Esta prueba es de utilidad tanto para discriminar entre concentraciones no téxicas; asi como para
determinar el intervalo de concentraciones o diluciones que se deben aplicar para la determinacion
de la CLsp en una prueba definitiva. En general, se siguen los siguientes pasos para su desarrollo. Se
separan 10 organismos en vasos de precipitado de 100 mL, se agrega el volumen necesario para
obtener diferentes concentraciones del compuesto a evaluar, con un volumen de 30 mLy aforando
con agua dura vy se realiza esta prueba por triplicado de cada concentracion.

También se realizé la prueba exploratoria de los cinco AINEs evaluados, para los cual cabe sefialar
que antes de efectuar las pruebas se realizé una investigacion bibliografica sobre la ClLso de los
farmacos de interés. A partir de la CLsp de cada farmaco se establecieron rangos a concentracién
alta, media y baja alrededor de la CLso a las que se someteria el modelo bioldgico. Alta, por encima
de la CLso, Media, que corresponde a la CLso y Baja, por debajo de la CLso (tabla 15).

Tabla 15. Rangos de concentracidn establecida para la prueba de toxicidad de AINEs

Farmaco Concentraciones (ug/mL) c:':;)g:z ::')
AS 50 40 32.22 16.01 6.01 16.01
KET 25 18.93 14.32 7.16 3.58 18.93
NAP 130 120 100 85.34 21.35 85.34
DIC 20 18.5 17.5 15 4.38 17.5
IBU 20 18 16.8 13.6 4 13.6

e Para las pruebas exploratorias con farmacos es importante trabajar un rango de
concentraciones con un minimo de cinco concentraciones.

e Preparar las soluciones madres de cada compuesto a evaluar tomando en cuenta la
concentracidon mas alta.

e En esta prueba exploratoria también incluir un control positivo (K,Cr,07) y un control
negativo (utilizando Unicamente el medio de cultivo, agua dura).

e La exposicidon de los organismos es de 24 h. Trascurrido este tiempo, realizar el conteo de
organismos muertos por concentracion.

e Sacar el porcentaje de mortalidad por concentracidon contemplando las tres réplicas de cada
concentracién con la siguiente ecuacion:

n de organismos expuestos por concentracion

Ec. 5: % mortalidad = - ——x100
n de organismos muertos por concentracion
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8.9.1.4. Prueba definitiva de toxicidad aguda en Daphnia magna
La tabla 16 muestra las condiciones finales utilizadas para las pruebas de toxicidad aguda donde se
avalué mortalidad de los organismos en un rango de mayor a menor concentracion de fdrmaco en
un periodo de 24 horas.

Tabla 16. Condiciones de la prueba de toxicidad aguda de farmacos con el modelo in vivo de

Daphnia magna.
Parametro Condicion
Calidad de luz Fluorescente, blanca y fria
Luminosidad 600 Ix - 1000 Ix

Fotoperiodo

16 h luz / 8 h oscuridad

Volumen de los recipientes de prueba

40 mL como minimo

Edad de los organismos

Menos de 24 h de nacidos

Numero de réplicas por dilucién

2 para la prueba exploratoria

Numero de réplicas en el control positivo 3
Numero de réplicas en el control negativo 3
Numero de organismos por recipiente 10
o Reconstituida dura de 250 mg/L +
Agua de dilucién
25 mg/L
Temperatura 20°Ca22°C
Alimentacién No
Volumen total (agua reconstituida mas L.
Minimo 30 mL

muestra)

Control Negativo Sobrevivencia 2 90 %

Con una concentracién de dicromato
de potasio cercana a la CLso y con
un efecto del 33% al 57% de
mortandad, leido a las

Control Positivo

48 de exposicion.

8.9.1.5. Andlisis Probit:

Una vez realizado el conteo de organismos muertos por concentracién, se procede al tratamiento
de los datos obtenidos. En Excel se tabularon las concentraciones de la prueba, nimero de
organismos expuestos, numero de organismos muertos, el promedio de organismos muertos por
cada concentracion y el Logip de cada concentracion. Con los datos obtenidos de cada
concentracién, se calculé el porcentaje de mortalidad como se menciona en la tabla 17.
Posteriormente, se calculd la regresion lineal con los datos de logio de las concentraciones y los
numeros probit. El valor probit se calculéd mediante la ecuacién 7 (Ec. 7). Finalmente se calculé el
antilogaritmo del resultado de la formula probit para obtener la CLso.
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Ec. 7: Probit = ((5-b)/m))
Donde:

e y=0rdenada al origen.
e m =Pendiente.

Tabla 17. Transformacidén de porcentaje de mortalidad a unidades Probit.

% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 — 2.67 2.95 3.12 3.25 3.36 3.45 3.52 3.59 3.66
10 3.72 3.77 3.82 3.87 3.92 3.96 4.01 4.05 4.08 4.12
20 4.16 4.19 4.23 4.26 4.29 4.33 4.36 4.39 4.42 4.45
30 4.48 4.5 4.53 4.56 4.59 4.61 4.64 4.67 4.69 4.72
40 4.75 4.77 4.8 4.82 4.85 4.87 4.9 4.92 4.95 4.97
50 5 5.03 5.05 5.08 5.1 5.13 5.15 5.18 5.2 5.23
60 5.25 5.28 5.31 5.33 5.36 5.39 5.41 5.44 5.47 5.5
70 5.52 5.55 5.58 5.61 5.64 5.67 571 5.74 5.77 5.81
80 5.84 5.88 5.92 5.95 5.99 6.04 6.08 6.13 6.18 6.23
90 6.28 6.34 6.41 6.48 6.55 6.64 6.75 6.88 7.05 7.33
99 7.33 7.37 7.41 7.46 7.51 7.58 7.65 7.75 7.88 8.09

49



9. Resultados y Discusion
9.1. Aplicacién de encuestas

9.1.1. Encuesta piloto

A continuacion, se presentaran los resultados correspondientes a la encuesta piloto. Se registro la
participacidon de 730 encuestados, donde los datos de caracter demografico registraron un indice
de femineidad del 56.03 % y masculinidad del 43.56 %,; para la informacion relacionada con el grado
de escolaridad se encontré que el nivel licenciatura corresponde al 58.22 % del total de los
encuestados; se observo que las familias de 2 a 3 y de 4 a 6 miembros fueron mas prevalentes con
respecto a las otras opciones, representando un 36.7 % y 55.62 % respectivamente. En el caso de
los rangos de edad de 25 a 34 y mas de 54 afios fueron los de mayor participacién en la encuesta.
La figura 8 se resumen las caracteristicas demograficas de la muestra analizada.

Clasificacién por sexos Rangos de Edad
5.21%
. 11.64%
= Mujeres 43.56% m 18 a 24 afios
= Hombres 56.03% = 25 a 34 afios 8.36% .
= 35 a 44 afos
45 a 54 afios

Grado de escolaridad = mas de 54 afios

1.64%
4.11%_\"‘\ /_1.10%
= Licenciatura 7.67% ‘ Numero de habitantes por hogar

1.239% 1.64%
) N\

= Bachillerato 4.52%
. 0

= Secundaria mDe2a3
Posgrado mDedab
® Primaria mDe7al0
= No estudia 10 o mas
= Vive solo

Figura 8. Datos demograficos representados correspondientes a la encuesta piloto

La encuesta prioriza las respuestas del publico no especializado, aquel cuya profesion u oficio no lo
involucre directamente con las ciencias farmacéuticas; el 91.3 % de la poblacidn resulté ser ajena a
las practicas de prescripcion y dispensacion de medicamentos. Para obtener resultados libres de
sesgo, se implementd la pregunta “éEs usted un profesional sanitario apto para prescribir o
dispensar medicamentos?” permitiendo la clasificacion de las respuestas en dos grupos
(especializados y no especializados) abordando la problematica desde una perspectiva social en
donde los conocimientos propios del gremio no interfirieran con los resultados.
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El 37.3 % de la poblacién almacena sus medicamentos en un botiquin; sin embargo, la suma total
de lugares no adecuados como el bafio/tocador, armario/caja y el recuento de otros, equivale al
68.3 % (figura 9).

70%

58.08%

60%

50%

40%

30%

20%

10%
0.30% 0.80%

0%
Categoria 1

B Armario/Cajon M Botiquin M Bafio/Tocador Refrigerador M Otros

Figura 9. Porcentaje segun el tipo de almacenamiento empleado por los encuestados en la
prueba piloto.

Entre los métodos para deshacerse de los medicamentos, se encontré que las opciones mas
recurrentes pertenecen a opciones no adecuadas, entre estas, la basura comun con
un 59.70 %, regalar los medicamentos con 8.4 %, tirarlos en retrete o lavadero con 7.4 %, la
utilizacién de medicamentos como fertilizantes con 2.80 % e incineracién en casa con 1.2 %. Las
opciones consideradas como correctas muestran menor incidencia; el 5.7 % de la poblacién los
devuelve al hospital o farmacia, el 14.2 % los deposita en un contendor adecuado. El recuento de la
opcién “otros” corresponde al 0.6 % donde el 0.2 % pertenece a métodos adecuados (tabla 18).

Tabla 18. distribucién que muestra los porcentajes de métodos de desecho.

Medio de Desecho Frecuencia Porcentaje (%)
Basura 436 59.70
Contenedor designado 104 14.20
Regala 61 8.40
Retrete o lavadero 54 7.40
Devuelve a Farmacia 41 5.70
Fertilizantes 21 2.80
Quema 9 1.20
Otros 4 0.60

51



La poblacién encuestada desecha sus medicamentos caducados principalmente cada afio (48.90 %)
(figura 10). Los datos finales expresan que solo un 23.9 % de la poblacion encuestada, reconoce los
lugares adecuados para deshacerse de los medicamentos que se encuentran en desuso. Los
encuestados dieron a conocer los tipos de medicamentos que suelen almacenar y desechar
constantemente, de los cuales destacan con mayor frecuencia el grupo de los analgésicos y
antinflamatorios (figura 11), seguido de los medicamentos antitusigenos, antibidticos,
antiulcerosos, antihipertensivos, antidiabéticos y los medicamentos anticonceptivos.

= Una vez al mes

= Una vez cada 6 meses

= Una vez al afio
Unavez a la semana

= Una vez cada 3 meses

Figura 10. incidencia con la que los usuarios de la encuesta piloto se deshacen de sus
medicamentos.

Probioticos 0.04%

0.04%
Psquiatricos 0.04%
0.04%
Antihistaminico 0.04%
0.08%
Hipndticos 0.08%
0.12%
Antitirodeo 0.12%
' 0.28%
Anticonceptivos = 1 98%
4.09%
Antiparasitarios 4.37%
—— () 8%
Antihipertensivo 7.33%
13.93%
Antibidticos 16.97%
17.94%
AINES 26.20%
0.00% 5.00% 10.00% 15.00% 20.00% 25.00% 30.00%

Figura 11. Medicamentos mas utilizados por los usuarios de la encuesta piloto.

52



9.1.2. Encuesta oficial
Se aplicaron 151 encuestas a los usuarios del sistema de agua potable y alcantarillado de Cuernavaca
Morelos (SAPAC). Los datos sociodemograficos se muestran en la figura 12. Las personas con mas
de 54 afios representaron el 26.39 % que respondieron la encuesta. Las mujeres tuvieron mayor
participacion (56 %) que los hombres (44 %). El 36.81 % de la poblacidén encuestada tiene un nivel
de escolaridad de licenciatura y el 45.83 % vive con 4 o0 6 personas.

Clasificacion por sexos Rangos de Edad
1.39%

2.08%

11.81%

= Menor a 18
= Mujeres = 18 a 24 afios "
= Hombres = 25 a 34 afios
35 a 44 afios

® 45 a 54 afos

Grado de escolaridad u Més de 54 afios

0.69%
1.39% /5 56%
4.86%

= Primaria

) Numero de habitantes por hogar
Secundaria

1.39% _ 6.94%

= Bachillerato mDe2a3 5.56% _\
= Licenciatura perones \‘
= Posgrado . E:rjoanzs \
= No estudia mDe7al0
= Técnico personas
= 10 0o mas
personas

Figura 12. Datos demograficos correspondientes a la encuesta oficial

Cabe mencionar que el 50 % de los encuestados eliminan los medicamentos directamente a la
basura municipal; aunque 11.11 % lo deposita en los contenedores asignados del SINGREM y 7.64
% los devuelve a la farmacia, actividades que se consideran como una buena practica de disposicion
de medicamentos (Tabla 19). Un bajo porcentaje declaré que lo desecha por via de los efluentes
(2.78 %) como la tarja, sanitario o lavadero.

53



Tabla 19. métodos de desecho por parte de los usuarios encuestados de la prueba oficial.

Medio de Desecho Frecuencia Porcentaje (%)
Basura 76 50.00
Dos o mas medios de desecho 30 20.14
Contenedor designado (SINGREM) 17 11.11
Devuelve a la farmacia o al hospital 12 7.64
Regala 10 6.94
Sanitario o lavadero 4 2.78
Sin respuesta 2 1.39
Quema 0 0.00
Los utiliza como fertilizante para las plantas 0 0.00

La encuesta oficial coincide con la encuesta piloto en que desecha sus medicamentos directamente
en la basura municipal (50 %). Sin embargo, se observa una diferencia cuando se les pregunta si los
medicamentos los desechan a través de los efluentes, los porcentajes para la eliminacién por esta
via son de 2.78 % en la encuesta oficial y 7.40 % en la encuesta piloto. La diferencia podria ser
explicada por el sesgo generado al aplicarse la encuesta en una oficina gubernamental de la cual los
encuestados pudieran ser acreedores a una multa por practicas de disposicion inadecuadas. En la
figura 13 se muestra que el 39.58 % de las personas encuestadas almacena sus medicamentos
caducados en el armario o cajén y el 26.39 % en el botiquin.

45%
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25%
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’ 1.39%  1.39%
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B Armario/Cajon H Botiquin
Refrigerador M Botiquin/Refrigerador

W Armario/Cajon/Refrigerador B Tocador/Armario/Cajon

1.39%

Tocador

B No utiliza

1.39%  0.69%

W Otros

15.97%

Figura 13. Porcentaje segun el tipo de almacenamiento empleado por los encuestados en la

prueba oficial.
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Los resultados de la encuesta oficial (figura 14) mostraron que los principales medicamentos que
almacenan son los AINEs (31.99 %), antibidticos (14.71 %) y antiulcerosos (12.13 %). Siendo
coincidentes con los dos primeros de la encuesta piloto.

Anticonceptivos ([l 2.21%
Laxantes ([ 3.68%
Antiulcerosos (NG 12.13%
Antitusigeno ([ INEGEGEGEGEGEEEEE 10.66%
AINES | 31.99%
Antiparasitarios | N DN 7.35%
Antibisticos (NG 14.71%
Antidiabéticos ([ NG 6.25%
Antihipertensivos | N NN 11.03%

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%

Figura 14. Medicamentos mas utilizados por los usuarios de la encuesta oficial

Cabe sefialar que los resultados muestran que un alto porcentaje de la poblacién encuestada mostré
buenas practicas de almacenamiento de sus medicamentos; actividades que con respecto al
ambiento ambiental resulta en que el adecuado almacenamiento y disposicion final de
medicamentos en el hogar es fundamental para garantizar su eficacia y seguridad; mantenerlos en
condiciones éptimas ayuda a preservar su calidad y a evitar posibles deterioros que podrian
comprometer su efectividad. Por el contrario, un inadecuado almacenamiento y desecho, puede
tener consecuencias significativas para el ambiente.

Ademas de que la aplicaciéon de esta encuesta permitid dar a conocer los porcentajes de la poblacion
que siguen tanto las adecuadas e inadecuadas practicas de disposicion de medicamentos
caducados, se observd la necesidad de dar a conocer a la poblacidn en general que, si los
medicamentos se desechan incorrectamente, al tirarlos por el desagiie o al contenedor de basura,
pueden contaminar los suelos y el agua. Los productos quimicos presentes en los residuos
medicamentosos pueden afectar a los ecosistemas acudaticos y terrestres, causando dafos a la vida
silvestre y a los organismos que dependen de estos entornos. Ademas de que los envases de
medicamentos mal desechados pueden acumularse en vertederos, contribuyendo a la
contaminacion del suelo y la liberacion de sustancias quimicas tdxicas a medida que se
descomponen y que puede tener efectos adversos en la calidad del suelo y en la salud de las
personas que viven cerca de estos vertederos.
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La encuesta aplicada muestra que los medicamentos que encabezan la lista de los mayormente
utilizados corresponden a analgésicos y antinflamatorios, esta clasificacién comprende a todos
aquellos que en la encuesta se designaron como medicamentos para el tratamiento de fiebre,
reduccion de la inflamacién y dolor con la finalidad de que las personas encuestas comprendieran
completamente la pregunta; dentro de los antinflamatorios no esteroideos (AINEs), los ejemplos
mas comunes son el acido acetil salicilico, naproxeno, ibuprofeno y diclofenaco.

Estudios previos han reportado la presencia de este tipo de farmacos en aguas residuales en
diferentes concentraciones debido a su incompleta remocidn en las plantas tratadoras y el vertido
directo de los residuos no tratados en corrientes de agua. Un estudio realizado en el 2018, en la
ciudad de Cuernavaca, Morelos, menciona que los productos farmacéuticos mas abundantes en el
agua de la regién fueron; naproxeno (732 a 4880 ng/L), acetaminofén (354 a 4460 ng/L) y
diclofenaco (258 a 1398 ng/L), cuyas concentraciones corresponden a muestras tomadas posterior
al tratamiento; estos resultados denotan ineficiencia en la captura de aguas residuales de las
vertientes que existen en el municipio ademas de que se ha reportado en diferentes estudios que
la presencia de los AINEs en el ambiente ha llegado a inducir toxicidad en diferentes especies
alrededor del mundo. Cientificos descubrieron que los peces de las especies Abramis sp. y Rutilus
sp. contenian niveles de tres medicamentos (diclofenaco, naproxeno e ibuprofeno) en rangos que
iban desde 6 hasta 95 ng/mL, 1.6 hasta 32 ng/mLy de 16 a 30 ng/mL respectivamente, demostrando
gue los productos farmacéuticos originarios de los efluentes de plantas de tratamiento de aguas
residuales pueden ser capturadas por las especies acuaticas que habitan en la zona (12).

El segundo grupo de medicamentos mas utilizado segun los resultados de encuesta, fueron los
antibidticos. El uso esta indicado para el tratamiento de infecciones producidas por bacterias, este
grupo forma parte de los principales medicamentos reportados en otras encuestas. La presencia de
este tipo de compuestos en el ambiente se podria considerar alarmante debido al proceso de
movilizacién de los metabolitos por el medio acudtico posterior a su consumo, induciendo asi la
aparicidn de organismos con tolerancia al tratamiento y la generacidn de resistencia por parte de
los microorganismos infecciosos. En el 2018, en Cuernavaca se reportd la presencia de
sulfametoxazol (108-502 ng/L) y trimetoprima (440-790 ng/L) en muestras acudticas, estos
compuestos se encuentran ocupando el segundo lugar de los mas detectados en efluentes y el
tercer lugar en influentes y aguas superficiales. Al igual que los AINEs, los niveles de antibidticos en
las aguas superficiales ubicadas en la salida de las plantas tratadoras eran superiores a los del agua
captada, lo que sugiere una eliminacién deficiente de estos compuestos. Esta afirmacion sugiere
qgue los compuestos pasan por el proceso de tratamiento con baja o nula modificacién en sus
concentraciones lo que ha traido consecuencias, un estudio afirma que la presencia de antibioticos
en el agua provee un ambiente ideal para fomentar la resistencia de los microorganismos debido a
la baja concentracion en la que se encuentrany a la presencia constante lo cual fomenta y favorece
las mutaciones en estos convirtiéndose en una problematica sanitaria de alto riesgo (12).

La presencia de AINEs en el ambiente estd estrechamente ligada a la mala disposicién a nivel
domeéstico, al ser el grupo de medicamentos que encabeza la lista de los mas utilizados y cuyas
investigaciones previas sostienen que tienen un potencial toxicolégico mayor, por lo tanto, la
presente investigacidn prioriza el enfoque de las pruebas, estudios y analisis en los medicamentos
clasificados como antinflamatorios no esteroideos en medios acudticos.
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9.2. Desarrollo del método de cuantificacion

9.2.1. Seleccién de longitud de onda para cuantificacidn e identificacién quimica
En las figuras 15 a 19 se muestran los espectros de absorcién emitida por cado uno de los farmacos.
Los maximos de absorcién fueron de 270, 254, 254, 254 y 113 nm para acido salicilico, ibuprofeno,
naproxeno, diclofenaco y ketorolaco, respectivamente. Cabe sefialar que la finalidad del presente
estudio es desarrollar un método analitico que puede cuantificar de forma simultanea los cinco
farmacos antiinflamatorios en un equipo cromatografico equipado con un detector UV-Vis de
longitud de onda fija. De tal forma que se seleccioné una longitud de onda de mdaxima absorcion
(Amax) que permitiese la visualizaciéon de los cinco compuestos, por lo tanto, se selecciond una
longitud de onda paralalectura a 220 nm, la cual permitié hacer lecturas con la suficiente intensidad
para la deteccién incluso a bajas concentraciones de manera simultanea.
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Espectros de absorcion de los AINEs
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Figura 15. Espectro de absorcién Naproxeno. Figura 16. Espectro de absorcion de Acido
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Figura 17. Espectro de absorcién de Ibuprofeno. Figura 18. Espectro de absorcion de Ketorolaco
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Figura 19. Espectro de absorcion de Diclofenaco.
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9.2.2. Seleccion de la fase movil

9.2.2.1. Configuracién por método isocratico
Este modelo se caracterizd por mantener una composicion constante entre la proporcidon de
disolvente organico y la proporcién de fase acuosa durante todo el tiempo de andlisis. En este
estudio, se probd un total de cinco condiciones (Tabla 20), de las cuales solo dos lograron la
optimizacion del método de analisis, las cuales llevaban la siguiente composicién, 40 % ACN y 60 %
de fase acuosa (Figura 20), de la cual el 1% del volumen se encontraba acidulada con acido fosférico;
la otra fase consistia en 45 % ACN y 55 % de fase acuosa con las condiciones de acidez (Figura 21).

Tabla 20. Fases maviles y tiempos de retencion obtenidos bajo distintas condiciones isocraticas.

Tiempo de retencion (minutos)
60:40 (0.2% | 40:60(0.2% | 50:50 (0.2 % 40:60 (1 % 40:60 (1%
Farmaco de acido de acido de acido de acido de acido
férmico) férmico) férmico + acético) fosférico)
acido acético)
Ketorolaco 3.190 5.165 3.648 5.832 3.540
Paracetamol 3.196 3.232 2.456 3.290 3.307
Acido Salicilico 3.373 1.156 1.538 4.223 4.615
Naproxeno 3.940 7.965 4,998 7.898 8.115
Diclofenaco 4.965 16.848 7.615 16.615 17.165
Ibuprofeno 5.290 17.652 8.182 17.982 18.293

La figura 20 muestra un cromatograma de elucién isocratica utilizando metanol (40 %) y una
solucién de acido fosférico al 1 % (60 %) como fase movil, se puede observar que no existe la
suficiente separacién y resolucidn entre diclofenaco e ibuprofeno, ademas de que la sefal
correspondiente a paracetamol genera una interferencia con el tiempo muerto (TM) y ketorolaco.
Este empalme de sefiales comprometié el andlisis impidiendo la correcta cuantificacion de los
compuestos. Durante la realizacidn de las pruebas, el cido acético se reconocié como el generador
de interferencia; por lo que se sustituyd por acido fosférico, el cual mejord significativamente la
resolucion (Figura 21).
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Chromatogram (060920240009. org)
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Figura 20. Cromatograma de mezcla de AINEs, 40:60 (1% de acido fosforico).

La figura 21 muestra el cromatograma con las sefiales que corresponden a los 5 compuestos que se
seleccionaron finalmente para su estudio en muestras ambientales. Ketorolaco (KET), acido salicilico
(AS), naproxeno (NAP), diclofenaco (DIC) e ibuprofeno (IBU). Nuevamente se observa una baja
retencién por parte del compuesto KET creando una interferencia con el tiempo muerto (TM), esta
condicidn sugirio realizar cambios en el método de elucién utilizado.
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Figura 21. Cromatograma de mezcla de AINEs, 45 (ACN) :55 (1% de acido fosforico).
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La condicién de trabajo en mezcla de AINEs se llevd a cabo con la finalidad de simular las condiciones
reales en las cuales se llegan a encontrar en una muestra acuatica, la Tabla 21 muestra las distintas
fases méviles empleadas para la optimizacidn de los tiempos de retencién y tiempo de analisis. Para
esta prueba se empled una concentracion de 100 pg/mL para cada compuesto. Es importante
mencionar que estas pruebas corresponden a ensayos preliminares cuyas condiciones se
descartaron dados los inconvenientes que presentaban, tales como alta y baja retencién de
compuestos y distorsién de sefiales por empalme de compuestos.

Tabla 21. Fases maviles y tiempos de retencién obtenidos bajo distintas condiciones acida.

Tiempo de retencion (minutos)
Farmaco 40:60 (1 % de acido | 40:60 (1% de acido | 45:55 (1% de acido
acético) fosforico) fosforico)
Ketorolaco 5.832 3.540 3.557
Paracetamol 3.290 3.307 3.584
Acido Salicilico 4.223 4.615 4.270
Naproxeno 7.898 8.115 6.463
Diclofenaco 16.615 17.165 11.567
Ibuprofeno 17.982 18.293 12.580
9.2.2.2. Implementacién de gradientes

9.2.2.2.1. Configuracién por método de gradiente manual
Para este estudio se empled el sistema que inicié con 30 % de acetonitrilo y 70 % de agua, esta
proporcién inicial dio como resultado la separacion de ketorolaco con el tiempo muerto,
aumentando considerablemente su resolucidn, esto se vio reflejado en el cromatograma donde se
distingue una separacion de aproximadamente 1.8 min con respecto a la sefial correspondiente al
tiempo muerto (Figura 22). La tabla 22 muestra los tiempos de retencion de los cinco compuestos
utilizando gradiente manual.

Tabla 22. Tiempos de retencion obtenidos a través de un gradiente manual.

Farmaco Tiempo de Retencion (minutos)
Ketorolaco 5.388
Acido Salicilico 6.238
Naproxeno 11.617
Diclofenaco 16.787
Ibuprofeno 18.522
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Chromatogram (071120240005. org)

[=2]
[=]

Voltage(mv)
S NN W W R RO O
g O o O o0 O o1 O O,
KET
NAP
DIC

S

™
AS
IBU

~

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Time(min)

Figura 22. Cromatograma de mezcla de AINEs con implementacidn de gradiente manual.

9.2.2.2.2. Implementacién de gradiente automatizado

Con la finalidad de reducir los tiempos de retencidn y mejorar la separacidn de los picos
cromatograficos, se probaron distintos gradientes de elucién. La ultima configuracién de gradiente
segmentado (ver la tabla 12 de la seccion del apartado de condiciones cromatograficas), permitid la
reduccion del tiempo de analisis, el cual pasé de 25 a 16 minutos, este se debe a la implementacion
de segmentos de proporcion constante en donde la fase orgdnica se encontraba en porcentajes de
45 % y 50 % del minuto 3 al 9, esta modificacidn se vio reflejada en los farmacos mayormente
retenidos (Tablas 21 y 23) como diclofenaco e ibuprofeno, cuyos tiempos de retencidn pasaron de
16.787 a 14.742 y de 18.522 a 15.245 minutos, respectivamente.

Tabla 23. Tiempos de retencion obtenidos a través de un gradiente automatizado.

Farmaco Tiempo de retencion (minutos)
Acido Salicilico 6.683
Ketorolaco 8.270
Naproxeno 10.667
Diclofenaco 14.742
Ibuprofeno 15.245
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Figura 23. Cromatograma de mezcla de AINEs con implementacidn de gradiente automatico.

La tabla 24 presenta tres pardmetros cromatograficos clave para evaluar la calidad de la separacion
de cinco AINEs: resolucion (R), factor de coleo o tailing (T) y factor de capacidad (k). Los valores
obtenidos se comparan con criterios de referencia comunmente aceptados para validar un método
de CLAR. La resolucidn indica qué tan bien se separan dos picos adyacentes. Valores bajos implican
solapamiento y pobre separacidn. La interpretacion de este parametro en la prueba realizada indica
gue existe una correcta resolucién para los cinco compuestos analizados. Para el caso del factor de
coleo, los valores obtenidos son favorables para la mayoria de los compuestos a excepcién del acido
salicilico cuya sefial presenta un valor de 1.418, sin embargo, este valor no comprometié la
linealidad del método analitico. Finalmente, el factor de capacidad, la mayoria de los compuestos
estan en el rango ideal de retencidn, excepto el Naproxeno. Sin embargo, dada su resolucion (4.601),
esta condicidn no significa un problema en la practica para la separacion.

Tabla 24. Parametros para la prueba de adecuabilidad del sistema de cuantificacion de AINEs.

Parametros Diclofenaco Naproxeno Ibuprofeno S:hcclnt:::: o Ketorolaco | Valor de referencia
> 1.5 o mas entre
Resolucién (R) 8.578 4.601 1.306 4.800 4.601 d°>5 lp'zcgs‘
>1
F
actor de T=1
coleo .
M 0.925 0.853 0.858 1.418 0.900 Para un pico
Tailing Factor simétrico tipico
Factor de
capacidad 0.925 0.743 1.057 1.315 0.824 0.8-1.5
(k)
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9.2.3. Condiciones finales del método de analisis
Las condiciones finales del desarrollo del método se encuentran en la Tabla 25, una vez establecidas
las condiciones, se inici6 la validacidn del método analitico para la deteccidn y cuantificacion de los
5 AINEs. La evaluacidn de los pardmetros de validacidn para cada compuesto se hizo por separado,
sin embargo, el método desarrollado permitié realizar el analisis del todos los compuestos de
manera simultanea.

Tabla 25. Condiciones finales de trabajo para el método analitico

Longitud de Onda: Fase Movil:

Columna: C18 Acetonitrilo: Agua Acidulada 1% Ac.
220 nm L.
Fosfdrico
Blanco: Metanol Medio de disolucién de AINEs: Elucidn: Gradiente automatico

Metanol

9.3. Validacién del método analitico
El proceso de validaciéon del método analitico por CLAR para la determinacion de AINEs en cuerpos
de agua se llevd a cabo de manera independiente (andlisis por separado) para cada uno de los cinco
farmacos evaluados: acido salicilico, ketorolaco, naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno. El método se
desarrollé con el objetivo de analizar muestras de aguas residuales y determinar la presencia de
contaminacion por AINEs en dichas muestras.

9.3.1. Linealidad del método analitico para la cuantificacion de AINEs
La linealidad se determind mediante el analisis de regresién lineal de las curvas de calibracién,
evaluando el coeficiente de correlacion (r) a partir de la ecuaciéon de la recta. En todos los casos, las
regresiones obtenidas cumplieron satisfactoriamente con el criterio de aceptacion establecido (r >
0.99) lo que confirma una relacion lineal adecuada entre la concentracién del analito y la respuesta
del detector en el rango de trabajo evaluado.

En las figuras 24 a 28 se muestran las curvas de cuantificacidn de cada compuesto evaluado, asi
como las respectivas tablas de regresion de cada farmaco analizado (tablas 26 a 30); se observa una
relacidon proporcional directa entre la concentracidon y la respuesta. En el anexo 5 se adjuntan las
tablas con los datos de alturas correspondientes a cada concentracion.
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9.3.2. Linealidad de Acido Salicilico (AS).
Tabla 26. Tabla de linealidad del método para Acido Salicilico
Concentracién pg/mL Altura Promedio
5 2340.3695
2.5 1186.90425
1.25 615.683
0.625 378.79775
0.3125 202.4645
0.15625 142.784
0.078125 82.9695
m 454.1941
b 66.7696
r 0.9998
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Figura 24. Linealidad del método de cuantificacién para Acido Salicilico.
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9.3.3. Linealidad de Ketorolaco (KET).
Tabla 27. Tabla de linealidad del método para Ketorolaco

Concetracion pg/mL

Concentracion pg/mL Altura Promedio
5 1375.00375
2.5 653.0905
1.25 306.7
0.625 126.84675
0.3125 57.815
0.15625 16.91925
0.078125 6.866
m 279.5749
b -32.9523
r 0.9997
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Figura 25. Linealidad del método de cuantificacion para Ketorolaco
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9.3.4. Linealidad de Naproxeno (NAP).
Tabla 28. Tabla de linealidad del método para Naproxeno
Concentracion pg/mL Altura Promedio
5 8850.94625
2.5 4384.71625
1.25 2206.3085
0.625 1132.0385
0.3125 603.3905
0.15625 347.10225
0.078125 273.19
m 1750.0289
b 62.0177
r 0.9999
9000 - +
7500
(2]
o
2 6000 -
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Figura 26. Linealidad del método de cuantificacion para Naproxeno.
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9.3.5. Linealidad de Diclofenaco (DIC).
Tabla 29. Tabla de linealidad del método para Diclofenaco.

Concentracion pg/mL Altura Promedio
25 22536.8745
12.5 10776.82475
6.25 5162.7795
3.125 2414.47
1.5625 1160.9755
0.78125 497.2425
0.390625 255.38125
m 906.9764
b -312.8552
r 0.9997
25000 -
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Figura 27. Linealidad del método de cuantificacion para Diclofenaco




9.3.6. Linealidad de Ibuprofeno (IBU).

Tabla 30. Tabla de linealidad del método para Ibuprofeno.

Concetracion pg/mL

Concentracion pg/mL Altura Promedio
25 14472.04675
12.5 7303.41025
6.25 3799.8845
3.125 2149.464
1.5625 1322.7665
0.78125 1086.64475
0.390625 727.928
m 556.4451
b 465.3216
r 0.9997
15000 - T
| |
)]
o
2 10000
<
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Figura 28. Linealidad del método de cuantificacion para Ibuprofeno.
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9.4. Limites de deteccidn, limites cuantificacion e intervalo de confianza de la
pendiente.
Como parte de la evaluacidén de la linealidad y sensibilidad del método, se determinaron los limites
de deteccion (LOD) y cuantificacién (LOQ) para cada analito, asi como los intervalos de confianza de
la pendiente (B1) de las curvas de calibracidn, cuyos resultados se resumen en la tabla 31. Los
valores de LOD y LOQ se estimaron a partir de la desviacion estandar de la respuesta y la pendiente
de la curva de calibracion.

Tabla 31. Resumen limites de deteccidn, limites de cuantificacion e intervalos de confianza.

Farmaco IC(B1) de Alturas LOD (pug/ml) LOQ (ug/ml)
Acido Salicilico 589.677 - 273.943 0.06478 0.3239
Ketorolaco 328.176 - 214.364 0.03458 0.1729
Naproxeno 1800.451 - 1508.349 0.01564 0.0782
Diclofenaco 1360.040 - 438.040 0.01816 0.0908
Ibuprofeno 965.740 - 121.880 0.0275 0.1375

En todos los casos, los LOQ obtenidos se encuentran por debajo de las concentraciones mas bajas
evaluadas en el estudio de precisién y exactitud; 0.5 pg/mL para acido salicilico, ketorolaco y
naproxeno; 0.3 pug/mL para diclofenaco e ibuprofeno, confirmando que el método es capaz de
cuantificar los analitos en los niveles de interés. Particularmente el naproxeno presentd los valores
mas bajos de LOD (0.01564 pg/mL), lo que refleja una alta sensibilidad del método para este
compuesto.

Con respecto a los intervalos de confianza de la pendiente, se observaron diferencias notables entre
los analitos. El ketorolaco presenté el intervalo de confianza mds estrecho, siendo este de 328.176
a 214.364, lo que evidencid una alta consistencia en la respuesta instrumental para este analito a lo
largo de los dias de trabajo. Por otro lado, el ibuprofeno mostré el intervalo mas amplio (965.740 a
121.880), con una diferencia considerable entre el limite superior e inferior, lo que reflejé una mayor
variabilidad en la pendiente. El diclofenaco, a pesar de presentar una buena linealidad (r > 0.99),
también mostré un intervalo de confianza amplio (1360.040 a 438.040), consistente con las
deficiencias previamente identificadas en su porcentaje de recuperacion y reproducibilidad. Sin
embargo, el conjunto, estos resultados confirmaron que el método fue suficientemente sensible
para la deteccidon y cuantificacion a la hora de su aplicacién.
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9.5. Precisidn y exactitud del método analitico.
A continuacidn, se presentan los resultados de la evaluacion de los pardmetros de precisién y
exactitud para cada compuesto analizado. La precisién se evalué6 mediante repetibilidad (intra-
dia) y reproducibilidad (inter-dia), expresada como el coeficiente de variacidon (CV%). Los criterios
de aceptacion de acuerdo con NOM-177/ICH Q2(R1) son:

e CV <5 % para concentraciones altas y medias.
e (CV <10 % para concentraciones cercanas al limite de cuantificacién.

La exactitud se expresa como el porcentaje de recobro promedio de concentraciones conocidas
del analito. Criterio de aceptacién (NOM-177):

e Recobro entre 80 %y 110 % para niveles bajos y medios.
e Recobro entre 70 % y 120 % para niveles cercanos al limite de deteccién.
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Acido Salicilico

La tabla 32 muestra los resultados de repetibilidad, analizada a tres concentraciones dentro de la
curva de calibracién (alma, media y baja). Mientras, que la tabla 33 muestra la evaluacion de la
precisidon evaluada en dos dias diferentes. Los coeficientes de variacion obtenidos tanto para la
repetibilidad como la reproducibilidad son menores al 5 % para las concentraciones altas y medias
y al 10 % a concentracidn baja. En cuanto a la exactitud del método, expresada como porcentaje de
recobro, se obtuvieron recobros que van del 93.221 % al 100.397 % en los dos dias evaluados (tabla
34). Por lo que se puede establecer que se cuenta con un método preciso y exacto para la
cuantificacion de acido salicilico.

Precision:

Tabla 32. Repetibilidad de Acido salicilico

Niveles de concentracion (ug/mL)
Concent.racmn 3 1 0.5
Nominal
Promedio 2.974 0.991 0.495
DE 0.084 0.004 0.005
CV (%) 2.809 0.433 1.052
Tabla 33. Reproducibilidad de Acido salicilico
Niveles de concentracién Recuperada (pg/mL)
Concentracién Dia1 Dia 2
Nominal 3 1 0.5 3 1 0.5
Promedio 2.9744 0.990 0.495 3.011 0.932 0.468
DE 0.0835 0.004 0.005 0.011 0.046 0.029
CV (%) 2.809 0.433 1.052 0.385 5.015 6.374
Tabla 34. Exactitud de Acido salicilico
Niveles de Recobro (%)
Concentracion Dial Dia 2
Nominal 3 pg/mL 1pg/mL | 0.5 pug/mL 3 ug/mL 1 pg/mL | 0.5 pg/mL
Promedio 99.147 99.082 99.052 100.397 93.221 93.680
DE 2.785 0.429 1.042 0.387 4.676 5.971
CV (%) 2.809 0.433 1.052 0.385 5.016 6.374
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Ketorolaco

Las tablas 35 y 36 muestran los resultados de la evaluacién de la precisién del método para la
cuantificacidn de ketorolaco. El coeficiente de variacidon obtenido durante la prueba de repetibilidad
fue adecuado para los tres niveles de concentracidon evaluada. Mientras que en la prueba de
reproducibilidad se observa que el mayor porcentaje de variacién se obtuvo con la concentracion
mas baja evaluada (8.7 %). La prueba se exactitud (tabla 37), mostré el recobro mas bajo a una
concentracion de 1 ug/mL (91.9 % de recobro). Las pruebas de precision y exactitud se cumplen
para el método de cuantificacion de ketorolaco.

Precision:

Tabla 35. Repetibilidad de ketorolaco

Niveles de concentracion (ug/mL)

Concent.racmn 3 1 0.5
Nominal
Promedio 3.028 1.024 0.515
DE 0.107 0.009 0.020
CV (%) 3.550 0.850 3.867
Tabla 36. Reproducibilidad de ketorolaco
Niveles de concentracién Recuperada (ug/mL)
Concentracién Dia 1 Dia 2
Nominal 3 1 0.5 3 1 0.5
Promedio 3.028 1.024 0.515 2.801 0.919 0.481
DE 0.107 0.009 0.020 0.044 0.049 0.042
CV (%) 3.550 0.850 3.867 1.566 5.364 8.736
Tabla 37. Exactitud de ketorolaco
Niveles de Recobro (%)
Concentracion Dial Dia 2
Nominal 3 ug/mL 1pug/mL | 0.5 pg/mL 3 pug/mL 1 pg/mL | 0.5 pug/mL
Promedio 100.926 102.361 103.051 93.369 91.907 96.124
DE 3.583 0.870 3.985 1.462 4.930 8.397
CV (%) 3.550 0.850 3.867 1.566 5.364 8.736
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Naproxeno

En la evaluacién de precisidn, la repetibilidad (tabla 38) mostré coeficientes de variacién (CV) de
1.468 %, 1.385 % y 2.323 % para las concentraciones de 3, 1 y 0.5 pug/mL, respectivamente,
cumpliendo con los criterios establecidos, siendo estos menores que 5 % para niveles alto y medio;
y menores al 10 % para nivel bajo. En cuanto a la prueba de reproducibilidad (tabla 39), el dia 1
presenté los mismos CV, mientras que en el dia 2 se obtuvieron CV de 0.511 %, 1.961 %y 12.497 %.
Para la prueba de la exactitud (tabla 40), los porcentajes de recobro en ambos dias oscilaron entre
92.142 % y 104.611 %, valores que se encuentran dentro de los rangos establecidos por la
normativa, siendo estos de 80 a 110 % para niveles bajos y medios.

Precision:

Tabla 38. Repetibilidad de naproxeno

Niveles de concentracion (ug/mL)

o : :
Promedio 2.897 1.007 0.516
DE 0.043 0.014 0.012
CV (%) 1.468 1.385 2.323
Tabla 39. Reproducibilidad de naproxeno
Niveles de concentracién Recuperada (ug/mL)
Concentracion Dia 1 Dia 2
Nominal 3 1 0.5 3 1 0.5
Promedio 2.897 1.007 0.516 3.138 0.987 0.461
DE 0.043 0.014 0.012 0.016 0.019 0.058
CV (%) 1.468 1.385 2.323 0.511 1.961 12.497
Tabla 40. Exactitud de naproxeno
Niveles de Recobro (%)
Concentracion Dia1 Dia 2
Nominal pg/mL 3 1 0.5 3 1 0.5
Promedio 96.573 100.695 103.101 104.611 98.726 | 92.142
DE 1.417 1.394 2.395 0.535 1.936 11.515
CV (%) 1.468 1.385 2.323 0.511 1.961 12.497
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Diclofenaco

Los resultados de la prueba de repetibilidad (tabla 41) se presentaron valores de CV de 1.223 % (23
pg/mL), 2.099 % (6 ug/mL) y 1.898 % (3 pg/mL), todos dentro del criterio los cuales deben ser
menores al 5 % para niveles alto y medio. En reproducibilidad (tabla 42), el dia 1 mostré CV similares,
mientras que el dia 2 presenté CV de 1.214 %, 2.862 % y 11.670 %; En exactitud (tabla 43), los
recobros en ambos dias oscilaron entre 64.706 % y 89.589 %, observandose que los valores del dia
2 para las concentraciones de 6 y 3 ug/mL se encuentran dentro del rango normativo, mientras que
los de 23 pg/mL estan por debajo del limite inferior aceptable del 80 %.

Precision:

Tabla 41. Repetibilidad de diclofenaco

Niveles de concentracion (ug/mL)

Concentracion

Nominal 23 6 8
Promedio 14.882 5.156 2.688
DE 0.182 0.108 0.051
CV (%) 1.223 2.099 1.898
Tabla 42. Reproducibilidad de diclofenaco
Niveles de concentracién Recuperada (ug/mL)
Concentracién Dia1 Dia 2
Nominal 23 6 3 23 6 3
Promedio 14.882 5.156 2.688 15.639 4.618 2.126
DE 0.182 0.108 0.051 0.190 0.132 0.248
CV (%) 1.223 2.099 1.898 1.214 2.862 11.670
Tabla 43. Exactitud de diclofenaco
Niveles de Recobro (%)
Concentracion Dial Dia 2
Nominal pg/mL 23 6 3 23 6 3
Promedio 64.706 85.930 89.589 67.996 76.962 | 70.862
DE 0.792 1.804 1.700 0.825 2.203 8.270
CV (%) 1.223 2.099 1.898 1.214 2.862 11.670
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Ibuprofeno

La repetibilidad (tabla 44) mostré CV de 2.237 % (23 pg/mL), 2.337 % (6 ug/mL) y 1.619 % (3 ug/mL),
valores que cumplen con el criterio de CV menor o igual al 5 % para niveles alto y medio. En
reproducibilidad (tabla 45), el dia 1 presentd CV similares a repetibilidad, mientras que en el dia 2
se obtuvieron CV de 1.136 % (23 pg/mL), 10.934 % (6 pg/mL) y 11.912 % (3 pug/mL). En exactitud
(tabla 46), los recobros del dia 1 oscilaron entre 65.546 % y 86.624 %, mientras que en el dia 2 fueron
de 72.673 % a 82.631 %. La concentracidn alta (23 pg/mL) presentod recobros por debajo del 80 %

en ambos dias.

Precision:

Tabla 44. Repetibilidad de ibuprofeno

Niveles de concentracion (ug/mL)
Concent.racmn 23 6 3
Nominal
Promedio 15.076 5.126 2.599
DE 0.337 0.120 0.042
CV (%) 2.237 2.337 1.619
Tabla 45. Reproducibilidad de ibuprofeno
Niveles de concentracién Recuperada (pg/mL)
Concentracién Dia1 Dia 2
Nominal 23 6 3 23 6 3
Promedio 15.076 5.126 2.599 16.715 4.958 2.137
DE 0.337 0.120 0.042 0.190 0.542 0.255
CV (%) 2.237 2.337 1.619 1.136 10.934 11.912
Tabla 46. Exactitud de ibuprofeno
Niveles de Recobro (%)
Concentracion Dial Dia 2
Nominal pg/mL 23 6 3 23 6 3
Promedio 65.546 85.441 86.624 72.673 82.631 | 71.241
DE 1.466 1.997 1.403 0.825 9.035 8.486
CV (%) 2.237 2.337 1.619 1.136 10.934 | 11.912
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9.6. Deteccidn y cuantificacién de AINEs en aguas residuales

El andlisis de aguas residuales de ingreso a la PTAR “El Rayo” del municipio de Temixco, tuvo como
objetivo evaluar la presencia y deteccién de los cinco compuestos estudiados. Lo resultados,
expresados en pg/mL se presentan en la tabla 47. De los cuatro periodos de muestreo analizado,
Unicamente se detectd la presencia de acido salicilico en los periodos Cy D con concentraciones de
0.1875 pg/mL y 0.2291 pg/mL, respectivamente. El resto de los AINEs no se detectaron bajo las
condiciones experimentales establecidas (N/D). El monitoreo revela que el acido salicilico, es un
contaminante detectable en una matriz compleja, como lo son las aguas residuales, en ciertas
temporadas. La falta de deteccion del resto de los AINEs no implica su ausencia, este fendmeno
sugiere que, de estar presentes, lo hacen en concentraciones traza que comprometen la sensibilidad
del método analitico utilizado.

Tabla 47. Reporte de analisis de muestras: PTAR “El Rayo” Temixco

KET NAP DIC IBU

Periodo | Tipo de Punto | AS (ug/mL) mee | ety | e || e

A Entrada N/D

B Entrada N/D N/D N/D N/D N/D
C Entrada 0.1875

D Entrada 0.2291

El muestreo realizado en el periodo “A” realizado en el municipio de Jiutepec tuvo como hallazgo la
ausencia total de deteccidn para todos los AINEs analizados en los distintos puntos de muestreo,
incluyendo el punto considerado como “zona industrial” (entrada de la PTAR ECCACIV) y la “carga
integrada” (salida de la PTAR). Los resultados se muestran en la taba 48.

Tabla 48. Reporte de analisis de muestras de Jiutepec: Periodo A - 14 de julio 2025

Punto de muestreo Tipo de Punto AS KET NAP bic 1BU
(ng/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ng/mL)
Antes de
Canal CIVAC influencia
industrial
Barranca de Analco Descarga N/D N/D N/D N/D N/D
relevante
Canal CIVAC Zona de mezcla
Barranca de Analco PTAR ECCACIV
Barranca de Analco Carga integrada
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El monitoreo realizado en Jiutepec indica que, en las condiciones del muestreo y con la metodologia
analitica empleada, no se detectaron concentraciones de AINEs en ninguno de los puntos
evaluados. Estos hallazgos se atribuyen a las condiciones ambientales suscitadas en el periodo, la
presencia de lluvia constante favorece la dilucién de los contaminantes comprometiendo la
deteccién a la hora de haber sido analizados por cromatografia. El analisis de los tres periodos
consecutivos realizados en Jiutepec durante los meses de noviembre y diciembre del 2025 (tablas
49-51) revelo patrones importantes sobre la presencia, distribucidén temporal y posible origen de los
AINEs en los cuerpos de agua del municipio. A continuacion, se muestra el reporte de los resultados.

Tabla 49. Reporte de analisis de muestras de Jiutepec: Periodo B - 24 de noviembre

Punto de Tipo de Punto AS KET NAP DIC IBU
muestreo (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ng/ml)
Antes de
Canal CIVAC influencia 0.234 N/D 0.0046
industrial
Barranca de Descarga
Analco relevante N/D N/D N/D N/D N/D
Canal CIVAC Zona de mezcla 0.0927 0.1031 0.0085
Barranca de Influente PTAR
Analco ECCACIV 0.0079 0.0728 N/D
Barranca de .
Analco Carga integrada 0.4132 0.1166 N/D

Uno de los aspectos importantes encontrados en esta investigacion es la variabilidad en los perfiles
de contaminacidn entre los tres periodos de muestreo. Esta variabilidad sugiere que la presencia de
estos farmacos no es constante, sino que es la consecuencia de descargas intermitentes que
posiblemente se encuentren ligadas a ciclos de produccién industrial o a patrones de consumo y
vertidos a nivel doméstico, ademas de considerar las condiciones hidrolégicas cambiantes, tales
como las lluvias, responsables de la dilucidn y arrastre de contaminantes.

Tabla 50. Reporte de analisis de muestras de Jiutepec: Periodo B - 25 de noviembre 2025

Punto de Tipo de Punto AS KET NAP DIC IBU
muestreo (ng/mlL) | (ug/mlL) | (ug/mL) | (mug/mL) | (ug/mlL)
Antes de
Canal CIVAC influencia 0.7401 N/D 0.0793
industrial
Barranca de Descarga
0.0909 0.0964 0.0116
Analco relevante N/D N/D
Canal CIVAC Zona de mezcla 0.1232 0.2481 N/D
Barranca de Influente PTAR
Analco ECCACIV 0.0045 N/D N/D
Bazszlcca()de Carga integrada 0.9792 N/D N/D
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Tabla 51. Reporte de analisis de muestras de Jiutepec: Periodo C - 2 de diciembre 2025

Punto de Tipo de Punto AS KET NAP DIC IBU
muestreo (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL)
Antes de
Canal CIVAC influencia N/D N/D N/D
industrial
Barranca de Descarga
Analco relevante 0.0203 N/D N/D
(I;anal CIV,(‘;C ZonZ dte rzezcla 0.0168 N/D N/D N/D N/D
arranca de ntrada
Analco PTAR ECCACIV N/D N/D N/D
Barranca de .
Analco Carga integrada N/D N/D N/D
Canal de Unidad
Habitacional, | Tnrada PTARel | o h0014 | /D N/D
Texcal

Con base en los resultados reportados en las tablas 49, 50 y 51, el acido salicilico (AS) presenté
concentraciones que oscilan entre los 0.0045 pg /mL, valor minimo registrado en la barranca de
Analco (Zona Industrial) el 25 de noviembre de 2025 y el valor maximo de 0.9792 pg /mL, registrado
en la misma barranca en el punto “aguas abajo” en la misma fecha. El monitoreo multitemporal en
Jiutepec demuestra que los AINEs, particularmente el 4cido salicilico, son contaminantes habituales
en los cuerpos de agua del municipio, con una clara influencia de descargas industriales que
introducen compuestos como el ketorolaco. El punto “aguas abajo” en la barranca de Analco se
consolida como el sito de mayor carga contaminante, cabe mencionar que, aqui se encuentra
ubicada la salida de la PTAR de ECCACIV la cual se incorpora al tltimo punto de la ruta de muestreo.

9.7. Ensayos in silico de riesgo ecotoxicoldgico.

La evaluacion de la toxicidad in silico mediante la plataforma admetSAR 3.0 evalua el potencial
riesgo eco toxicoldgico de distintos compuestos. Los resultados de la escala de toxicidad la muestra
de 0 a 100 %, donde una toxicidad del 0 % implica que no existen potenciales efectos toxicos,
mientras que la del 100 % implicaria que el compuesto tiene una toxicidad muy elevada sobre la
especie evaluada.

Los andlisis in silico con admetSAR 3.0 se muestran en la figura 29, éstos revelaron que de los AINEs
que se evaluaron sobre cuatro especies de organismos, el ibuprofeno, diclofenaco, naproxeno y
ketorolaco presentan la mayor toxicidad (98, 99.7, 98.9 y 98 %, respectivamente), especialmente en
Tetrahymena pyriformis, una especie de protozoo muy utilizado en modelos toxicoldgicos.
Representando con ello, que los AINEs, son muy toxicos para esta especie. El analisis del nivel tréfico
mas alto evaluado fue sobre dos especies de peces, el pez luna de agallas azules y la trucha arcoiris,
mediante admetSAR 3.0. Se mostraron resultados mas variables para los cinco antiinflamatorios
evaluados. ElI AS y KET mostraron las menores toxicidades (28.9 y 22 %, respectivamente) para el
pez luna, mientras que diclofenaco mostré la mayor toxicidad (83.1 %) para esta especie. También
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para la trucha arcoiris, AS y ketorolaco fueron los menos téxicos y diclofenaco el mas alto. De las
cuatro especies evaluadas, sobre Daphnia magna se observd la menor ecotoxicidad de todos los
AINEs evaluados; la menor toxicidad se obtenida fue del 8.1 % (AS) y la mayor del 72.2 %
(diclofenaco). Toda esta evaluacién sugiere que el mayor efecto toxico de los AINEs ocurre sobre
consumidores primarios (Tetrahymena pyriformis) y especies de niveles tréficos superiores dentro
de la cadena alimenticia de organismos acuaticos de agua dulce.
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Daphnia magna Tetrahymena pyriformis  Pez luna de agallas azules Trucha arcoiris

Figura 29. Andlisis toxicoldgico in silico de AINEs mediante la plataforma admetSAR 3.0.

La afectacidon a protozoos es preocupante, ya que altera la degradacidon de materia orgdnica y la
estabilidad del ecosistema. Estos hallazgos subrayan la necesidad de monitorear y regular la
presencia de estos farmacos en cuerpos de agua. La informacién destaca que los AINEs pueden
representar un riesgo ambiental al afectar organismos acuaticos clave, especialmente protozoos y
peces, lo que podria alterar el equilibrio ecoldgico.

Se evalud el potencial toxico de cinco AINEs mediante el uso de las plataformas VEGA y preADMET.
Estos permiten la estimacion de la concentracién letal media (Clso). En la tabla 52 se muestra el
anadlisis de AINEs, sobre Daphnia magna, considerando las plataformas antes mencionadas vy
admetSAR 3.0. En Daphnia magna, los resultados muestran una clara diferencia en los niveles de
toxicidad entre los compuestos evaluados. Segin VEGA y preADMET, que reportan valores de Clso
en mg/L, diclofenaco se identifica como el compuesto mas téxico, con valores muy bajos (0.48 mg/L
en VEGA y 0.030 mg/L en preADMET), lo que indica alta susceptibilidad del microcrustaceo a este
AINE. En contraste, el acido salicilico presenta la menor toxicidad, alcanzando valores notablemente
mas elevados (47.64 mg/L en VEGA y 0.66 mg/L en preADMET), que corresponden a baja
peligrosidad ecotoxicolégica. La plataforma admetSAR, aunque basada en probabilidades de
toxicidad (%), sigue el mismo patrén, colocando a diclofenaco y naproxeno con los mayores
porcentajes, lo que refuerza la consistencia entre plataformas y sugiere un posible riesgo que
requiere confirmacién experimental para organismos plancténicos.
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Tabla 52. Ensayo in silico de toxicidad aguda: Daphnia magna
Farmaco admetSAR 3.0 (%) VEGA mg/L preADMET mg/L
Acido Salicilico 8.1 47.64 0.66
Ketorolaco 20 2.72 0.126
Naproxeno 38.7 2.5 0.127
Diclofenaco 72.2 0.48 0.030
Ibuprofeno 35 0.57 0.096

En peces, las tendencias de toxicidad son similares a las observadas en Daphnia magna,
destacandose nuevamente diclofenaco como el compuesto mds tdxico (tabla 53), con un valor de
Clso de 1.09 mg/L en VEGA y un valor extremadamente bajo en preADMET (0.0013 mg/L), lo que lo
coloca dentro de la categoria de compuestos altamente peligrosos para organismos acudticos
vertebrados. Ketorolaco, ibuprofeno y naproxeno muestran toxicidad moderada, mientras que el
acido salicilico permanece como el compuesto menos riesgoso, con valores de Clso superiores
(10.79 mg/L en VEGA; 0.180 mg/L en preADMET). Los porcentajes de admetSAR refuerzan esta
clasificacion al otorgar mayores probabilidades de toxicidad a diclofenaco, consistente con su
comportamiento ecotoxicoldgico critico.

Tabla 53. Ensayo de toxicidad in silico aguda en Peces: Oncorhynchus mykiss

Farmaco admetSAR 3.0 (%) VEGA mg/L preADMET mg/L
Acido Salicilico 26.4 10.79 0.180
Ketorolaco 43 24 0.017
Naproxeno 71.3 2.86 0.027
Diclofenaco 88.5 1.09 0.0013
Ibuprofeno 68 5.22 0.012

En el caso de las algas (tabla 54), los resultados confirman nuevamente una elevada sensibilidad
hacia algunos AINEs, especialmente diclofenaco, que presenta los valores de EC50 mas bajos entre
todas las plataformas evaluadas (0.1124 mg/L en VEGA y 0.019 mg/L en preADMET). Este
comportamiento indica un fuerte impacto potencial sobre organismos fotosintéticos primarios.
Naproxeno e ibuprofeno muestran toxicidad intermedia, mientras que el acido salicilico se mantiene
consistentemente como el compuesto menos téxico, respaldado por valores altos de CLso y de
probabilidad de no toxicidad.
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Tabla 54. Ensayo de toxicidad in silico aguda en Algas: Selenastrum capricornutum

Farmaco admetSAR 3.0 (%) VEGA mg/L preADMET mg/L
Acido Salicilico 23 5.98 0.11
Ketorolaco 69.38 5.39 0.06
Naproxeno 59.9 341 0.059
Diclofenaco 73.1 0.1124 0.019
Ibuprofeno 52.7 1.58 0.027

9.8. Determinacién de CLso en el modelo in vivo de Daphnia magna
9.8.1. Pruebas preliminares de toxicidad aguda

Para la determinacién de la Clso, se realizaron una serie de pruebas; las primeras fueron las
exploratorias, en las que se evaluaron diferentes rangos concentraciones para cadafarmaco (tabla 55)
Sin embargo, en este rango de concentracion evaluado no se alcanzo6 el 0y 100 % de mortalidad para
todos los compuestos, por lo que se modificé el rango de concentraciones de tal forma que se
alcanzara aproximadamente el 100, 50 y 0 % de mortalidad de los organismos.

Tabla 55. mortalidad de pruebas preliminares de toxicidad de AINEs.

Farmaco Concentraciones (pg/mL) Rangos de Mortalidad (%)
AS 50 40 32.22 16.01 6.01 10-100
KET 25 18.93 14.32 7.16 3.58 30-80
NAP 130 120 100 85.34 21.35 10-90
DIC 20 18.5 17.5 15 4.38 20-90
IBU 20 18 16.8 13.6 4 10-100

9.8.2. Prueba definitiva de toxicidad aguda

Con base en los resultados de las pruebas preliminares se realizaron las pruebas definitivas sobre la
mortalidad de Daphnia magna tras 24 horas de exposicién. Los resultados se muestran en la tabla
56. Las pruebas se realizaron por duplicado, con un control positivo (dicromato de potasio) y uno
negativo (medio de cultivo). Para el AS, el rango de concentracién evaluado fue de 0.2 a 45 mg/Ly
su ClLsp = 20.57 mg/L; ketorolaco de 1 a 100 mg/Ly su Clso = 41.54 mg/L; naproxeno de 7 a 190 mg/L
y su CLso = 123.31 mg/L; diclofenaco de 2 a 40 mg/L y su CLsp = 22.37 mg/L; por ultimo, ibuprofeno
con un rango de concentracion de 2 a 80 mg/Ly su Clsp = 5.24 mg/L. De acuerdo con los resultados
los farmacos causaron una mayor toxicidad a mediada que la concentracién aumentaba, este patron
se vuelve mas visible en las concentraciones mas altas de farmaco.
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Tabla 56. CLso obtenidas tras la prueba de toxicidad aguda con Daphnia magna.

s Numero de 24 horas
Farmaco Concentracion individuos D.
(mg/L) PROBIT Mortalidad (%)
magna
0.2 0 0
0.5 10 4.33 25
Acido Salicilico 20 °.00 >0
40 8.09 100
45 8.09 100
CLso 20.57 mg/L
1 0 0
134 10 3.94 15
Ketorolaco 25 4.33 25
50 5 35
100 4.48 30
CLso 41.54 mg/l.
7 0 0
70 4.61 35
TEEETE 90 10 5.25 60
160 5.84 80
190 6.28 90
Clso 123.31 mg/L
2 0 0
8 4.31 25
Diclofenaco 12 10 4.48 30
15 4.87 45
40 6.64 95
CLso 22.37 mg/L
2 0 0
10 0 0
10
Ibuprofeno 20 5 >0
40 5 50
80 6.28 90
CLso 5.24 mg/L

9.9. Cuantificacion de la CLso de AINEs en modelo de Daphnia magna.

La mayoria de los AINEs contienen grupos funcionales (por ejemplo, grupos aromaticos, —F, —Cl, —
CF3, etc.) que son altamente resistentes al metabolismo. Esto aumenta la vida media no solo en el
cuerpo humano, sino que también prolonga el tiempo de degradacion en el ambiente. En ambientes
acudticos, los AINEs pueden sufrir procesos de degradacidn natural como fotélisis, hidrélisis y
degradacién microbiana (43,44).
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En este trabajo con la finalidad de verificar la precisién de las concentraciones iniciales preparadas,
se realizé la cuantificacidon de los farmacos en los medios de exposicién por CLAR. El objetivo de esta
actividad consistid en verificar que los resultados de los bioensayos de toxicidad fueran atribuibles
a las concentraciones reales. La tabla 57 indica las concentraciones iniciales de las soluciones stock
que se utilizaron para la prueba de exposicion de CLso de los farmacos.

Tabla 57. Concentraciones de las soluciones stock de AINEs para la realizacién de la prueba de

toxicidad.
Medio Concentracion de soluciones stock (mg/L)
Acido salicilico 50
Ketorolaco 100
Naproxeno 190
Diclofenaco 40
Ibuprofeno 80

La cuantificacidon de los AINEs por CLAR se realizé tomando en cuenta la ClLso obtenida tras las
pruebas de toxicidad, los resultados obtenidos de esta prueba se muestran en la tabla 58 donde se
comparan la concentracidn correspondiente a la CLso que se determind para cada farmaco mediante
analisis probit y el promedio de la concentracién determinada por el equipo de cromatografia, visto
como concentracidn recuperada.

En el caso de acido salicilico, los resultados de toxicidad obtenidos reflejan concordancia entre la
ClLso determinada tras la prueba de toxicidad (20.57 mg/L) y las concentraciones reales (44.31 mg/L)
con una recuperacién aproximada del 88.62 % este rango se encuentra dentro de los rangos
aceptados en matrices complejas (70 a 120 %). Por otro lado, ketorolaco presento un
comportamiento similar, cuyos valores se encuentran dentro de los pardmetros aceptables (106.60
%). Estos resultados sugieren que el compuesto no presentd cambios en el medio durante los
ensayos, por lo tanto, los resultados de toxicidad son validos.

Los resultados correspondientes a naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno presentan una perdida
moderada en el promedio de la concentracidn recuperada un rango que va del 1.55 al 29.28 %, estos
porcentajes sugieren discrepancia con los valores iniciales de las concentraciones del medio de
exposicién. Sin embargo, un estudio sobre los efectos de la bioconcentracidn, bioquimicos y
conductuales realizados en Daphnia magna, sugiere que farmacos antinflamatorios no esteroideos
como el diclofenaco, tras someterse a pruebas de toxicidad por exposicidén, presento factores de
bioconcentracién de 70.94 y 8.02 para las concentraciones de exposicién nominales de 5y 100 pg/L,
respectivamente. Demostrando que este organismo acumula activamente el diclofenaco en sus
tejidos reduciendo su concentracion en agua (45).
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Otra investigacion reconoce que Daphnia magna es uno de los organismos modelo mas utilizados
para evaluar la toxicidad de AINEs y otros farmacos, y que la captacidon y bioacumulacién son
procesos clave que debe considerarse en la interpretacién de los resultados toxicoldgicos. Los
organismos pueden absorber los compuestos a través de las branquias y el tracto digestivo
reduciendo la contraccion en el medio acuoso durante el ensayo (37).

Tabla 58. Concentraciones nominales (CLso) vs concentracion recuperada de los medios donde se
realizaron las pruebas de toxicidad.

Promedio de .
ClLso > Porcentaje recuperado
Muestra (meg /L) concentracion (%)
recuperada (mg/ L)

Acido salicilico 20.57 44.31 88.62
Ketorolaco 41.54 106.066 106.066
Naproxeno 123.31 55.64 29.28
Diclofenaco 22.37 0.62 1.55
Ibuprofeno 5.24 24.82 31.02

Finalmente, el estudio integré la verificacion analitica de concentraciones en bioensayos de
toxicidad y monitoreo ambiental de AINEs en aguas residuales. En los ensayos de toxicidad se
identificd al acido salicilico como el compuesto de mayor recuperacién con un 88.62 % de la
concentraciéon nominal del medio de exposicién utilizado en la prueba de toxicidad, por lo que la se
considera aprobada la prueba de exactitud. Por otra parte, el monitoreo en Jiutepec confirmé la
presencia de AINEs en cuerpos de agua con variabilidad temporal, destacando el acido salicilico
como el compuesto mas frecuente y persistente en la Barranca de Analco. Por su parte, la PTAR “El
Rayo” (Temixco) solo se detectd acido salicilico de forma ocasional. En conjunto, los resultados
evidencian que los AINEs, particularmente el acido salicilico, actia como contaminante emergente
en la zona de estudio, con aportes tanto domésticos como industriales.

85



10.Conclusiones

1)

2)

3)

4)

5)

En las encuestas aplicadas en SAPAC se determind que el grupo de medicamentos con
mayor presencia en los hogares de los usuarios son los del grupo de los antinflamatorios no
esteroideos (AINEs). Asi mismo se comprobé que la mayoria de la poblacién (81.25%) no
conoce ni realiza prdcticas de disposicion adecuada de medicamentos.

Se calculd el valor predictivo de riesgo de impacto ambiental de los AINEs sobre especies
acudticas. La evaluacion sugiere que el mayor efecto tdxico ocurre sobre los consumidores
primarios (peces).

Se desarrollé y validé un método analitico para cuantificacidn de acido salicilico, ketorolaco,
naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno mediante cromatografia liquida de alta resolucién con
los parametros linealidad de > 0.99, una precisién y exactitud con coeficientes de variacién
< 15 %, segun lo establecido por diferentes guias de validacion como la ICH Q2 y la NOM-
177- SSA1-2013.

Se detectd y cuantificd la presencia de AINEs en las muestras de aguas residuales; se
determind que el 4cido salicilico es un contaminante habitual que compone los desechos
del municipio de Temixco y en la zona industrial de municipio de Jiutepec.

Se diseid y aplicé un modelo in vivo con Daphnia magna y se evalué la toxicidad de AINEs
a partir de pruebas de toxicidad aguda determinando una CLso = 20.57 mg/L para AS, 41.54
mg/L para KET, 123.31 mg/L para NAP, para 22.37 mg/L para DIC y = 5.24 mg/L para IBU,
mediante analisis probit.

11.Expectativas

Se espera que la investigacion desarrollada se posicione como la base para futuros
proyectos contemplados para el estudio de los fdrmacos desde la una perspectiva ecoldgica
y ambiental.

Continuar con el desarrollo de nuevos modelos in vivo para la determinacion de toxicidad
aguda y crénica en diferentes niveles tréficos como productores primarios, consumidores
primarios, secundarios y terciarios y realizar analisis complementarios para determinar
factores de riesgo ambiental como la bioacumulacién y la biomagnificacion.

El método analitico desarrollado constituye un punto de partida prometedor para el
monitoreo de AINEs en el ambiente, cuyo alcance puede ser expandido de manera gradual
hacia matrices mas complejas y hacia enfoques analiticos de mayor resolucion,
contribuyendo asi a una mejor comprensién de la presencia, el destino y los efectos
ecoldgicos de estos contaminantes emergentes.

El método analitico se podria implementar en la evaluacidn de la remocion de AINEs en
procesos de biorremediacidn utilizando diferentes microorganismos.
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12.Anexos

Anexo 1: Formato de encuetas aplicada a los usuarios del Sistema de Agua Potable y

Alcantarillado de Cuernavaca (SAPAC).

Seccion de preguntas de caracter sociodemografico.

Indique su sexo
O Hombre [ Mujer

Indique su edad

O Menora 18 018 a 24 anos 125 a 34

anos

[0 35 a 44 anos 145 a 54 afios [1 Mas de

54 anos

Indique su grado de escolaridad
O Primaria O Secundaria O Bachillerato O Licenciatura
O Posgrado O No Estudia

Indique su lugar de residencia:

Indique el nimero de personas que
viven en su hogar

[0 De 2 a 3 personas

[ De 4 a 6 personas

[0 De 7 a 10 personas

[J 10 o mas personas

[ Vive solo

Seccion de preguntas relacionadas con el uso y desecho de medicamentos en el hogar, lea con
atencion y responda.

¢Es usted un profesional sanitario apto para prescribir o
dispensar medicamentos?
Osi ONo

¢Alguna vez ha recibido informacién de como deshacerse
de los medicamentos de manera adecuada?
Osi ONo

¢ Cual es el sitio donde almacena los

medicamentos en su hogar?
Seleccione las opciones.

O Botiquin

O Tocador

O Armario/cajén

O Refrigerador

[ Otro, especificar:

¢Padece alguna enfermedad créonica?
Osi ONo

¢ Su tratamiento requiere un almacén especial?
Osi ONo

Especifique el tipo de almacenamiento:

¢Qué tipo de medicamentos suele
almacenar en su hogar?
[0 Antihipertensivo

O Antidiabéticos

O Antibioticos

O Antiparasitarios

O AINEs

O Antitusigeno

O Antiulcerosos/antiacidos
O Laxantes

[J Anticonceptivos

¢ Qué método utiliza usted para deshacerse de
medicamentos?

[0 Los deposita en la basura

[0 Los desecha por el retrete o en el lavadero (W.C. o tarja)
O Los quema

[ Los regala a amigos o familiares

[0 Los devuelve a la farmacia o al hospital

[0 Los deposita en un contenedor asignado (SINGREM)

[0 Los utiliza como fertilizante para las plantas

¢Con qué frecuencia desecha los
medicamentos en su hogar?

O Una vez a la semana

O Una vez al mes

[J Una vez cada 3 meses

[J Una vez cada 6 meses

O Una vez al ano

¢Conoce usted los sitios aprobados para deshacerse de
los medicamentos caducos? (Contenedores del
SINGREM).

Osi ONo
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Anexo 2: Procedimiento para la realizacion de los ensayos toxicoldgicos in silico a
través de plataformas de prediccion: admetSAR 3.0, PreADMET y VEGA 1.2.4.

admetSAR y PreADMET:

Para realizar las pruebas de toxicidad aguada de cada molécula se recurrié al siguiente flujo de
trabajo:

Pub@lhem s o s conac

Paso 1: Busqueda del cédigo SMILES

<:| y estructura quimica desarrollada del
compuesto de Interés a analizar.

¥ B 2P @ & o onm
-0 -0 /Bs - OBa -
]
OH
L. H,C
Paso 2: Insertar la estructura quimica o
o SMILE en la plataforma predictiva. |:>
HiC
Ha hen
m Home About ® Druglikeness i ADME # Toxicity
ID 4 Vvalue
{(+] gae 0.0,
(+) Arr m

(+} Carcino_Mouse

Paso 3: Analisis predictivo y

] Carcing_Rat negative

. R s <:| obtencion de resultados a través
de la plataforma.

D daphnia_at

Title: Acute daphina toxicity

Acute daphina toxicity @
659

Description:

Ecological Risk Assessment

Aquatic organism Terrestrial organism
P. subcapitata toxicity 1 ® @EEEER © | Honeybee toxicity 0 ® I O
Crustaceans toxicity 1 [ ] (i] i:l‘:::; virginanus 0 * e e
i6n d ltad D. magna toxicity 1 e o
H Anas platyrhynct
Paso 4: Interpretacion de resultados S e o lmmmmman o °
.z .
y comparacion de concordancia entre <:| Fanead mmnowtoxcly 1 @ L -
Bluegill sunfish toxicity 1 [ ] ]
plataformas. BOF o e °
Rainbow trout toxicity 1 [ ] (i}
14
BCF L]
Sheepshead minnow 5
) 1 [ ] L
3 toxicity
admetSAR Biodegradability 0 @ 10.6%
T. pyriformis toxicity 1 [ ] i ]
e PreADMET
T. pyriformis toxicity ; A 80.26% o
e Vega HUB
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Software de prediccion: VEGA in silico platform version 1.2.4
Para realizar las pruebas de toxicidad aguada de cada molécula se recurrié al siguiente flujo de
trabajo:

A. Identificacion de la sustancia a analizar
a. Busqueda de la estructura de la sustancia activa en formato SMILES.

| < | VEGA in silico platform - version 1.2.4

~ " Insert chemicals

i

Insert SMILES: Import File

(hd (3

INSERT

B. Seleccion del modelo
a. Para este ensayo se designd como “endpoint” el modelo de toxicidad aguda.

@ [] Fathead Minnow LC50 96h (EPA) - v. 1.0.10

@ [] Fathead Minnow LC50 model (KNN-IRFMN) - v. 1.1.2
@ Daphnia Magna Acute (EC50) Toxicity model (IRFMN) - v, 1.0.3 <:I ]
@ [] Daphnia Magna LC50 48h (EPA) - v. 1.0.9

(® [ Daphnia Magna LC50 48h (DEMETRA) - v. 1.0.5 —

C. Ejecucion de la prediccion
a. Elsoftware VEGA genera un reporte el cual incluye
i. Valor estimado
ii. ADI por sus siglas en inglés Aplicability Domain Index: Confiabilidad de la
prediccion en escala de 0 (baja) a 1 (alta)

N,

ol P og.ess .

Starting models execution.

INSERT Initializing molecular descriptors engine...
Running models...

P, Models execution completed.

. Generating Multiple POF Documents...
Report generation completed.

SELECT Total time elapsed: 0 min, 30 sec

D. Interpretacion de los resultados

a. Determinar si el ADI es alto o bajo, segun el resultado y realizar las correcciones y o
pruebas complementarias correspondientes

b. Comparacién de los resultados consultando los ensayos tanto predictivos como in

vivo de otras fuentes, asi como los resultados del modelo bioldgico complementario
de este proyecto.
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Anexo 3: Elaboracion de agua dura como medio de cultivo de D. magna para pruebas
de toxicidad aguda.

Nota: Por cada litro de agua dura que se quiera elaborar, mezclar 25 mL de cada una de las
soluciones stock:

1.
2.
3.
4.

Solucién de cloruro de calcio di hidratado.
Solucién de sulfato de magnesio heptahidratado.
Solucién de bicarbonato de sodio.

Solucién de cloruro de potasio.

Pruebas fisicoquimicas para la evaluacion de la calidad de agua dura:

Medir temperatura: tomar una muestra de agua dura de 50 mL con ayuda de un
termémetro tomar la temperatura del agua dura el cual debe estar dentro de los siguientes
parametros. (20°C + 2°C)

Medir pH: con un potenciémetro determinar el pH del agua dura. (7.0- 8.5)

Medir conductividad: con un potencidmetro medir la conductividad del agua dura. (400 -
500 pS/cm)

Determinacion de dureza:

Donde:

Tomar 50 mL de la solucidon (agua dura) en un matraz Erlenmeyer.

Adicionar 1mL de la solucién amortiguadora de amonio.

Afadir 8 gotas de indicador de hidroxilamina.

Titular con solucién EDTA 0.01 M hasta el punto final del vire que es de rojo vino a azul.
Para calcular la dureza total expresada en mg/L de CaCOsse aplica la siguiente ecuacion

mL gastados)(M) (100.1)(1000
Ec.4:DT:( g Y(M) ( )(1000)

volumen de la muestra en mL

M= Molaridad.
DT =Dureza Total
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Determinacion de oxigeno disuelto (O.D) en muestras de agua dura.

El oxigeno (0,) disuelto (OD) en el agua es la cantidad de oxigeno presente en forma liquida en el
agua. Se mide en miligramos por litro (mg/L) o partes por milldén (ppm). Los lineamientos de

calidad se muestran en la Tabla 59.

Tabla 59. Lineamientos para la calidad de agua segun la OMS.

Nivel de OD (ppm) Calidad de agua
00-4.0 Algunas poblaciones de peces y macroinvertebrados
empezaran a disminuir.
4.1-7.9 Aceptable
8.0-12.0 Buena
12.0+ Repetir la prueba

Tabla 60. Materiales, reactivos y equipos para la determinacién de oxigeno disuelto:

Materiales

Reactivos

Equipos

Botella yodometrica de
125mL

Pipeta volumétrica de
25mL

Matraz Erlenmeyer de
125mL

Pipeta graduada de 1
mL

Bureta graduada de 25
mL

Soporte universal con
pinzas para bureta

Vidrio de reloj
Espatula
Mortero

Tiosulfato de sodio

Acido sulfurico
concentrado

Sulfato manganoso
hidratado o cloruro
manganoso trihidratado
Yoduro de potasio
Hidréxido de sodio
Almidon

Agua de rio, lago,
riachuelo, estanque,
chorro

Agua destilada

Campana de extraccion
Balanza

Preparacidn de reactivos:

1.

Reactivo alcalino de yoduro de potasio: Pesar 25 g de Hidroxido de sodio (NaOH) y 6.75 g
de yoduro de potasio (KI) diluir y aforar en 50 mL de agua destilada.

Solucién de sulfato manganoso: Pesar 16.25 g de Sulfato manganoso hidratado (MnSO, * H,0)
diluir y aforar en 50 mL de agua destilada.
Soluciéon de almidén al 1%: Pesar 1 g de almidon soluble y disolver en 80 mL de agua
caliente y se lleva a un matraz para aforar a 100 mL con agua destilada fria.
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Procedimiento

Parte 1. Valoracion de tiosulfato de sodio 0.01 N
1. En un matraz volumétrico de 1000 mL disolver 2.6 g de tiosulfato de sodio y 20 miligramos
de carbonato de sodio en 800 mL de agua (destilada y desionizada a porciones iguales) y llevar a
volumen de 1L con el mismo disolvente.
2. Valorar la solucién como se indica a continuacion: Pesar 70 mg de dicromato de potasio
(previamente pulverizado y secado a 120 °C durante 4 h). Disolver en 100 mL de agua en un
matraz yodometria de 500 mLy agitar hasta disolucién. Anadir por orden: 0.5 g de yoduro de
potasio, 0.0666 g de bicarbonato de sodio, 0.16 mL de acido clorhidrico. Insertar el tapon en el
matraz, mezclar y dejar reposar en la oscuridad durante 10 min exactamente. Enjuagar el tapdn
y las paredes internas del matraz con agua.
3. Titular el yodo liberado con la solucidn de tiosulfato de sodio 0.01 N hasta que vire a color
verde amarillento (Figura 6).
4. Agregar 3.0 mLde soluciéon indicadora de almidén y continuar la titulacidn hasta la
desaparicién del color azul marino (Figura 7).
5. Titular un blanco de reactivos y hacer las correcciones necesarias.
6. Calcularlanormalidad considerando que cada mililitro de solucién valorada de tiosulfato de
sodio 0.01 N es equivalente a: 0.4903 mg de dicromato de potasio

Figura 30. Primer vire de titulacién de amarillo dmbar a verde
amarillento.

92



Figura 31. Muestra con indicador y modificacién de color
con la solucidn de tiosulfato de sodio.

Parte 2. Tratamiento de la muestra acuatica

1. Llenar lentamente y sobre la pared de la botella Wrinkler de *300 mL con la muestra
acudtica y tapar sin dejar burbujas.

2. Decantar la botella con la finalidad de eliminar excedentes.

3. Retirar la tapa.

4. Agregar 2.4 mL de sulfato manganoso.

5. Agregar 2.4 mL de yoduro de potasio.

6. Tapar sin dejar burbujas, desechar el sobrante; mezclar y dejar descansar por 5 minutos en
un lugar oscuro.

7. Sacar de la caja oscura, observando que la solucidn de la botella haya sedimentado una
tercera parte del contenido (Figura 32).

8. Destapar, agregar 2.4 mL de 4acido sulfurico.

9. Tapary desechar el sobrante.

10. Mezclar hasta que el color de la botella sea uniforme (color amarillo dmbar) como la que se
muestra en la figura 32.

Parte 3. Titulacion de muestra acuatica.
1. Vaciar 100 mL de muestra preparada a un matraz Erlenmeyer de 250 mL.
2. Titular con tiosulfato de sodio 0.01 N hasta obtener un color amarillo claro (figura 9), que
marca el inicio de la titulacion. Aiadir 7 gotas de almiddn (indicador) hasta el vire de color azul
oscuro — verde (figura 33), las gotas de la solucién de almiddn al afiadir seran del sobrenadante
del frasco.
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Figura 34. Muestra de agua con indicador.
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Titular hasta la desaparicidn del color (incoloro) para llegar al punto final de la titulacion

3.
figura 35.
Figura 35. Punto final de la titulacion.
4. Anotar el volumen registrado.
5. Realizar célculos.

Tabla 61. Calculos para determinar la cantidad de oxigeno presente

Ecuaciones

Leyenda

N=Equivalentes/ volumen (L)

N=normalidad (equivalentes gramo por volumen
de Na,S,0;)

PM=M soluto/PE

PM = peso molecular
M soluto = masa de soluto
Pe = Peso equivalente

Equiv Na,S,03=Equiv I,= Equiv O,

Equivalentes O, = masa O,/Masa de equivalentes
02

Masa O,=masa de oxigeno expresada en mg
Mmsa miliequiv O = masa miliequivalente
del oxigeno expresado en mg/mequiv

mg/L = masa/volumen

V=volumen de la muestra de agua expresada en
litros mg/L O>=ppmO;

Valoracion de tiosulfato de sodio 0.1 N

En un matraz volumétrico de 1 000 mL, disolver 26 g de tiosulfato de sodio y 200 mg de

carbonato de sodio en 800 mL de agua recientemente hervida y fria. Llevar a volumen con

el mismo disolvente.

Valorar la solucién como se indica a continuacion: pesar 70 mg de dicromato de potasio

(previamente pulverizado y secado a 120°C durante 4 h), disolver en 100 mL de agua en un
matraz yodométrico de 500 mL. Agitar hasta disolucién, quitar el tapdn y rdpidamente
agregar 0.5 g de yoduro de potasio, 0.666 g de bicarbonato de sodio y 1.6 mL de acido
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clorhidrico. Insertar el tapdn en el matraz, mezclar y dejar reposar en la oscuridad durante
10 min exactamente. Enjuagar el tapdn y las paredes internas del matraz con agua.

Titular el yodo liberado con la solucién de tiosulfato de sodio hasta vire a color verde
amarillento. Agregar 3.0 mL de Sl de almiddn y continuar la titulacidn hasta la disminucién
del color azul marino.

Titular un blanco de reactivos y hacer las correcciones necesarias.

Calcular la normalidad, considerando que cada mililitro de SV de tiosulfato de sodio 0,1 N 6
0,1 M es equivalente a 4,903 mg de dicromato de potasio.

Valoracion de dicromato de potasio 0.1 N
En un matraz volumétrico de 1 000 mL, disolver 4.903 g de dicromato de potasio en 800 mL
de agua vy llevar a volumen con agua.
Valorar la solucidon como se indica a continuacion: pasar 25 mL de esta solucion, a un matraz
yodométrico de 500 mL, agregar 2.0 g de yoduro de potasio (libre de yodato), 200 mL de
agua y 5.0 mL de 4cido clorhidrico, tapar el matraz y dejar reposar durante 10 min en la
oscuridad.
Titular el yodo liberado con SV de tiosulfato de sodio 0.1 N, a un color amarillo claro, en este
momento agregar 3.0 mL de Sl de almiddn soluble; continuar la titulacién hasta que el color
azul cambie a verde brillante.
Hacer las correcciones necesarias titulando un blanco de reactivos.
Calcular la normalidad considerando que cada mililitro de SV de tiosulfato de sodio 0.1 N 6
0.1 M es equivalente a 1.0 mL de solucién de dicromato de potasio 0.1 N 6 0.0167 M, o cada
mililitro de SV de tiosulfato de sodio 0,1 N es equivalente a 4,9 mg de K,Cr,05.
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Anexo 4: Condiciones ambientales para el cultivo y mantenimiento de organismos
de Daphnia magna.

Para la instalacion de un cultivo de D. magna, es necesario contar con un area libre de sustancias
toxicas (gases, vapores, etcétera), que puedan entrar en contacto directo con los cultivos y alterar
su sensibilidad y respuesta. Cada lote debe ser iniciado con neonatos de menos de 24 h de nacidos
en estado 6ptimo, colocandolos en recipientes de boca ancha. El cultivo debe mantenerse en agua
dura reconstituida con una dureza 250 mg/L = 25 mg/L.

El cultivo debe mantenerse en condiciones controladas de intensidad de luz en un dmbito
de 600 Ix a 1000 Ix (lux) un fotoperiodo de 16 h de luz por 8 h de oscuridad. Para la
iluminacion del cultivo deben utilizarse ldamparas fluorescentes “luz blanca o de dia” que
proporcionen la luminosidad adecuada.

Mantener la temperatura ambiental de los cultivos a 20 °C + 2°C.

Los niveles del oxigeno disuelto se deben mantener por arriba de 2 mg/L, esto se logra
mediante:

La recuperacion semanal del volumen de agua dura reconstituida que se pierde por
evaporacién y por limpieza del cultivo.

El recambio de aproximadamente tres cuartas partes del total del volumen del cultivo,
aproximadamente cada 15 dias.

Recambio de agua:

El agua de cultivo, después de un tiempo determinado pierde sus caracteristicas iniciales debido a
la materia organica acumulada, por lo cual debe renovarse de forma parcial por lo menos dos veces
por semanay cada 15 dias, se sugiere hacer un recambio mayor sustrayendo aproximadamente tres
cuartas partes del volumen contenido en cada recipiente. Todos los recipientes con cultivos deben
limpiarse al menos dos veces por semana, removiendo los restos de alimento del fondo.

Alimentacion:

Pesar 2 g de levadura de panaderia y disolver en un recipiente de 1L mezclar con agua destilada,
almacenar en refrigeracion a 4 °C. Antes de usar agitar para resuspender la levadura y agregar 5
gotas /litro como alimento para el cultivo de Daphnia magna.
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Anexo 5: Relacidn de alturas registradas en el andlisis de farmacos para prueba de
linealidad del método analitico.
Nota: Altura 1 y Altura 2 corresponden a un dia de trabajo, Altura 3 y Altura 4, corresponden al

segundo dia de trabajo.

Tabla 62. Acido Salicilico

. Dia1l Dia2 _
Concentracion pg/mL Altura1l Altura 2 Altura3 Altura4 Altura x
5 2274.382 1982.252 2541.932 2562.912 2340.3695
2.5 1110.538 1109.053 1208.53 1319.496 1186.90425
1.25 593.683 553.508 669.697 645.844 615.683
0.625 409.011 331.315 396.317 378.548 378.79775
0.3125 132.729 186.709 278.761 211.659 202.4645
0.15625 195.339 97.807 134.333 143.657 142.784
0.078125 159.72 26.554 72.161 73.443 82.9695
Tabla 63. Ketorolaco
Concentracion pg/mL Dia1l Dia 2 Altura x
Altura 1 Altura 2 Altura3 Altura4
5 1320.194 1296.474 1379.138 1504.209 1375.00375
2.5 648.152 601.43 630.87 731.91 653.0905
1.25 320.119 308.808 284.346 313.527 306.7
0.625 111.056 139.177 126.545 130.609 126.84675
0.3125 61.512 52.745 56.744 60.259 57.815
0.15625 22.8 23.42 12.007 9.45 16.91925
0.078125 8.47 8.222 6.72 4.052 6.866
Tabla 64. Naproxeno
Concentracion pg/mL Dla 1 Dia2 Altura x
Altural Altura 2 Altura 3 Altura4
5 8422.188 7697.218 9296.272 9988.107 8850.94625
2.5 4344.675 4062.715 4439.33 4692.145 4384.71625
1.25 2275.698 2093.049 2229.429 2227.058 2206.3085
0.625 1263.686 992.594 1127.885 1143.989 1132.0385
0.3125 614.42 619.624 689.323 490.195 603.3905
0.15625 380.468 342.64 346.913 318.388 347.10225
0.078125 342.947 263.175 270.75 215.888 273.19
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Tabla 65. Diclofenaco

.. Dia1 Dia2 Altura x
Concentracion pg/mL Altural Altura 2 Altura3 Altura4
25 22323.182 19740.531 | 24322.119 | 23761.666 22536.8745
12.5 11015.497 10068.552 | 10513.334 | 11509.916 | 10776.82475
6.25 5170.737 5029.112 5142.036 5309.233 5162.7795
3.125 2378.252 2463.45 2403.682 2412.496 2414.47
1.5625 1333.279 1095.584 1023.315 1191.724 1160.9755
0.78125 499,548 463.481 556.359 469.582 497.2425
0.390625 324.031 238.392 204.878 254.224 255.38125
Tabla 66. Ibuprofeno
.. Dia1l Dia2 .
Concentracion pg/mL Altura 1 Altura 2 Altura3 Altura4 Altura x
25 14024.365 12744.678 | 15459.684 | 15659.46 | 14472.04675
12.5 7213.311 6693.388 7352.531 7954.411 7303.41025
6.25 3662.724 3610.707 3883.36 4042.747 3799.8845
3.125 2058.207 2044.604 2245.542 2249.503 2149.464
1.5625 1035.077 1243.209 1551.526 1461.254 1322.7665
0.78125 883.638 884.365 1022.027 1556.549 1086.64475
0.390625 865.426 766.548 260.713 1019.025 727.928
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PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

ANTONIO MONROY NOYOLA | Fecha:2026-06-09 14:34:23 | FIRMANTE
F3bEneS521u5bYBspPoIN8FdIOMjU7YvdlaBEAz1V7V1tligUsfVbsFgoo8ZKZeRQG3BPvtXdUmcgVi+jOfQKe/B49AYbx/okhMrYZCqJFWagnUfXS4DIYsNfFh5z1EWaq7Ipvd
OsgHzLH3DuGjCZoDRMxeny35FsR5nwiLKCda/8FJeCCENGtddJujM6SRfl47kOTIRuJZz1CLxs83irBubPfl852ru4JtnVnvfFGNDc/5VxIvONd10QVL3+08LZ/3n/Eq3NU2rCNK
Hz+unN4wwKHrNRZNkAfwgSo/mmqtlqvGg9JR6SSh/xhONWKOIUPZz3qgxIRle+iknIBTlIn1kg==

[=]

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

nblcsqWNr

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/gXRZdCGTtcszveokR340pSFKGW6GPUTX
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/gXRZdCGTtcszveokR340pSFKGW6GPuTX
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

VOTO APROBATORIO PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Luis Antonio Luna Robles

Titulo de la tesis: “Cuantificacion de AINES y su evaluacion eco-toxicolégica en
muestras acuaticas de Jiutepec y Temixco”

Grado a obtener:

_X_Maestria en Farmacia

Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dr. Leobardo Manuel Gomez Olivan

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi
decision es:

La tesis:

_ X _ Si, se aprueba tal como se presenta

Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

12/06/26

e-firma del miembro del jurado Fecha



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA
PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

LEOBARDO MANUEL GOMEZ OLIVAN | Fecha:2026-06-12 11:02:44 | FIRMANTE
Kp9ZBlo2RE5KYfpNmMmS5hPsgxD4b8m8itswE4j8taRIpA2/vjhuaN3YRPSaEJz15857Wxx2V8NITsUzHMBI6BIY cDThbOIR2HqwHfnkv+wdodoX9DgZ9IAbXOmry+kGVnUIN
UlscWSUOVAHN92EIX6 TmmmKAgAAgUGI3UVFAY OjdiCIKOdkgNI3UOL +GEUSYbNo+p6NmeaaqoTxi7DPIY5Ya0q7REBrOt83ro8Kf6UJu9PrdkWyxkqYIrKkHmt8dfY MFP8x
k/OFRT8+9GAZVKEMp/MOpQ2U9YzoLjLu8VMZYJBPCIGSDLIjgl/IpQAZ43RNed5QECXMISHXp/UOtdA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

69FgdVS1A

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/B04r9JADv1824Xs0de5UPNXU7OBAKI3e
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/B04r9JADv1824Xs0de5UPNXU7OBAKl3e
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UMNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
EsTADO DE MORELDS

VOTO APROBATORIO PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Luis Antonio Luna Robles

Titulo de la tesis: “Cuantificacion de AINES y su evaluacién eco-toxicoldgica en
muestras acuaticas de Jiutepec y Temixco”

Grado a obtener:

_X_ Maestria en Farmacia

Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dra. Maria Antonieta Gémez Solis

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi
decision es:

La tesis:

_ X _ Si, se aprueba tal como se presenta

Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

12/06/26

e-firma del miembro del jurado Fecha



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA
PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electronico

MARIA ANTONIETA GOMEZ SOLIS | Fecha:2026-06-22 08:18:20 | FIRMANTE
K1jyiwuuoB3Y0qbxI2zA5zgOyPEKBJ9YN/jPNaptirEP1Brs+6jjEpbgkCDfUKSEH53J6RrQmreK+7UJTFxDekMP+4pd3K5UD2KGGJ8+xg/GFE0q3WVypIRYPYvOg4jBnYGq
mj/RYVEMYxTGpyhVsgU1CNXB8i9opJuLbV9t9gSI/Un7yOeAjRA+Aj3walgjlWQY4L5RMFd7iu8FEBAYEfSEcm7 1KNXPPxPZ4aAfle6oT 19hAK6EbyVyWBsAiSaUZOW/vMu7
vkLnD9um2Ce3/+9jRzmcpm TrdURMfRM9SOIr8mGBICxgCXP3RRLNOGVbL2PijSbZDrSEyHXraws76rQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electréonica o

escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

AC1k5IxW8

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/MHH8A1UUJwuSVj4AFt2IUjyyXTeJFGOY
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

VOTO APROBATORIO PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Luis Antonio Luna Robles

Titulo de la tesis: “Cuantificacién de AINES y su evaluacién eco-toxicologica en
muestras acuaticas de Jiutepec y Temixco”

Grado a obtener:

_X_Maestria en Farmacia

Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dra. Maria Luisa Castrejon Godinez

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi
decision es:

La tesis:

_ X _ Si, se aprueba tal como se presenta

Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

22/06/26

e-firma del miembro del jurado Fecha



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA
PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

MARIA LUISA CASTREJON GODINEZ | Fecha:2026-06-22 17:17:49 | FIRMANTE
fmON2Q5/szZRHVWM6ZbVGv4Xoy39SD2LBfOwcPUNYtsiP19LKIQG2Stp91NNc8POQzp TKLP650pGXgW8rHaHOxeKKEM6rVS6DVAI7pB2yPUOaH56|0HIeVKeJuTBGFXin
BFwDZrrsiMABbNNENNPgoJ+SVHjSuFvwGopHzgC7xObtRA5LwtHFddBesPS5w1 THRIQivUzMshlkg9j1BPiSBSvMs1XAxSaFEky X4VQwoieqo36yKxJaGES25JrXAj4CY Xnl
Y YKFv05s+LXmCAfinV04fGbKESCXWUMO/LI4U3hy9dn5LE90J9SpU+zN2niRDGGBY cfKeOS9uclpa+YZA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

gQIXU00JZ

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/vKB1gDShXMcECOSfMet7FlyDMjAQO1xy
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/vKB1qDShXMcECOSfMet7FIyDMjAQ01xy
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

VOTO APROBATORIO PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Luis Antonio Luna Robles

Titulo de la tesis: “Cuantificacion de AINES y su evaluacién eco-toxicolégica en
muestras acuaticas de Jiutepec y Temixco”

Grado a obtener:

_X_Maestria en Farmacia

Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dra. Adriana Valladares Méndez

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi
decision es:

La tesis:

_X Si se aprueba tal como se presenta

Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

22/06/2026

e-firma del miembro del jurado Fecha



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA
PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

ADRIANA VALLADARES MENDEZ | Fecha:2026-06-22 15:44:16 | FIRMANTE
Fhb/Pa63Qnn8ZQ6jPKnUIpBZIdIJFPFI9n6+NzkBIcFykrOLUY8nJINROA95PNzESWIIRyeAmAOJ1EVZBXx5fRsIG9oPb5klaYlymg8vJ/ijNGlaUu/OlripBgHZeVpoO/1fesHkpT2x3
CSWXIHdk6078Lz4AEV5bxPOZR8iQeWPJg8olorémY7ztb9U8zQRIQkc30f9uo7R]jiOPFfgxeR7ZTLsjdzwLZS4aLGDY xwsdGXgIRc+KxHICoIDgmj4HPsGmAX08hfmx6205n
htVg8Kh+7R3bNd6YzJcRvhLLUGTZgq85LOgLwYkmUwnQAnNfzfzZVtcKGgjVOm8Mg9UMN3zGA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

Se2dJpOum

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/OWVD0s1cbpCO0rGGSTIBrU25vif2an9n
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/OWVD0s1cbpC00rGGST9BrU25v1f2an9n
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  Ec. 1: n =    N   Z 2  p (1-p)  (N-1)   E 2  +   Z 2  p (1-p)


  Ec. 3: LOQ =     10σ​ S


  Ec. 2: LOD =     3.3σ​ S


  Ec. 4: b ± t *SE(b)


  Ec. 5: % mortalidad =   n de organismos expuestos por concentración    n de organismos muertos por concentración   ×100


  Ec. 7: Probit = ((5 - b)/m ))


  Ec. 4: DT=    ( mL gastados )  ( M )    ( 100.1 )  ( 1000 )  volumen de la muestra en mL

