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RESUMEN

La creciente incidencia de productos farmacéuticos en el medio acuatico ha generado un gran
interés en la comunidad cientifica internacional. Los inhibidores selectivos de recaptura de
serotonina (ISRS) son farmacos de alto consumo para el tratamiento de diversos trastornos
psiquiatricos. Se han detectado ISRS, tales como sertralina y fluoxetina en sistemas acuéaticos a
concentraciones subtraza (ng o pg L), sin embargo, no hay informacién suficiente de sus efectos
en procesos bioldgicos esenciales tales como: desarrollo, reproduccion y crecimiento, o letalidad
en los organismos expuestos. Por lo tanto, es importante generar evidencia técnica sobre su
peligrosidad a través del uso de diversos indicadores de efecto. Para ello se realizaron pruebas de
exposicién con cuatro especies modelo de diferentes niveles de organizacion bioldgica y se
determinaron sus efectos letales y subletales. Para el primer caso se emplearon los métodos
descritos en las normas mexicanas NMX-AA-112-SCFI-1995, para la bacteria Vibrio fischeri y
NMX-AA-087-SCFI-2010 para el cladocero Daphnia magna, asi mismo se tomaron como
referencia otros métodos como el propuesto por Blaise et al., 2000, para el desarrollo de la prueba
de inhibicién con el microalga Pseudokirchneriella subcapitata y las pautas establecidas en el
procedimiento de la OECD 203 (1992) para la prueba de letalidad del pez Danio rerio.

Con respecto a las pruebas de cronicidad, éstas se realizaron con base a los procedimientos de la
OECD 236 (2013) y OECD 211 (2008), para el ensayo de alteracion del desarrollo embrionario
de Danio rerio y del ciclo reproductivo de Daphnia magna, respectivamente, modificados para
la busqueda de nuevos indicadores de efecto.

Los resultados de toxicidad aguda mostraron que la sertralina es de 4 a 30 veces mas toxica que
la fluoxetina. En el caso de Vibrio fischeri la CEsp.smin fue de 8.95 y 297.76 mg L, la CLsg.agn
para Daphnia magna fue 4.65 y 20.65 mg L™ y de 0.613 y 4.258 mg L™ para Danio rerio para
sertralina y fluoxetina, respectivamente. En el caso del microalga Pseudokirchneriella
subcapitata, las Clso.72n Obtenidas fueron similares para ambos compuestos con 0.03 mg L™ para
sertralina y 0.026 mg L™ para fluoxetina. Las concentraciones antes mencionadas indican que
para generar efectos agudos sobre las especies modelo de estudio se requieren valores del orden
de mg L™, los cuales son 2 érdenes de magnitud superiores a los valores méximos registrados en
los cuerpos de agua (0.00054 y 0.0001 mg L™ para fluoxetina y sertralina, respectivamente), por
lo que es poco factible que estas sustancias puedan generar efectos agudos en especies acuaticas.

Sin embargo, los resultados derivados de las pruebas de cronicidad, demostraron que estas
sustancias pueden producir efectos sobre el desarrollo y reproduccion de peces y claddceros a
partir de la concentracién mas baja del ambito de concentraciones estudiadas de 0.05 a 2000 ug
L™ (0.00005 a 2 mg L™).

En el andlisis del desarrollo embrionario del pez cebra (Danio rerio) se observaron alteraciones
morfoldgicas diversas. Para la sertralina, la de mayor incidencia fue la coagulacion de los huevos
(141/630 org.), lo cual evidencia su alto potencial de letalidad. A su vez con una menor
proporcidn, se observé dafio cardiaco definido como edema pericardico (108/630 erg.).



En relacién a la fluoxetina, el edema pericardico fue el rasgo mas sobresaliente (134/630 org.),
dicha alteracion demostro el alto potencial cardiotoxico de este compuesto. A su vez, se
observaron otras alteraciones relevantes tales como el retraso en la eclosion de los embriones
(94/630 org.) y el cuerpo truncado o acortado (41/630 org.), la incidencia de este tipo de
afectaciones sugieren su alto potencial teratogénico. Al igual que la sertralina, la fluoxetina
produjo la coagulacién de los huevos, sin embargo, su incidencia fue menor (64/630 org.).

La escoliosis dorso-ventral o lateral de la columna vertebral de los embriones expuestos fue un
rasgo que se presentd en ambos compuestos, sin embargo, su incidencia fue reducida, 11/630 org.
Para sertralina 'y 14/630 org. para fluoxetina.

En lo que respecta a Daphnia magna, es de llamar la atencion el incremento del nimero de
neonatos a concentraciones >750 pg L™ de fluoxetina, el cual fue de por lo menos 18% y hasta
40% mayor a los valores observados en los controles (38 a 40.56 neonatos), lo que demuestra que
la fluoxetina es capaz de aumentar significativamente (p=0.05) la tasa reproductiva de Daphnia
magna. A su vez, también se observd un aumento de talla en los organismos expuestos a
concentraciones de fluoxetina >1000 pg/L, la cual paso de 3.68 a 3.88 mm, ambos indicadores no
mostraron diferencias significativas para la sertralina. En el caso de la madurez sexual, ésta se
presentd a los 10 dias para los organismos expuestos a sertralina, en especial en las
concentraciones mas bajas (0.05, 0.1 y 2 pg L™), dicha condicién es significativamente distinta
(p= 0.05) a la respuesta obtenida en los distintos controles (9 dias).

Por otro lado, resulta importante destacar el hallazgo de 2 nuevos indicadores de dafio para
Daphnia magna que se asocian a la exposicion de fluoxetina y sertralina: el efecto abortivo y la
evolucion asincrénica del desarrollo embrionario de los huevos, alteraciones que fueron
observadas en todas las concentraciones probadas dentro del ambito de 0.05 a 2000 pg L™.

Las pruebas de cronicidad efectuadas en el presente estudio evidenciaron alteraciones en el
desarrollo y reproduccion de las especies de prueba a partir de las concentraciones mas bajas y
que corresponden a los valores detectados en ambientes acuaticos, derivado de ello se sugiere que
los niveles ambientales reportados de fluoxetina y sertralina pueden afectar procesos bioldgicos
esenciales de organismos no blanco, por ello es recomendable generar mayor evidencia cientifica
relacionada a sus efectos en la biota que sustente su clasificacion como contaminantes peligrosos
y de riesgo para el ambiente.

Las evidencias obtenidas a partir de la evaluacién de los efectos adversos de los inhibidores
selectivos de recaptura de serotonina, fluoxetina y sertralina, realizados mediante pruebas de
exposicion aguda y crénica en organismos de diferentes niveles de organizacion bioldgica,
demuestran la capacidad de éstas sustancias de producir alteraciones en el desarrollo,
reproduccion y sobrevivencia de las especies de prueba a concentraciones de exposicion similares
a las reportadas hasta el momento y que inciden en el ambiente acuético, en aguas residuales y
en efluentes de PTAR, incluso de procesos experimentales con altos porcentajes de remocién
(>90%), ya que al menos en el 70% de los casos las concentraciones residuales fueron mayores
a 0.05 pg L™, valor a partir del cual se verificaron efectos cronicos.

Lo anterior sugiere que deben intensificarse las investigaciones toxicoldgicas y de riesgo
ambiental sobre esta clase de contaminantes a fin de que se logre mayor evidencia sobre su
peligrosidad y en su caso se desarrollen estrategias adecuadas para su saneamiento y control,
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tomando en cuenta valores de concentracion que resulten inocuos en exposiciones crénicas para
las especies modelo, como criterio meta en el disefio de procesos de tratamiento.

Por otro lado, la busqueda de nuevos indicadores de efecto y el empleo de pruebas de
exposicion crdnica son acciones fundamentales en la estimacion del peligro asociado a la
presencia de contaminantes emergentes, en especial de compuestos farmacéuticos como los
ISRS, ya que los indicadores de dafio considerados en los métodos de referencia para evaluacion
toxicoldgica no logran generar evidencia sobre el riesgo ambiental de esta clase de compuestos
para los organismos acuaticos.



1.- INTRODUCCION

Desde inicios del presente siglo, diversos estudios provenientes de paises como Alemania,
Francia, Inglaterra, Espafia, Noruega, Australia, China, Estados Unidos, Canada y México han
reportado la presencia de compuestos farmacéuticos en aguas y lodos residuales, aguas
superficiales y efluentes hospitalarios en concentraciones de ng L™. Este tipo de estudios han ido
en aumento generando vasta evidencia sobre su relevancia e implicaciones ambientales de
contaminacion al medio acuatico (Tabla 1).

Tabla 1 Incidencia de compuestos farmacéuticos en el mundo.

Pais Farmacos detectados Fuente Referencia
s
& Sulfapiridina,  sulfametoxasol, trimetoprima, azitromicina, | Influentes, efluentes y lodos de | Gobel, et al, 2005;
E claritromicina, roxitromicina, fluoxetina y sertralina. PTAR Schlsener, et al., 2015
<
o . . . . .
8 Carbamazep_ma, dlfenhnd_ramma, _fluc_)x_etma, cafe_ma, Kinney, et al., 2006; Batt, et
= carbamazepina,  clortetraciclina,  cimetidina, sertralina, .
S - . ; L ; - . P al., 2008; Spongberg vy
-] ciprofloxacina, claritromicina, clindamicina, &cido clofibrico, | Influentes, efluentes, lodos de Wi .
P R . - . - g . itter, 2008; Schultz, et al.,
S nicotina (cotinina), diclofenaco, diltiazem, gemfibrozil, acido | PTAR y agua superficial 2010 Writer ot al
S salicilico,  sulfadimetoxina,  sulfametazina,  sulfametiazol, 2013zSubedi K’annan 2015"
i sulfametoxazol, sulfatiazol, sulfisoxazol y tetraciclina. ' y ' '
© Estrona, 17a-estradiol, 17b-estradiol, estriol, 17a-etinilestradiol,
= mestranol, 4acido salicilico, &cido clofibrico, ibuprofeno, | Agua superficial Peng, et al., 2008
o naproxeno, genfibrozil, y 5b-coprostanol.
.g Ornidazol, sulfametoxazol, sulfametacina, acidos pipemidico, Tamtam, et al, 2008;
S fluoxetina, oxolinico, carbamazepina, nalidixico, norfloxacino, | Agua superficial Leclercg, et al, 2009:
o ofloxacino, ciprofloxacina y flumequina. Gonzélez- Rey, et al., 2015
§ Paracetamol, iopromida, naproxeno, ibuprofeno, fluoxetina, | Agua superficial y efluentes de | Sang, et al., 2007; Kim, et
S8 carbamazepina y cafeina. PTAR al., 2007
g Bound, et al., 2006; Baker y
I Ibuprofeno, paracetamol, salbutamol, 4&cido mefenamico y | Agua superficial, influentes y | Kaspryzyk-Hordern, 2013;
% fluoxetina. efluentes de PTAR Evans, et al., 2015; Petrie, et
= al., 2015.
i Lishman, et al, 2006;
® | Acido salicilico, ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno, Agua superficial. influentes MacLeod y Sudhir, 2007;
g diclofenaco, indometacina, fluoxetina, sertralina, fenoprofeno, ef?uentespde PT A’R Y Lajeunesse, et al., 2008;
O acido clofibrico, estradiol, estrona. ' Metcalfe, et al., 2010,
Lajeunesse, et al., 2012.
Metronidazol, ranitidina, codeina, trimetoprima, atenolol, . .
I eritromicina, paroxetina, propranolol, carbamazepina, | Agua superficial, influentes y Gomez, et 'al., 2906’ Santos,
S . . . et al., 2007;Fernandez, et al.,
S | fluoxetina, sertralina, ketorolaco, paracetamol, ibuprofeno, | efluentes de PTAR, efluentes
@ - . - ; - 2009, Gross, et al., 2009
ul Diclofenaco, ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno, carbamazepina, | hospitalario ‘Huerta. etal. 2011
cafeina, diclofenaco, acido mefenamico, indometacina. ' ' N '
[5+] - - . A
2 | Paracetamol, metoprolol, diclofenaco, ibuprofeno, 17bestradiol, Influentes y  efluentes  de Vasskog, et al, 20063
2 fluoxetina,  sertralina, estriol, estrona, trimetoprima, PTAR. Efluentes hospitalarios Thomas, et al, 2007;
S ciprofloxacina, sulfametoxazol, tetraciclina. ' P " | Vasskog, et al., 2008.
©
= Paracetamol, carbamazepina, é&cido clofibrico, diclofenaco,
E gemfibrozil, ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno, primidona, | Influentesy efluentes de PTAR | Al-Rifai, et al., 2007
Z fenitoina y acido salicilico.
8 Tetraciclina, fluoxetina, sertralina, naproxeno, triclosan,
3 paracetamol, carbamazepina, cafeina, trimetoprim, cocaina, | Influentesy efluentes de PTAR | Estrada, et al., 2016
= diazepam, mestranol y estronas.




Dentro de los farmacos enlistados en la Tabla 1, se encuentra la fluoxetina, sertralina y
paroxetina, antidepresivos pertenecientes a la familia de Inhibidores Selectivos de Recaptura de
Serotonina o ISRS, compuestos cuya incidencia en el ambiente ha sido mayor debido a su
creciente consumo (Christensen, et al., 2007; Gu, et al., 2010; Lam, et al., 2013), al aporte
continuo de sus residuos y a los diversos usos terapéuticos para los que son destinados, tales
como trastornos depresivos, obsesivo-compulsivos, de ansiedad y para el tratamiento de
desordenes alimenticios, fobias sociales y de tension premenstrual (Otero, et al., 1996; Chavez et
al., 2008; Kosjek y Heath, 2010; Oakes, et al., 2010).

La principal fuente de aporte de ISRS al medio acuatico son las excretas humanas, las cuales se
conducen por medio de los efluentes de las plantas de tratamiento, debido a que éstas ultimas no
estan disefiadas para remover de manera eficiente esta clase de compuestos, por lo que una vez
liberados al medio ambiente son encausados a los cuerpos de agua, donde entran en contacto y
quedan disponibles para su asimilacion por los organismos que los habitan. Como fuentes
adicionales y de menor relevancia, se encuentra el vertido directo de medicamentos caducos a las
corrientes por disposicion clandestina y su arrastre por escorrentias.

Los efectos por la presencia de ISRS en el ambiente acuatico ya han sido explorados por algunos
autores, cuyos objetivos se han enfocado a documentar principalmente su potencial de toxicidad
aguda por medio de la determinacién de su letalidad (CLsp), inhibicion (Clsp) u otros efectos
agudos (CEsp) en organismos modelo (Tabla 2), valores que por lo general resultan del orden de
mg L™, mismos que son superiores a las concentraciones ambientales detectadas (ng o ug L™), a
las cuales no se producen efectos agudos. Sin embargo, teniendo en cuenta que la liberacion de
ISRS al ambiente ocurre de manera continua y por periodos de exposicion prolongados, se puede
considerar que su riesgo de afectacién es de naturaleza crénica, condicién que puede
comprometer procesos bioldgicos esenciales asociados a la reproduccién, desarrollo y
crecimiento de la biota por medio de alteraciones a nivel de drganos, tejidos, células o
biomoléculas afines a los receptores objetivo de los ISRS. Las afectaciones pueden tener como
forma de expresién cambios fisiolégicos y/o en patrones de comportamiento, inhibicion o
estimulacion del crecimiento y malformaciones embrionarias (Perreault, et al., 2003; Foran, et
al., 2004; Brooks, et al., 2005; Nentwig, 2007; Hansen, et al., 2008; Péry, et al., 2008; Morando
et al., 2009; Bringolf, et al., 2010; Pica et al., 2012; Hedgespeth, et al., 2014).



Tabla 2 Relacion de valores antecedentes de toxicidad aguda para ISRS en diversas especies
modelo.

Organismo de prueba Valores antecedentes (mgL™)
Fluoxetina Sertralina

Vibrio fischeri (CEso.s min) 9.201

Pseudokirchneriella 0.039° 0.043°

subcapitata (Clso. 72n) 0.024° 0.14¢
0.027°

Daphnia magna (CLso.agn) 5.91° 1.15°
6.40° 0.92°
0.82° 1.30°

2 Brooks, et al., 2003, ® Minguez, et al., 2014, ¢ Christensen, et al., 2007, ¢ Minagh, et al., 2009.

Como se puede observar en la Tabla 2, el estudio de los efectos agudos de los ISRS en
organismos modelo ha sido de interés para algunos autores. Sin embargo, la informacién técnica
relacionada a las pruebas de exposicion crénica es relativamente escasa (Brooks, et al., 2003;
Henry, et al., 2004; Schultz, et al, 2011; Campos, et al., 2012; Barry, 2013; Luna, et al., 2015;
Panlilio, et al., 2016), por lo que es necesario profundizar en este tema, en especial porque
siendo el mecanismo de accion de los ISRS la regulacién del contenido de serotonina (5-HT) en
la sinapsis nerviosa del cerebro humano, otros organismos también se pueden verse afectados, ya
que tanto la serotonina (5-HT) como los receptores asociados a su funcionamiento se encuentran
presentes en otros vertebrados e invertebrados, en los que interviene en procesos de reproduccion,
desarrollo, crecimiento, regulacion del comportamiento y vigilia (Fong, 1998; Foran, et al.,
2004; Menningen, et al., 2011; Barry, 2013). Por todo lo anterior, la evaluacion de riesgos
asociados a exposicion de organismos acuaticos no blanco a farmacos tales como ISRS, a bajas
dosis y por periodos de exposicion prolongados, ya ha sido reconocida como una necesidad de
investigacion en materia ambiental (Fent, et al., 2006).

1.1 Consumo de los antidepresivos.

De acuerdo con datos obtenidos de la OECD (2015), el uso de los antidepresivos se triplico en el
periodo de 2000 a 2013, evidenciado a través del incremento en el nimero de prescripciones
médicas que pasaron de 11 676 760 a 34 727 219 diarias (Figura 1). Cabe hacer notar que estas
estadisticas solo incluyeron a 28 paises cuya densidad poblacional es reducida y reine a un total
de 644 328 000 habs. Si bien el valor de consumo de antidepresivos presentado es ya elevado, el
consumo real a nivel mundial puede ser superior en hasta 10 veces, si se toma en consideracién
el total de la poblacion mundial para el mismo afo, la cual fue de 7 175 000 000 habs. (Banco
Mundial Data Bank).
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Figura 1 Prescripciones médicas diarias de antidepresivos en 28 paises pertenecientes a la
OECD. Calculo efectuado con base en los base de datos OECD Health Statistics (2015)
(http://dx.doi.org/10.1787/health-data-en) y Banco Mundial (http://datos.bancomundial.org

Es importante evidenciar que, México no fue incluido dentro de las estadisticas antes presentadas,
por lo que no se tiene precisado el consumo promedio para estos antidepresivos. Sin embargo,
considerando que para el afio 2013 su poblacion fue de 123 700 000 habs. (Banco Mundial Data
Bank), y con base a los valores minimo y maximo de las prescripciones reportadas en los 28
paises (Figura 1), es posible estimar que el nimero de prescripciones en México podria
encontrarse entre las 28 205 y 5 267 200 de prescripciones diarias.

1.2 Consumo de Inhibidores Selectivos de Recaptura de Serotonina (ISRS).

Los antidepresivos de segunda generacion o Inhibidores Selectivos de Recaptura de Serotonina
(ISRS), tales como fluoxetina, citalopram, paroxetina, sertralina y fluvoxamina, comercializados
bajo los nombres de Prozac®, Seropram®, Cronadyn®, Altruline® y Luvox®, respectivamente, se
han convertido en psicofarmacos de primera eleccién a nivel mundial, desplazando asi a los
antidepresivos triciclicos, debido principalmente a su rapida y efectiva forma de accion en la
atencion de la depresidn y otros padecimientos psiquiatricos enunciados en parrafos anteriores, en
gran medida porque tienen como ventaja un menor grado de cardiotoxicidad y producen menores
efectos de somnolencia, beneficios que superan a los efectos secundarios temporales (Otero, et
al., 1996; Chéavez, et al., 2008;). Estas cualidades terapéuticas han fomentado su uso durante los
ultimos afios, de tal forma que el nimero de prescripciones reportadas a partir del 2005 muestran
tendencias de importantes incrementos en su consumo, como es el caso de Canad4, pais en el que
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se registrd un incremento de hasta un 39% en prescripciones médicas realizadas por pediatras
para el tratamiento de trastornos depresivos en el periodo 2005 — 2009, siendo la fluoxetina el
farmaco de mayor demanda en el mercado (Lam, et al., 2013).

De acuerdo a la Ultima encuesta requerida por la Comision Europea y realizada por la Direccion
General de Salud y Consumidores, efectuada en el afio 2010, el pais que registro el mayor
consumo de ISRS dentro de los paises pertenecientes a la Union Europea fue Portugal, con por lo
menos dos veces mas en numero de prescripciones (15%) que las reportadas para Estados Unidos
(7%) (Eurobarometer, 2010). En este Gltimo pais, el mayor ndmero de prescripciones de
farmacos lo ocuparon los ISRS suministrados a adultos de edades de entre 20 a 59 afos, asi
mismo, estos antidepresivos ocuparon el tercer lugar en recetas médicas para el tratamiento de
adolescentes de entre 12 a 18 afios (Gu, et al., 2010). Para ese mismo afo, la fluoxetina y
sertralina fueron incluidas dentro de la lista de los 100 farmacos més prescritos en Inglaterra,
ocupando las posiciones 83 y 84, respectivamente. Tendencias similares se reportaron para
Eslovenia, pais con alzas de hasta 15% en prescripciones anuales de ISRS. Mientras que, el
citalopram y la sertralina fueron los antidepresivos mas prescritos en Dinamarca, Noruega y
Finlandia (Christensen, et al., 2007).

En lo que respecta a México no se cuenta con bancos de informacién que permitan estimar el
consumo de ISRS. Sin embargo, es posible que la tendencia sea similar o superior a lo reportado
para otros paises, tomando en cuenta su bajo costo, facil adquisicion en presentacion genérica sin
receta médica y sus multiples usos terapéuticos, incluyendo dltimamente su uso para la pérdida
de peso.

Actualmente, se encuentran disponibles en México todos los ISRS, cuyos mecanismo de accion
aun cuando resultan similares, tienen perfiles diferentes en base a su actividad clinica, efectos
secundarios e interacciones farmacoldgicas particulares (Christensen, et al., 2007; Chavez et al.,
2008). Estos farmacos han sido debidamente aprobados para su ingesta por la Food and Drug
Administration (FDA) de los Estados Unidos y cuentan con los siguientes registros sanitarios
ante la Comisién de Autorizacion Sanitaria de México; Fluoxetina (SSA 231M96), Sertralina
(SSA 276M2008), Paroxetina (SSA 204M2009), Citalopram (SSA 181M2012) y Fluvoxamina
(SSA 297M95).

1.3 Farmacocinética de ISRS

Los ISRS por lo general tienen una buena absorcion oral (60 — 80%), aunque lenta, la cual se
logra entre las 4 y 8 horas posteriores a su ingesta. Su vida media en el cuerpo humano es de 12 a
24 horas (p.ej. paroxetina, 20 horas) y es superior a la de otros antidepresivos, siendo ain mayor
en fluoxetina (24 -72 horas). Un residual de la dosis del farmaco que no fue absorbido es
eliminado sin sufrir cambios a través de la orina (5-15 %) y las heces fecales (12-15%), el
porcentaje restante corresponde a los metabolitos biotransformados en el higado tanto aquellos
cuya actividad farmacoldgica es similar al compuesto parental, como la norfluoxetina (para la
fluoxetina) o aquellos biologicamente inactivos como la desmetilsertralina (para la sertralina), y
otros metabolitos glucuroninados o convertidos en alcoholes y oximas no activos, que se
producen en pequefias proporciones (Ahlford, 2008).



1.4 Mecanismos de accion de los ISRS

Como se ha sefialado anteriormente, los ISRS son farmacos que permiten el restablecimiento
neuroguimico de pacientes con enfermedades psiquiatricas asociadas a la reduccién de los niveles
de serotonina en el espacio sinaptico, a lo que se conoce comUnmente como depresion.

En condiciones normales el sitio presinéptico, libera al neurotransmisor serotonina al espacio
sinaptico mediante bombas denominadas TSER (trasportadoras de serotonina), este
neurotransmisor es recaptado por los receptores postsindpticos (5HT) para la trasferencia de
estimulos eléctricos, pero por lo general un excedente de serotonina queda sin uso en el espacio
sinaptico, la cual es degradada por enzimas especificas, 0 en mayor medida, recapturada por los
receptores 5SHT1A de la neurona presinaptica, en un ciclo continuo.

Cuando se suministran ISRS se bloquean los receptores 5SHT1A del sitio presinaptico, de modo
que el exceso de serotonina vertida por las bombas TSER al espacio sindptico y que no fue
utilizada por los receptores 5HT (postsinapticos) no puede ser captada nuevamente, lo anterior
produce una importante acumulacion de serotonina en el espacio sinaptico, situacion que sucede
simultdneamente en todas las areas cerebrales donde existan neuronas con receptores 5SHT1A,
produciéndose temporalmente los indeseables efectos secundarios (vértigo, sensibilidad a la luz,
calambres, nduseas, sudor excesivo, dolor de cabeza e irritabilidad) (Bostrom, et al., 2016).

Una vez que los receptores presinapticos SHT1A llevan bastante tiempo bloqueados, se genera
informacidn que es llevada al nacleo de la neurona y ésta como reaccidén gendémica los interpreta
como innecesarios, como resultado los reduce en nimero e incluso los desaparece, a este proceso
se le denomina desensibilizacion.

Como la cantidad de receptores 5SHT1A es menor y por ende, existe una menor cantidad de
serotonina disponible dentro de la célula, la neurona no logra la recaptura de serotonina
suficiente para ser reincorporada al interior de la célula, por lo que ésta comienza a producirla en
mayor cantidad, situacion que con el paso del tiempo bloquea a otro tipos de receptores (2A, 2Cy
3) en el sitio postsindptico. De esta manera es regulada la produccién, uso y disponibilidad de
serotonina en los espacios sinapticos (Stahl, 2010).

Hasta hace algunos afios, se creia que los ISRS podian ser suministrados de forma amplia en la
poblacién, con muy pocas restricciones de uso, incluso eran prescritos a mujeres embarazadas,
nifios y adolescentes. Sin embargo, en el afio 2004 la Medicines and Healthcare Products
Regulatory Agency (MHRA) vy la Food and Drug Administration (FDA) alertaron sobre su
consumo en estos dos Ultimos grupos de la poblacion en los paises de su competencia, dada la
poca eficiencia obtenida para los tratamientos de interés. Asi mismo, Reefhuis y colaboradores
(2015) documentaron que la US National Birth Defects Prevention Study (NBDPS) genero
evidencia (sujeta a verificacion ) sobre los efectos que producen los ISRS en procesos biol6gicos
durante etapas de gestacion del neonato, distintos a los relacionados con su mecanismo de accion,
centralizados principalmente en el funcionamiento del sistema nervioso central.

Los datos obtenidos por la NBDPS indicaron posibles malformaciones congénitas especificas por
la ingesta de ISRS durante el embarazo, cuyo proceso de afectacion aun no esta adecuadamente
documentado. La sertralina se asocid al desarrollo de onfalocele, defectos del septum cardiaco y
anencefalia. A su vez, la fluoxetina se relacion6 con craneosinostosis y defectos cardiacos del
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neonato. Mientras que, un tercer serotoninérgico, la paroxetina con deterioros cardiacos, en el
tubo neural y también con onfalocele y anencefalia. Asi mismo, se evidencid un incremento en la
tasa abortiva espontanea en hasta 1.45 veces, partos prematuros, bajo peso, problemas
respiratorios y convulsiones en el neonato. Su uso durante el tercer trimestre de gestacion puede
ocasionar una hipertension pulmonar persistente que, aunque es rara, se asocia con una tasa de
mortalidad de 10— 20 %.

1.5 Afectaciones de ISRS sobre organismos no blanco

Con base en lo anterior, los ISRS son farmacos capaces de causar efectos negativos sobre
procesos bioldgicos diversos, aun cuando éstos en apariencia no estén asociados a su forma de
accion en el cuerpo humano. La alteracion de los procesos metabolicos en especies acuaticas no
blanco es posible (Brooks, et al., 2003; Boxxal, et al., 2003; Flaherty y Dodson, 2005;
Neuwoehner, et al., 2009; Lam, et al., 2013; Weinberger, et al., 2014) debido a que la serotonina
(5-HT) es uno de los neurotransmisores mas importantes dentro del reino animal (Barry, 2013),
modulador directo de algunas funciones celulares (Mossner y Lesch, 1998; Kreke y Dietrich,
2008) y esencial en diversos procesos metabolicos de vertebrados e invertebrados (Fong, 1998;
Foran, et al., 2004), regula el comportamiento, agresion, deseo sexual y es fundamental en el
apetito y vigilia en vertebrados (Mennigen, et al., 2011). Este neurotransmisor es producido en el
sistema nervioso central (Styrishhave, et al., 2010), su mecanismo de accion es aun incierto en
algunas especies. No obstante, se postula que su modo de accion en peces es por medio de la
alteracion de los niveles de serotonina enddgena, la cual interviene de manera directa en el
proceso reproductivo por la afectacion de hormonas relacionadas al comportamiento sexual (Yu,
etal., 1991; Khany Thomas, 1992, Menningen, et al., 2011).

Por lo anterior, la variacion de los niveles de serotonina en especies con receptores afines a la
serotonina puede influir directamente sobre los procesos fisioldgicos de las especies expuestas,
incluidos aquellos derivados de la reproduccién, desarrollo, comportamiento y sistema inmune
(Park, et al., 2012). Tanto fluoxetina como su metabolito (norfluoxetina) son los serotoninérgicos
mas investigados en relacion a sus afectaciones sobre organismos no blanco (Brooks, et al., 2003;
Flaherty y Dodson, 2005; Kwon y Armburst, 2006; Gaworecki, y Klaine, 2008; Hansen, et al.,
2008; Morando, et al., 2009; Bringolf, et al., 2010: McDonald, et al., 2011; Mennigen, et al.,
2011). Ante esto, existe evidencia cientifica que documenta respuestas de algunos organismos
acuaticos con receptores afines a este neurotransmisor como es el caso de crustaceos y peces
(Brooks et al., 2005; Campos, et al., 2012). En el primero de ellos, Ceriodaphnia dubia, presento
variaciones en su tasa reproductiva promedio por exposicion a fluoxetina, al disminuir el nimero
total de neonatos por hembra a partir de concentraciones de 0.045 mg L™. Este mismo farmaco,
incremento la produccién neonatal de Daphnia magna a concentraciones de 36 pg L. Sin
embargo, este aumento se vio afectado a concentraciones mas altas (Flaherty y Dodson, 2005).
Un caso particular, se pudo observar en el desarrollo reproductivo del pez Danio rerio, el cual
manifesté una menor produccién de huevos a 0.32 pg L™ (Lister, et al., 2009). Por otro lado, para
el pez Oryzias latipes (pez medaka) Brooks y colaboradores (2003) documentaron la formacién
de malformaciones embrionarias tales como: afectaciones cardiacas (edema pericardico),
escoliosis e inconcluso desarrollo corporal.
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Otras investigaciones denotan efectos como nado descoordinado, letargo, falta de respuesta a
estimulos, cambios en patrones de agresividad e interaccion con otros individuos en las especies
de vertebrados e invertebrados expuestos a ISRS a concentraciones del orden de mg L™ (Fong,
1998; Henry, et al., 2004;, Barry, 2013).

1.6 Incidencia de ISRS en el ambiente

Desde afios atrés se han adaptado y desarrollado tecnologias analiticas Utiles en la cuantificacion
de ISRS en muestras bioldgicas y en el plasma humano (Brunswick, et, al., 2002; Magalhaes, et
al., 2007; Rahman, 2012; Yuce, et al., 2015), basados en técnicas de cromatografia de gases con
detectores de captura de electrones (CG-CE) y de espectrometria de masas (CG-EM), a partir de
las cuales se han derivado métodos de andlisis para la deteccion de ISRS en las distintas matrices
ambientales como agua y sedimentos (Lamas, et al., 2004; Vanderford y Snyder, 2006; Batt, et
al., 2008; Martinez-Bueno, et al., 2011; Tarcomnicu, et al., 2011; Evans, et al., 2015).

Derivado de dicha innovacion analitica se han obtenido registros de las concentraciones de
fluoxetina y sertralina en sus fuentes contaminantes y en el ambiente (Tabla 3 y 4).

Tabla 3 Incidencia de Sertralina en el ambiente

ISRS Tipo de muestra Pais Concentracion (ng L™) Referencia
Alemania 49.0 Schlsener, et al., 2015
6.0-6.1 Lajeunesse, et al., 2008
Canada 14.0-34.0 Metcalfe, et al., 2010
20.0 Lajeunesse, et al., 2012
Influente PTAR ; ;
(0.7 2 114 ng/L) Estados Unidos 31.6-114 Subedi y Kannan, 2015
Noruega 8.4-19.8 Vasskog, et al., 2008
Meéxico 0.77-3.11 Estrada, et al., 2016
Portugal 100.4 Silva, et al., 2014
Republica Checa 7.0-27 Golovko, et al.,2014
Alemania 9.0 Schlsener, et al., 2015
, 5.1-5.8 Lajeunesse, et al., 2008
Sertralina Canagda 12.0 Lajeunesse, et al., 2012
Efluente PTAR Estados Unidos 57.0-87.0 Batt, e_t al., 2008
(042833 ng/L) 15.7-88.3 Subedi & Kannan., 2015
Noruega 0.4-2.4 Vasskog, et al., 2006
3.7-14.6 Vasskog, et al., 2008
MEéxico 5.9-74 Estrada, et al., 2016
Republica Checa 3.0-6.0 Golovko, et al., 2014
Canada 6.0-17.0 Metcalfe, et, al., 2010
Agua Espafia 11.0 Huerta, et al., 2011
Superficial . 0.5-37.5 Schultz, et al., 2010
(05249 ng) Estados Unidos 33.0-49.0 Schultz, et al., 2011
Noruega 0.8-2.4 Vasskog, et al., 2008
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Tabla 4 Incidencia de Fluoxetina en el ambiente

ISRS Tipo de muestra Pais Concentracion (ng L™) Referencia
Bélgica 8.0-30.0 Tarcomnicu, et al., 2011
18.0
20.0-91.0 MacLeod y Sudhir, 2007
Canada 3.1-35
20.0-91.0 Metcalfe, et al., 2010
3.1-35 Lajeunesse, et al., 2012
Espafa 26.0 Gross, et al., 2009
Influente PTAR 86.1 Baker y Kasprzyk-Hordern, 2011
(0.4 a 540 ng/L) Inglaterra 4.9-175.9 Baker y Kaspryzyk-Hordern, 2013
51.0 Evans, et al., 2015
Italia 540.0 Verlicchi, et al., 2012
Noruega 0.4-2.4 Vasskog, et al., 2006
1.1-18.7 Vasskog, et al., 2008
México 2.9-4.41 Estrada, et al., 2016
Portugal 17.0-36.45 Salgado, et al., 2010
105.8-157.4 Silva, et al., 2014
Alemania 8.0 Schlsener, et al., 2015
50.0-99.0 Metcalfe, et al., 2003
Canada 14.0 MacLeod & Sudhir., 2007
50.0-99.0 Metcalfe, et al., 2003
11.0 Lajeunesse, et al., 2012
Corea del Sur 1.70 Kim, et al., 2007
Fluoxetina - 19.0-92.90 Bueno, et al., 2007
Efluente PTAR Esparia 160 Gross, etal., 2009
(062929 ng/L) 1.70 Kolpin, et al., 2002
Estados Unidos 40.0-73.0 Batt, et al., 2008
11.0-76.0 Writer, et al., 2013
29.3 Baker y Kaspryzyk- Hordern, 2011
Inglaterra 5.6-44.9 Baker y Kaspryzyk-Hordern, 2013
26.0 Evans, et al., 2015
Italia 240.0 Verlicchi, et al., 2012
Noruega 0.6-8.4 Vasskog, et al., 2008
México 6.6- 6.93 Estrada, et al., 2016
Canada 0.42-1.3 Lajeunesse, et al., 2008
4.0-141.0 Metcalfe, et al., 2010
0.6-66.1 Fernandez, et al., 2010
Espafia 3.0 Gross, et al., 2009
Agua Superficial 8.0-44.0 Gonzalez, et al.,2010
(0.42 a 141 ng/L) 12.0 Kolpin, et aI., 2002
Estados Unidos 12.0-20.0 Schultz, et al., 2011
0.5-43.2 Schultz, et al., 2010
Francia 1.0-2.0 Gonzélez- Rey, et al., 2015
Inglaterra 9.0 Baker y Kasprzyk- Hordern, 2011
5.8-14 Petrie, et al., 2015
Polonia 3.2-55 Giebultowicz y Jawecki, 2014
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Es importante hacer notar que la mayoria de los paises enlistados en las Tablas 3 y 4, son paises
cuya capacidad tecnoldgica es elevada, por lo que es de esperarse que la incidencia real de ISRS
a nivel mundial sea mayor, ain y en aquellos paises que no cuentan con el soporte técnico y
econdmico para evidenciar su presencia en el ambiente.

1.7 Propiedades fisicoquimicas y destino ambiental de ISRS

Si bien la deteccion quimica de ISRS en fuentes y sistemas acuaticos ha sido bien documentada
(Tablas 3 y 4), pocos autores se han enfocado a comprender su comportamiento y transformacion
durante su estadia en los cuerpos de agua, asi como a través del tratamiento de las aguas
residuales que los contienen y su destino en las fases ambientales una vez que se liberan a los
cuerpos receptores (Lam, et al., 2005; Kosjek y Heath, 2010; Oakes, et al., 2010; Lajeunesse, et
al., 2012; Silva, et al., 2012; Carter, et al., 2014; Luo, et al., 2014).

Por ello, las propiedades fisicoquimicas de los ISRS, juegan un papel muy importante para
predecir su destino y comportamiento ambiental. Se han efectuado algunos estudios a escala
laboratorio para determinar su potencial de degradacion, tendencia de acumulacion y persistencia

en el ambiente (Black, et al., 2005; Kwon y Armbrust, et al., 2006; Redshaw, et al., 2008;
Jakimska, et al., 2014).

O CF4
N/CHJ
H
Fluoxetina. CAS: 56296-78-7 Paroxetina. CAS: 61869-08-7
—
N
NC I
g 0 CIHa S
N“c H J/
Cl ® H,N 0
‘ |
F

Fluvoxamina CAS: 54739-18-3

Cl
Sertralina. CAS: 79617-96-2 Citalopram. CAS: 59729-33-8

Figura 2 Estructura molecular de antidepresivos: ISRS.

Los ISRS son farmacos que aunque su mecanismo de accion es similar, cuentan con estructuras
moleculares distintas (Figura 2) y por lo tanto sus propiedades fisicoquimicas también difieren
entre si, influyendo en su dindmica particular dentro de las distintas fases ambientales, de modo
gue mientras algunos ISRS pueden permanecer mas tiempo adsorbidos en los sedimentos, otros
pueden ser méas afines a lipidos y a acumularse en tejidos de organismos. Asi mismo, estas
propiedades junto con su estructura molecular determinan la posibilidad de su degradacién por
procesos fisicos, quimicos, fisicoquimicos, bioldgicos, de oxidacion o de oxidacién avanzada.
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Conocer todo lo anterior es de suma importancia tanto para determinar su destino y persistencia
en el ambiente, como para elegir las técnicas mas apropiadas para su remocion.

Tabla 5 Propiedades fisicoquimicas de los ISRS. Analisis comparativo con otros farmacos y
compuestos organicos persistentes (COPs).

Bloacumulacion ¥ Movilidad Ambiental
No. CAS? Compuesto Mol':eiziz(l)arbf oy presiénbf
FBC Pedegh log Kow® | log Kd° log Koc” pKa® Soﬁzltﬁd d;"ﬂi";g
mol™

309-00-2 Aldrin 364.92 735-20,000 5.17-7.40 N.R. 407.00 8.20 0.02 4.96x10*

a 57-74-9 Clordano 409.78 3,311-11,481 2.78-6.00 370 000 20,000.00 N.R. 56.00 4.80x10°
8 8001-35-2 Toxafeno 413.82 3,100-69,000 3.23-5.50 N.R. 1,500.00 N.R. 550.00 6.30x107
70-44-8 Heptacloro 372.32 200-30,000 4.40-5.50 N.R. 24,000.00 N.R. 180.00 2.30x10°

50-29-3 DDT 354.49 600-84,500 4.89-6.91 140 000 100,000.00 N.R. 1.20-5.50 1.29x10°
29122-68-7 Atenolol 266.34 0.20 0.16 0.05-0.9 1.85-3.20 9.60 13,300.00 1.37x10™°
66722-44-9 Bisoprolol 325.45 0.20 1.87 0.3-0.8 2.17-2.30 9.60 2,240.00 2.89x10™°
37350-58-6 Metoprolol 267.36 1.30 1.69 0.2-0.9 2.22-2.24 9.70 4,780.00 1.40x10™"
318-98-9 Propranolol 2.57.34 160.00 3.84 0.7-2.2 2.43-4.00 9.40 62.70 7.98x10™"°
3930-20-9 Sotalol 308.83 1.00 0.24 0.1-0.6 1.94-2.15 9.60 137,000.00 2.66x10™

» 85721-33-1 Ciprofloxacino 331.35 3.00 0.28 2.6 4.79 5.90,8.90 30,000.00 5.09x10™°
8 79-57-2 Oxitetraciclina 460.44 0.12 0.90 2.6-3.0 4.44-4.97 3.30,9.10 313.00 1.70x10%
g 298-46-4 Carbamazepina 236.28 15.00 2.45 -6.4 2.00-3.42 13.90 17.70 1.08x10™°
\% 59729-33-8 Citalopram 324.39 <0.008 3.74 3.9-4.6 5.32-6.02 9.60 31.10 2.6x10™
56296-78-7 Fluoxetina 309.33 8.80-1347.0 4.05 2.9-4.1 4.09-5.49 10.10 60.30 8.90x10°®
79617-96-2 Sertralina 306.24 959.00 5.29 2.2-2.9 3.80-4.85 9.50 3.52 5.10x10°®
15307-86-5 Diclofenaco 296.16 3.00 451 4.7 2.45-3.74 4.20 2.37 4.73x10™"?
15687-27-1 Ibuprofeno 206.29 3.00 3.97 1.7 1.30-2.21 4.90 21.00 1.50x107
22204-53-1 Naproxeno 230.27 3.00 3.18 2.34 N.R. 4.20 15.90 3.39x10™°
103-90-2 Paracetamol 151.17 3.00 0.46 0.4-1.0 2.40-4.10 9.40 14,000.00 6.42x10™"°

FBC= Factor de Bioconcentracion, Kd= Coeficiente de sorcién, Kow= Coeficiente de particion
octanol-agua, Koc= Coeficiente de adsorcion ajustado a la fraccion de carbono orgénico y pKa=
Constante de disociacion. N.R.= No reportado ®Base de datos Toxnet (2017), "Lahti, 2012, “Base
de datos PubChem, “Castro, et al., 2015, *INE, 2008, 'base de datos Miliarium, %Gust, et al.,
2013, "Grabicova, et al., 2014.

En la Tabla 5, se presenta un comparativo de las propiedades de los ISRS en relacion con otros
farmacos de diferente naturaleza quimica, asi como de algunos compuestos organicos persistentes
(COP). En ella se observa que los ISRS, en comparacion con otros farmacos, tienen altos valores
de Kd (coeficiente de sorcién), Koc (coeficiente de adsorcion ajustado a la fraccién de carbono
organico) y Kow (coeficiente de particion octanol —agua), condiciones que indican su fuerte
tendencia a incorporarse a sedimentos, lodos, suelos y particulas organicas en suspensiéon y a
mantenerse adsorbidos en dichas matrices.
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Kwon y Armbrust en 2006, pusieron en evidencia la accion de estas propiedades ya que en sus
estudios sefialaron que mas del 70% de la fluoxetina se encontraba en muestras de biosolidos,
como resultado de su adsorcion a los acidos himicos y material organico particulado presentes en
las muestras recolectadas e indicaron que en general los ISRS cuentan con una capacidad de
adsorcion superior al 91% con excepcion de la fluvoxamina, cuya capacidad es de
aproximadamente 73% (Kwon & Armbrust, 2008).

Esta alta afinidad por parte de los ISRS con la materia organica, puede también asociarse a una
alta interaccion entre fuerzas electroestaticas, ya que ésta Ultima posee carga negativa, mientras
que los ISRS positiva, generandose asi fuertes campos de atraccion entre las moléculas (Tolls,
2001; Schwarzenbach, et al., 2003; Pan, et al., 2009), condicién que limita su movilidad hacia
otras fases ambientales. Tal es el caso de los experimentos de lixiviacion realizados con distintos
tipos de suelos efectuados por Wu y colaboradores (2010), en los que se demostrd que la
fluoxetina quedaba retenida a la matriz sélida y s6lo concentraciones reducidas del farmaco se
movilizaban a la fase liquida (lixiviados). Asi mismo, en lo que respecta a los valores de
solubilidad y presion de vapor de los ISRS, éstos indican su poca o nula oportunidad de migrar
hacia las fases gaseosa y liquida.

Por otro lado, al comparar las propiedades fisicoquimicas de los ISRS y de los Compuestos
Organicos Persistentes (COP), se observan diferencias entre los valores de bioacumulacion
(FBA) y coeficientes de adsorcion (Koc), los cuales resultan sumamente inferiores a los
reportados para los COP, esto sirve como punto de referencia para comprender los distintos
procesos a los que deben ser sometidos para su de remocion, los cuales pueden implicar un menor
grado de complejidad. En el caso de los valores del coeficiente de particion octanol- agua (Kow),
éstos son similares (4-7 unidades), lo que da pauta a fundamentar su peligrosidad y los vuelve
sujetos a una posible regulacion ambiental ante su eminente peligro de incorporacion y
bioacumulacion en organismos no blanco.

En relacion a los procesos de degradacion que modulan la permanencia de los ISRS en el
ambiente acuatico, Kwon y Armbrust (2006) puntualizaron el comportamiento y persistencia de
la fluoxetina por medio de experimentos a escala laboratorio, encontrando que es compuesto
altamente recalcitrante, no susceptible a la degradacion por hidrolisis, fotolisis o accion
microbiana, debido a que permanece adsorbido y protegido a las particulas suspendidas del
medio, ademas de ser quimicamente estable, la cual tiene una vida media en el ambiente mayor a
100 diasapH 5, 7,y 9.

Por todo lo anterior, los ISRS son compuestos que fungen como reservorios ambientales, con alta
proteccién a la degradacion, la cual sucede sélo en caso de que éstos sean liberados a la fase
acuosa bajo condiciones ambientales particulares (Kolpin, et al., 2002).

1.8 Procesos de tratamiento para la remocion de ISRS

Los ISRS al ser compuestos organicos disefiados para producir efectos farmacoldgicos en sitios
de accion especificos del 6rgano blanco en el ser humano, son moléculas quimicamente estables,
caracteristica que debe ser considerada para los procesos de remocion o degradacion que se
empleen para el tratamiento de las fuentes contaminantes.
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En la basqueda de remover residuos de ISRS del agua se han empleado algunas tecnologias que
evidencian su eficiencia (Tabla 6), las cuales pueden ser clasificadas de acuerdo al principio de

remocion (bioldgico, fisico, fisicoquimico, de oxidacion y de oxidacién avanzada).

Tabla 6 Métodos empleados para la remocion de fluoxetina, sertralina.

Fluoxetina Sertralina
Método emp|ead0 Concentraci Porcentaje Concentracién Concentraci Porcentaje Concentracion Referencia
on inicial de remocion residual on inicial de remocién residual
(hg L (%) (hg L (hg L) (%) (wg L
Biodegradacion 25 14 24.65 25 12 24.7 ggﬂs"a"e' etal,
a Biorreactores de lecho 2 94 012 ) ) ) Flores y Mijaylova,
© | sumergido = — === 2017
\8’ Biorreactores 100 ~90 ~10 - - - Shon, et al.,2006;
.% Snyder, et al,
2006;Radjenovic, et
con membrana 0.0467 93.7 0.0029 - - - al., 2007: Kim, et
al., 2014
o | Ultrafiltracion 0.045 69 0.0139 - - - Snvder. et al. 2006
8 | Nanofiltracion 0.045 92 0.0036 - : - nycer, etal.
E Luz Ultravioleta N.E. <30 - - - Snyder, 2008
Osmosis Inversa 0.564 ~90 ~0.114 - - - Snyder, et al, 2006
Westerhoff, et
Floculacion con FeCl N.E. 0 - - - - al.,2005; Shon, et
al., 2006
8 Coagulaciéon con Al, (SOy); N.E. 15 - - - - Gibs, et al., 2007
o
é Westerhoff, et
= - . al.,2005, Snyder, et
S ':C‘iis\‘/’arg';’” E2ll) R Lo o8 | 04002 - - ; al., 2006; Shon, et
o y al., 2006 Jaira, et
% al., 2015
LL | Degradacion sonoquimica 300 80 60 - - - ggrlr;a-Galws, etal,
- 499.50- Styrishave, et al.,
Hidrolisis 500 0.10-0.13 499.35 500 1.82 490.9 2011
Snyder, et al., 2006;
Snyder, 2008;
< | Ozonizacion 0.09- 100 91-100 0.081,9-0 | 0.09- 100 99-100 0.0009,1 -0 | Antoniou, etal.,
Ne) 2013; Lajeunesse, et
% al., 2013
S | Pre oxidacion N.E. 12 - - - - Snyder, et al., 2006
C>)< Westerhoff, et
. al.,2005; Shon, et
Cloro libre N.E. 20 - - - - al.. 2006; Snyder,
2008
Shon, et al., 2006;
S 0.0095- Uslu, et al., 2012;
© Oxidacion Ozono /H,0, 0.050-0.3 81-98 0.057 - - - Aghaeinejad et al.,
g 2014
E Aplicacién de TiO,/UV 0.011 50 0.0055 - - -
) — -
% Aplicacion de UV/TiO,/H,0, 0.011 70 0.0033 - - - Méndez-Arriaga, et
— | Aplicacion de UV/ H,0, 0.011 97 0.00033 - - - al., 2011
O
'g Aplicacion de UV/Ozono 0.011 100 0.0 - - -
=) Li, etal., 2012;
5 Fotofenton (H,O./Fe(ll)) 2000 99 20 50000 90 5000 Pliego, et al, 2014
- 0.23- 498.85- 471.4- Styrishave, et al.,
Fotolisis 500 0.052 499.74 500 2.05-5.72 489.75 2011
Irradiacion con electrones 19,400 90 1940 - - - Silva, et al, 2016

N.E.= La concentracidn inicial empleada en los tratamientos no se especifica y por lo tanto no es posible estimar la
concentracién residual. X= Remocion >90% pero con concentraciones residuales >0.05 pug L™ X= Remocion
>90%con valores residuales < 0.05 pug L™ asociados a las bajas concentraciones iniciales. X= con efectividad del
orden del 98 y 100% que logran reducir la concentracién residual a valores <0.05 ug L™.
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1.8.1 Procesos de tratamientos bioldgicos

En lo que respecta a los procesos bioldgicos de degradacion de ISRS por agentes microbianos,
éstos parecen no ser eficientes (Styrishave, et al., 2011), lo anterior coincide a lo discutido con
base a sus propiedades fisicoquimicas en parrafos previos y con la informacion reportada por
Kwon y Armbrust (2008), por lo que altos valores de remocion de ISRS en sistemas de
degradacion bioldgicos s6lo pueden explicarse considerando que la mayor parte de la carga de
ISRS (>91%) es adsorbida a grasas y lodos primarios en el sistema y no por efecto de asimilacién
por parte de los microorganismos.

No obstante, la remocion de ISRS por medios biologicos parece ser posible, siempre y cuando se
combine con otro tipo de tecnologias, como los biorreactores de membranas sumergidas, los
cuales han reportado eficiencias de remocion altas del 90 al 93.7% (Shon, et al., 2006;
Radjenovic, et al., 2007; Kim, et al., 2014), o por medio de la implementacion de sistemas de
baja carga organica (3 gCODm™ d™) con distintos materiales de empaque (cintas de polietileno y
cubos de poliuretano) tal como lo sugirieron Flores y Mijaylova, 2017 quienes reportaron
remociones de fluoxetina del 94% en los sistemas experimentales bajo condiciones de operacién
con recirculaciones del 50% vy altos tiempos de retencion hidraulica (3.1 - 4.3 h) y celular (19 -
32 dias) (Tabla 6).

1.8.2 Procesos de tratamiento fisicos

La filtracion es otra tecnologia probada para remover ISRS del agua, ya sea por ultrafiltracion,
nanofiltracion u osmosis inversa (Shon, et al.,, 2006; Snyder, et al., 2006). De éstas, la
nanofiltracién ha sido la mas exitosa con eficiencias >90%, especificamente para la retencién de
fluoxetina, estos altos valores de eficiencia se deben principalmente al tamafio de los poros de
sus membranas, los cuales resultan ideales para la remocién de una amplia gama de farmacos,
incluyendo los ISRS de muestras de agua, sin retener, como en la ésmosis inversa, las sales y
otros tipo de moléculas naturales que no representan peligro ambiental alguno (Krona, et al.,
2017).

A su vez, se ha empleado la luz ultravioleta como medio de tratamiento fisico para la degradacion
de fluoxetina. Sin embargo, los resultados muestran remociones pobres (< 30%) a 40 mJ/cm? de
calor aplicado (Snyder, 2008).

1.8.3 Procesos de tratamiento fisicoquimico

En el caso de procesos de remocion fisicoquimicas, se ha documentado la eliminacién de la
fluoxetina por medio de su adsorcion en carbon activado, las eficiencias alcanzadas son
superiores al 90% e incluso pueden alcanzar el 98 % con concentraciones residuales muy
reducidas (Snyder, et al., 2006; Jaira, et al., 2015), condicion que obedece a su tendencia de
adsorcion evidenciada por sus valores de Koc, Kd y Kow presentados anteriormente (Tabla 5).

La alta capacidad de adsorcion del carbdn activado convierte a esta alternativa de tratamiento en
una excelente opcion para la eliminacion de esta clase de farmacos del agua, de ahi la razon por
la cual es uso del carbdn activado tiene también una aplicacién en el tratamiento de intoxicacion
por sobredosis de ISRS en seres humanos (Acufia, 2011).
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Otra tecnologia con grados de remocion de fluoxetina relevante (>80%) es la degradacion
sonoquimica, o comunmente llamada ultrasonido, aplicada bajo condiciones de operacion de
600kHz, con potencias de 20-60W, pH (3-11) sin embargo al ser empleada con concentraciones
iniciales de 300 pg L (Serna-Galvis, et al., 2015) y obteniéndose valores residuales de 60 pg L™
surge la incertidumbre sobre si su eficiencia operara de la misma forma a concentraciones seré
menores a1 ug L™'* que son las que por lo general inciden en influentes de plantas de tratamiento
(Tabla 4).

Dentro de los tratamientos fisicoquimicos que no han tenido altas eficiencias de remocion para
los ISRS se encuentran la hidrolisis (< 5%) (Styrishave, et al., 2011) y la coagulacién-floculacion
(< 15%) (Shon, et al., 2006; Gibs, et al., 2007). Los bajos niveles de eliminacion reportados para
esta Gltima puede explicarse por los valores de Kow de los ISRS (3 < 5.29), ya que la
coagulacion- floculacion es idonea para la remocidn de farmacos con valores de Kow < 3.

1.8.4 Procesos de oxidacion

La cloracion también ha sido explorada como medio de remocion de ISRS, la cual al igual que
otras tecnologias sélo se ha enfocado en la oxidacion de la fluoxetina, con eficiencias < 20%
(Shon, et al., 2006; Snyder, 2008). En este caso, es importante sefialar las sugerencias realizadas
por Bedner y MacCreham (2006) quienes indicaron como inadecuada la oxidacion de los ISRS
por cloracion, ya que tomando como modelo a la fluoxetina se observo la generacion de N-
clorofluoxetina, subproducto altamente reactivo y de mayor hidrofobicidad que su compuesto
parental, el cual aumenta su tendencia de adsorcion a sedimentos, suelo y membranas bioldgicas,
condicion que debe de revisarse para otros ISRS y moléculas similares. Esta ultima evidencia
contribuy6 a la inclusion de fluoxetina en la lista de los 10 farmacos potencialmente mas
peligrosos para el ambiente (Santos, et al., 2013).

A diferencia de la cloracion, la ozonizacion parece ser una via de eliminacién importante para los
ISRS en agua, cuya oxidacion puede ser del 100%, (Snyder, et al., 2006; Snyder, 2008;
Antoniou, et al.,, 2013; Lajeunesse, et al., 2013). Sin embargo, la implementacion de esta
tecnologia presenta como inconveniente su alto costo de operacion y mantenimiento, ademas de
ser apto sélo para aquellos casos en los que no exista material particulado, cloro residual,
carbonatos y bicarbonatos en el sistema, y exista un control de los valores 6ptimos del pH y de la
temperatura del sistema (Homem y Santos, 2011).

1.8.5 Procesos de oxidacién avanzada

Dentro de los procesos empleados para la remocion de fluoxetina y sertralina del agua residual
se encuentran los llamados Procesos de Oxidacion Avanzada (POA), cuyo principio radica
basicamente en la mineralizacion de las moléculas organicas hasta CO, y H,O (Krona, et al.,
2017). En este sentido, ha resultado util el uso de procesos de oxidacion avanzada hibridos que
favorezcan la eficiencias de remocion, tal como lo realizaron Mendéz- Arriaga y colaboradores
(2011), quienes efectuaron pruebas de oxidacion con distintos POA para la remocion de la
fluoxetina con concentraciones iniciales reducidas (0.011 pug L™ pg L™, los resultados muestran
valores de mineralizacion de por lo menos 50% por la adsorcion en el TiO, adicionado en
concentraciones de 0.050 g L™ La oxidacién se incrementd a 70%, una vez que se agregé H»O
al sistema experimental, y fue ain mayor (>97%) cuando se empleé fotooxidacion con UV/H,0;
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y también la combinacién de UV/Ozono, con esta Gltima se logré un 100% de remocion (Tabla
6).

Otro tipo de tecnologias como el uso de Ozono/H,0,, expresan eliminaciones de por lo menos el
58% para fluoxetina (Snyder, et al., 2006; Shon, et al., 2006; Uslu, et al., 2012; Aghaeinejad, et
al., 2014). Las de irradiacion con electrones a 0.5 kGy remueven hasta el 90% (Silva, et al.,
2016) y aquellas efectuadas por fotooxidacién con fotofenton con la adicién de 1 a 20 mg L™ de
Fe (I1) (Li, et al., 2012; Pliego, et al., 2014), logran remociones del 90 y 99% para fluoxetina y
sertralina respectivamente, sin embargo estos ultimos tratamientos fueron ensayados en
concentraciones iniciales elevadas de los serotoninérgicos de 2000 a 50 000 ug L™,

En cuanto a la fotdlisis, algunas proyecciones realizadas por Styrishave y colaboradores (2011)
sefialan predicciones para la remocion de la fluoxetina y sertralina en escenarios aerobicos y
anaerodbicos, indican que esta seria menor al 6% basandose en las caracteristicas de su estructura
quimica, sefialando que si este valor se incrementara su remocion estaria asociada a la absorcion
de los compuestos en los lodos y no a la accion fotocatalitica, a partir de esto califican a este
proceso como de baja eficiencia.
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2.- OBJETIVO E HIPOTESIS

2.1 Objetivo

Evaluar los efectos en el desarrollo, reproduccién y sobrevivencia de especies acuaticas modelo
asociados con la exposicion a la sertralina y fluoxetina y analizar su relevancia ambiental.

2.2 Hipdtesis
La forma de accion de los farmacos serotoninéergicos fluoxetina y sertralina y la existencia de
receptores de serotonina en una amplia diversidad de organismos acuaticos sugieren que estos

farmacos son capaces de generar efectos adversos en procesos bioldgicos esenciales de
organismos no blanco.
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3.- MATERIALES Y METODOS

Las soluciones stock de fluoxetina 200 mg L™ (CAS 56296-787, >98%) vy sertralina 10 mg L™
(CAS 79559-970, >98%) fueron preparadas a partir de estandares grado HPLC, Sigma- Aldrich®.
Los reactivos empleados como toxicos de referencia para cada una de las pruebas fueron los
siguientes: prueba con Vibrio fischeri y Danio rerio, Fenol (CAS 108-95-2. 99.5%), Daphnia
magna Cr (V1) a partir de K,CR,O; (CAS 7778-50-9, 99.5%) ambos Flucka® 'y
Pseudokirchneriella subcapitata Cu Il a partir de CuSO4-5H,0 (CAS 7758-99-8, 100.5%),
Riedel deHaen®. Para la preparacion de las soluciones stock de las sustancias se empled agua
destilada y las concentraciones de los toxicos de referencia fueron verificadas por métodos
quimicos especificos.

Posteriormente se tomaron alicuotas de estas soluciones para preparar las disoluciones de prueba
con agua dura, medio mineral o solucion salina, de acuerdo al medio que corresponda a cada
protocolo de los organismos modelo.

3.1 Métodos de prueba para Toxicidad Aguda

Para el andlisis de toxicidad aguda de sertralina y fluoxetina, se seleccioné como organismos
modelo a Vibrio fischeri (bacteria), Pseudokirchneriella subcapitata (microalga), Daphnia
magna (cladocero) y Danio rerio (pez) y se emplearon series de 6 -14 disoluciones de prueba
cuyo intervalo de concentraciones se ajustdé de acuerdo al grado de sensibilidad mostrado por
cada especie hasta encontrar el ambito adecuado para lograr la determinacion de la CEsp, Ciso Y
CLso, seglin corresponda.

3.1.1 Prueba con Vibrio fischeri.

La prueba de toxicidad de la bacteria se determiné tomando como fundamento el método de
prueba enunciado en la Norma Mexicana NMX-AA-112-SCFI-1995, el cual se basa en la
medicion de la bioluminiscencia emitida por Vibrio fischeri después de su exposicion a muestras
problema en un periodo de cinco minutos para determinar la CEsg que define la concentracién de
efectos agudos.

En un ensayo adicional el tiempo de exposicién se extendio hasta 150 min, con lecturas cada 15
min., para observar si el efecto evaluado puede incrementarse. Esta prueba adicional se efectu6
para la fluoxetina y sertralina por separado y también para la mezcla de ambos compuestos. Las
concentraciones iniciales de fluoxetina y sertralina fueron de 200 y 10 mg L™, respectivamente y
la mezcla de ambos compuestos se preparé con una concentracion de 180 mg L™ para fluoxetina
y 9 mg L™ para sertralina.

Para la determinacion de la CEsp, de empleo tanto en la evaluacion de toxicidad aguda como en el
ensayo de tiempo de exposicion ampliado, una vez concluida la preparacion de las soluciones se
procedio a efectuar el analisis, para ello se prepard una serie de 9 disoluciones empleando un
factor 1:1 a partir de las concentraciones iniciales antes sefialadas.
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Al ser la bacteria de origen marino fue necesario ajustar la osmolaridad del sistema de prueba al
2%, lo cual se realizé empleando una solucion diluente y de ajuste osmotico conteniendo NaCl
(22%). Asi mismo, se incluyeron dos controles negativos y el andlisis del toxico de referencia
dentro del sistema experimental. Las disoluciones preparadas y los controles se dejaron
atemperar a 15°C.

La cepa bacteriana de Vibrio fischeri empleada para la prueba se encontraba liofilizada y fue
reconstituida con 1000 pL de agua bidestilada libre de toxicos (solucion de reconstitucion) y
mantenida a 5.5 °C por alrededor de 15 minutos para lograr su adecuada activacion.

Una vez atemperado el sistema y activada la bacteria, se adicionaron 10 pL de la solucién
bacteriana a cada vial conteniendo las disoluciones y controles mencionados, a partir de ese
momento se contabiliz6 el tiempo de exposicion.

Al término del tiempo se efectud la lectura de la luminiscencia en cada vial con ayuda del
lumindmetro MICROTOX 500®. Los valores obtenidos fueron la base para el calculo del
porcentaje de efecto, mismos que resultaron Utiles para el ajuste del efecto observado utilizando
el programa probabilistico PROBIT empleado para la determinacion de la CEsy.

3.1.2 Prueba de inhibicién de crecimiento algal

Esta prueba se realiz6 tomando como referencia el método propuesto por Blaise et al., 2000 y
adecuado por Pica-Granados y colaboradores (2004). Se basa en el célculo del efecto de
inhibicién sobre la tasa de crecimiento poblacional de la microalga Pseudokirchneriella
subcapitata luego de que las células algales han sido expuestas a diversas disoluciones de la
muestra problema. La microalga utilizada para el desarrollo de las pruebas de toxicidad fue
obtenida a partir de un cultivo axénico, que se prolifera bajo condiciones de temperatura de 20°C
+ 2°C y con una intensidad de luz de 3000 a 4000 luxes con luz fluorescente blanca- fria por
aproximadamente 72 horas, tiempo en el cual el cultivo debe alcanzar una densidad celular > 15
x 10° céll mL™. A partir de este cultivo se preparé un inoculo algal con una densidad de 2.6 10°
cél mL™.

Para el montaje de las pruebas se prepard una serie de 9 a 14 disoluciones empleando un factor
1:1 a partir de las disoluciones iniciales mencionadas anteriormente, para ello se utilizé medio
mineral o buffer (NaHCO3) y viales de borosilicato de vidrio (20 mL). Se incluyeron 3 réplicas
para cada concentracion probada, asi como para los controles negativo y positivo, éste ultimo
preparado con una solucién de Cu*?.

La prueba inicio con la preparacion de las disoluciones de prueba hasta la determinacion del
ambito adecuado para el célculo del efecto de inhibicion del 50% de la poblacién algal (CEso), tal
como se especifico anteriormente, la preparacion de las diluciones para todas las concentraciones
de fluoxetina y sertralina probadas durante el sistema experimental partieron a partir de las
soluciones stock antes citadas.

Una vez llenados todos los viales con las disoluciones y controles, se adicionaron 100 pL del
indculo algal de Pseudokirchneriella subcapitata, posteriormente cada vial fue cubierto con un
papel film transparente y agitado manualmente para asegurar la distribucion homogénea de las
algas en todo el medio. El sistema experimental se mantuvo en las condiciones de temperatura e
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iluminacion sefialadas para la proliferacion del cultivo. Al término de 72 h de exposicion se
efectud el conteo algal de cada vial con ayuda de un microscopio Optico y de una camara
Neubauer.

La determinacion de la Clsg se realizo a partir de los valores de efecto de inhibicion obtenidos al
contrastar el numero de celulas observadas en control con respecto a las cuantificadas en las
diversas disoluciones de fluoxetina y sertralina. La determinacién de la Clsy se determind
mediante el programa probabilistico PROBIT.

3.1.3 Ensayo de toxicidad aguda con el cladocero Daphnia magna.

Los ensayos de toxicidad aguda o de letalidad con el cladocero Daphnia magna se desarrollaron
con base en el protocolo de la Norma Mexicana NMX-AA-087-SCFI-2010.

Los neonatos empleados para los distintos eventos fueron obtenidos del cultivo de hembras
reproductoras de Daphnia magna del Laboratorio de Toxicologia del Instituto Mexicano de
Tecnologia del Agua (IMTA). Dicho cultivo se mantiene bajo condiciones de temperatura
controlada de 21°C + 2 °C, intensidad luminica de ~800 luxes (luz blanca- fria), fotoperiodos de
16:8h luz-oscuridad y alimentados diariamente con células algales de Scenedesmus spp.

El disefio experimental de cada prueba incluyo la preparacion de 5 a 7 disoluciones a partir de la
concentracion inicial las cuales se prepararon con agua dura (250 £ 25 mg CaCOs/L,
conductividad de 620-700 uhos/cm y pH de 8 £ 0.2), empleando un factor de disolucion 1:1.

Para el montaje de la prueba se emplean recipientes plasticos de 30 mL en los que se vertieron las
disoluciones de los compuestos y las correspondientes a los controles por triplicado. El control
positivo se preparé con una disolucién de Cr*®. Posteriormente, en cada recipiente se colocaron
10 neonatos (< 24h edad) y se cubrieron con papel parafilm para evitar la exposicién directa a la
luz.

La prueba se mantuvo bajo las mismas condiciones del cultivo y al término de 48 horas de
exposicion se efectuo la lectura por conteo directo o con ayuda de un microscopio estereoscopico
determinando el nimero de organismos muertos (verificado por la ausencia del latido cardiaco) o
inmovilidad. Para la determinacion de la CLs se utilizé el programa de célculo probabilistico
PROBIT.

3.1.4 Ensayo de toxicidad aguda con Danio rerio

El analisis de toxicidad aguda con el pez Danio rerio se llevo a cabo de acuerdo al protocolo de
la OECD 212 (1998). Se usaron alevines de recién eclosion (<120h edad) obtenidos a partir del
apareamiento de peces del cultivo del Laboratorio de Toxicologia del IMTA. Los huevos recién
fecundados fueron recuperados, desinfectados con medio E3, el cual fue preparado a partir de 4
sales (NaCl, Kcal, CaCl, y MgSQO, y una solucion adicional de azul de metileno al 5% (Muncke
y Eggen, 2006), posteriormente fueron revisados con ayuda de un microscopio optico para
descartar aquellos huevos que resultaran no viables y verificar su estadio de desarrollo
embrionario. Los huevos viables fueron colocados en agua filtrada, desinfectada (UV) y aireada,
en recipientes de vidrio bajo las mismas condiciones ambientales que el cultivo de peces adultos
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reproductores hasta su eclosion. Las condiciones de su mantenimiento fueron temperatura
controlada de 26 + 2 °C y fotoperiodos de 18:6h luz-oscuridad.

Posteriormente, fueron colocados 10 alevines en cada vaso de precipitados de 300 mL que
contenian las distintas concentraciones de fluoxetina y sertralina, asi como de la solucién del
toxico de referencia (fenol) y el control negativo, éste ultimo fue el agua filtrada de empleo en el
cultivo. El disefio experimental considero tres réplicas para cada una de las distintas
concentraciones de los compuestos y controles.

Los vasos se cubrieron con papel parafilm para su mantenimiento dentro de acuarios con
termostatos que proporcionaron la temperatura idonea (26 + 2 °C) para el desarrollo de la prueba
y con el mismo fotoperiodo de los lotes de mantenimiento. Una vez transcurridas las 72 horas de
la prueba se verifico el nimero de organismos muertos en cada vaso. Los resultados de
mortalidad se emplearon para la determinacion de la CLs utilizando el programa PROBIT.

3.2 Métodos de prueba de Toxicidad Crénica

En el caso de los ensayos de toxicidad crénica basados en el analisis del desarrollo embrionario
del pez Danio rerio y del ciclo reproductivo de Daphnia magna, se utilizaron 14 concentraciones
de prueba (0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.5, 0.75, 1, 2 10, 100, 750, 1000, 1500 y 2000 pg L), ambito que
parte de los valores medios de sertralina y fluoxetina reportados para aguas superficiales, los
cuales fueron sefialados en parrafos anteriores (Tabla 4). Es importante hacer notar que cada una
de las pruebas realizadas conto con sus respectivos controles y réplicas.

3.2.1 Prueba de alteracion del desarrollo embrionario (ADE) con huevos de Danio rerio

La prueba crdnica basada en el analisis del desarrollo embrionario del pez Danio rerio, se efectud
tomando como base el protocolo de la OECD 236 (2013) y se consideraron las pautas de otros
procedimientos que le son comunes como: US EPA 712-C-96-118(1996), OPPTS 850.1075 y
OECD 212 (1998). Para la experimentacion se emplearon huevos fecundados viables de < 4 hpf
horas de desarrollo embrionario (horas post fertilizacién) que equivale a etapa de bléstula, los
cuales fueron previamente desinfectados con medio E3, cuya composicion se describe en parrafos
previos.

- Obtencion de huevos

Para la obtencion de huevos de Danio rerio en etapa de blastula se procedié a estimular el
apareamiento de peces en edad reproductiva provenientes del cultivo del Laboratorio de
Toxicologia del IMTA. En un acuario de 40 L, conteniendo una charola de vidrio en el fondo
para la recepcion de huevos y una canastilla que permitiera aislar a los reproductores del fondo
del acuario, en cada lote de apareamiento fueron colocados machos y hembras en una relacion
2:1. Esta operacion fue realizada al atardecer para que las pautas de apareamiento y estimulacién
gonadica se desarrollaran durante la noche y el estimulo luminico del amanecer promoviera la
expulsién de huevos ya fecundados.

Previo al apareamiento de los reproductores, se acondicion6 a los peces suplementando su
alimentacién con una racién més de hojuelas Wardley® al dia y el suministro de alimento vivo
(Artemia spp).
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- Preparacion de la prueba

Para la preparacion de las 14 disoluciones de prueba y los respectivos controles se utiliz6 agua
filtrada y desinfectada (UV) y aireada. El disefio experimental consistié en tres replicas por
concentracion 'y empleo de placas de poliestireno de 12 pozos con una capacidad de 4 mL. En
cada pozo se colocaron 5 huevos con desarrollo <4 hpf (horas post fertilizacion). EIl sistema de
prueba se mantuvo a temperatura controlada de 26 + 2 °C y fotoperiodos de 18:6h luz-oscuridad
durante las 72 h de exposicion.

A lo largo de dicho periodo, a las 3, 24, 48 y 72 hpf, se efectuaron observaciones para verificar
la evolucion del desarrollo embrionario, detectar cambios contrastando con las imégenes
obtenidas del grupo control y con aquellas generadas durante la calibracion del método (Figura 3)
y para tomar evidencia fotografica con ayuda de un estereomicroscopio Nikon® con procesador
de imagen acoplado.

Desarrollo embrionario Normal de Danio rerio

Embrion 16h

C7dl y sormila

Blastula de 6h Embriéon 12h

Embrién 26h

" corety ol

Alevin 72h o,.,l.mmw?
Couda ==
Embrién 70h

Embrion 48h

0 Ocul y corpor ol

Figura 3 Ciclo del desarrollo embrionario de Danio rerio calibrado por IMTA (Pica-Granados et
al., 2014).

Para el seguimiento de los indicadores de alteracion del desarrollo se emplearon tanto aquellos
que sugieren letalidad y que han sido enunciados en el protocolo de la OECD 236 (2013), como
otros mas que han surgido derivados de diversos estudios y que refieren dafio subletal (McGrath,
2012; Pica-Granados, et al., 2012) y que incluyen :

Indicadores de letalidad: 1- Ausencia de desarrollo de Somitas 2.- Cola adherida al Vitelo, 3.-
Coagulacion de huevo o embrién, 4.- Sin latido Cardiaco.
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Indicadores de Subletalidad: 1-Alteracion de la forma del vitelo, blastula o gastrula, 2-
Microcefalia 0 Macroftalmia, 3- Pigmentacion reducida o nula, 4-Edema pericérdico o del saco
vitelino, 5- Cuerpo acortado, 6- Escoliosis, 7- Alteracion en la forma de aletas y 8- Otros.

Durante el desarrollo de las pruebas se reviso la morfologia de todos los organismos expuestos a
ambos farmacos a fin de determinar otro tipo de indicadores de subletalidad o crénicos, distintos
a los enunciados y que pudieran proveer de informacion adicional sobre los efectos de la
exposicion de este tipo de sustancias. Esta experimentacion se repitio en tres eventos
independientes. El registro de la incidencia de cada uno de los indicadores observados se realizd
en hojas de célculo para su posterior analisis.

3.2.2 Prueba de reproduccion y ciclo gestacional con Daphnia magna (21 dias)

El protocolo de prueba que se emple6 para evaluar la alteracion del ciclo reproductivo del
cladocero Daphnia magna esta basado en el método de la OECD 211 (2008) y en lo que respecta
a las pautas para el control y mantenimiento del cultivo del cladécero, éstas se efectuaron de
acuerdo a los protocolos de la OECD 202/2004 y NMX-AA-087-SCFI-2010.

La prueba tuvo como objetivo determinar el efecto que tienen los farmacos, fluoxetina y
sertralina, sobre el ciclo reproductivo del cladocero, verificando cambios en la tasa de produccion
de los neonatos a lo largo de la etapa reproductiva del organismo, acotada a 21 dias. EI nUmero
de neonatos se contrasto con aquel observado en la prueba del sistema control o testigo.

Adicionalmente se efectud el seguimiento a otros indicadores que permitieran analizar con mayor
detalle el proceso reproductivo de las hembras, los cuales fueron: 1-edad de madurez sexual, 2-el
nimero de puestas o partos observados para los primeros 21 dias del periodo reproductivo, 3-
medicién de la talla, 4- identificacion de presencia de grasa ovarica, 5- la revisién exhaustiva del
namero de huevos en desarrollo dentro de la madre, 6- su etapa gestacional y 7- la evolucion
sincrénica del desarrollo del ovario, 8- asi como la busqueda de otras anomalias que pudieran ser
detectadas. Estos indicadores fueron verificados diariamente tomando evidencia fotografica con
ayuda de un estereomicroscopio Nikon® con procesador de imagen acoplado. El disefio
experimental incluyd tres replicas para el grupo control y para cada una de las 14 concentraciones
de prueba, cada ensayo se ejecuto en tres eventos independientes.

Las neonatos seleccionados fueron obtenidos del cultivo de hembras reproductoras de Daphnia
magna del IMTA, mantenidos bajo condiciones de temperatura controlada de 21°C + 2 °C,
intensidad luminica de =800 luxes (luz blanca-fria), fotoperiodos de 16:8h luz-oscuridad en
medio de desarrollo 1SO con pH= 8,0 £ 0,2, dureza de 250 mg/L + 25 mg/L como CaCOs/L y
conductividad de 620-700 uhos/cm y con la adicion de selenito de sodio y vitaminas (Biotina, y
Tiamina), y alimentados diariamente con células algales de Scenedesmus spp.

Los organismos empleados para la prueba crénica fueron los mismos en la prueba de toxicidad
aguda, sin embargo la exposicion cronica solo se efectud incluyendo las concentraciones en las
gue no se observd efecto de mortalidad y los controles correspondientes. Para ello, se
seleccionaron tres daphnias por cada concentracion, colocando cada una en vasos de precipitado
de 100 mL que contenia la misma concentracion a la que habia sido expuesta en sus primeras 48h
de vida. La prueba de exposicion cronica durd 21 dias, periodo durante el cual los cladoceros
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fueron alimentados con un cultivo de Scenedesmus spp y se efectuaban las acciones de limpieza,
eliminacién de exhubias, conteo de neonatos y restitucion del volumen de cada disolucion de
prueba perdido durante este proceso.

El andlisis de la evolucién de los huevos en desarrollo y ovario se realiz6 con base en el ciclo
gestacional de la Daphnia magna (Figura 4)

17. Embriogénesis 0-30 h 2*Ruptura del huevos y ovario en 3% Embriones fuera de huevo. Ovarios
: desarrollo inicial (30-35h) desarrollados enincremento de masa

ovirica (35 a 40h)

Ovarios en rosario se vaciana la 5%, Incremento de movilidad de 4%, Aumenta de talla y embriones.,
camara incubatriz después del parto neonatos, ocurre parto. Ovarios en ovario en desarrollo aumenta masa
¥ reinicia ciclo. (60-72h) rosario (50 - 60 h) ovirica (40-50h )

Figura 4 Etapas de desarrollo gestacional de huevos en Daphnia magna,(Pica-Granados et. al,
2012).

3.3 Analisis estadistico y confianza analitica

La determinacion de la CEsp Clso y CLso, sSegin corresponda, para cada uno de los ensayos de
toxicidad aguda, fue efectuada mediante el uso del programa de célculo probabilistico PROBIT.
Para el caso de los ensayos de cronicidad del pez Danio rerio y Daphnia magna, la incidencia de
las alteraciones y la consistencia de los datos tanto en réplicas como entre eventos de analisis fue
efectuado mediante el analisis de parametros de estadistica basica. Con respecto al nivel de
significancia de los de los indicadores de subletalidad en la prueba de Daphnia magna derivados
de la exposicion a fluoxetina y sertralina se realizé un analisis comparativo de medias mediante el
uso de la prueba t-student (p= 0.05). Los resultados de todos los ensayos antes mencionados
fueron verificados generando por lo menos tres eventos de analisis para cada caso y cabe hacer
notar que cada ensayo a su vez fue previamente calibrado y protocolizado dentro del Sistema de
Gestion de la Calidad de Laboratorio de Calidad del Agua del IMTA.
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Toxicidad aguda

Los resultados de toxicidad aguda obtenidos para fluoxetina y sertralina se resumen en la Tabla 7
y se comparan con aquellos registros derivados de publicaciones previas.

Tabla 7 Resultados de las pruebas de toxicidad aguda de los ISRS (mg L™)

Organismo de Fluoxetina Sertralina
prueba Este estudio Valores Este estudio Valores
antecedentes antecedentes
Vibrio fischeri 297.76 N.R. 8.95 9.20°
(CE50-5 min.)

Pseudokirchneriella 0.026 0.039° 0.031 0.043°

subcapitata (Cls) 0.024 0.14°

0.027°

Daphnia magna 20.65 5.91" 4.65 1.15”
(CLso) 6.40° 0.92°
0.82* 1.30"

Danio rerio (CLsp) 4.258 N.R. 0.613 N.R.

® Brooks, et al., 2003 (*US EPA), ° Minguez (*1SO), et al, 2014, ¢ Christensen, et al, 2007
(*OECD 2011), ¢ Minagh, et al, 2009 (ISO). N.R= No Reportado.

Nota: En las referencias, se indica entre paréntesis el medio empleado en cada estudio para la
prueba con Daphnia magna.

De manera general, los valores de toxicidad presentados en la Tabla 7 indican que la sertralina es
de 4, 7 y 33 veces mas toxica que la fluoxetina para Daphnia magna, Danio rerio y Vibrio
fischeri respectivamente, condicion que ha sido referida en estudios previos (Brooks, et al.,
2003; Minagh, et al, 2009; Christensen, et al, 2007; Minguez, et al, 2014). La excepcion se
observa en la prueba con Pseudokirchneriela subcapitata en la cual los valores de Clsy no
muestras diferencias significativas (p=0.05) entre las toxicidad de la sertralina y fluoxetina,
condicion que no ha sido documentada y en lo que respecta a la funcién de la serotonina en
plantas, tampoco ha sido suficientemente abordada y resulta limitada la inferencia que es posible
hacer para explicar el comportamiento sobre la respuesta homogénea a ambos ISRS, sin embargo
es claro que la sensibilidad de las microalgas a la exposicion de fluoxetina y sertralina es dos
ordenes de magnitud superior al de los otros organismos empleados en este estudio y que su
comportamiento como modelo vegetales es distinto a que presentan los animales.
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En relacién a la prueba con el pez Danio rerio, no se cuenta con estudios que nos permitan hacer
una comparacion sin embargo los resultados indican que es un organismo de considerable
sensibilidad para la deteccidn de sertralina y fluoxetina.

Mayor sensibilidad Menor sensibilidad

Pseudokirchneriella subcapitata > Danio rerio > Daphnia magna > Vibrio fischeri

4.1.1 Ampliacion del tiempo de exposicion para la prueba con Vibrio fischeri y respuesta en
mezclas

En la Tabla 8 se muestran los valores de la CEsos 4 150 min Obtenidos para la prueba con la bacteria
Vibrio fischeri, realizada para fluoxetina y sertralina asi como para la mezcla de ellas.

Tabla 8. Modificacién de la CEsg para Vibrio fischeri en mezcla de ISRS y bajo un escenario de
exposicion prolongada

Concentracion efectiva 50 (CEso) mg L™

Tiempo de _ ) Mezcla (2:1)
exposicion Fluoxetina  Sertralina
(min) Fluoxetina Sertralina
5 297.76 8.95 132.71 7.36
15 159.25 4.94 80.03 4.48
30 141.28 4.35 78.95 4.64
45 141.46 4.22 82.49 4.44
60 129.76 3.85 78.25 411
75 128.90 3.77 73.90 3.92
90 134.89 3.90 79.70 4.43
105 136.57 3.90 79.47 4.42
120 131.10 3.72 71.97 4.00
135 131.13 3.64 74.20 412
150 123.15 3.54 68.78 3.82

Los resultados indican CEspsmin de 297.76 y 8.95 mg L™ para fluoxetina y sertralina,
respectivamente. Estos valores se reportan de acuerdo al tiempo de lectura establecido en la
Norma Mexicana NMX-AA-112-1995-SCFI. Para sertralina la CEsg.smin Obtenida fue similar a lo
reportado por Minagh y colaboradores (9.20 mg L™) en el 2009. Para el caso de fluoxetina, no se
cuenta con informacion cientifica relacionada a los valores de efecto para Vibrio fischeri, por lo
que el valor determinado en el presente estudio puede servir como referencia para futuras
investigaciones.

De manera general, se observa para ambas sustancias un aumento de la toxicidad en funcién del
incremento del tiempo de exposicion, alcanzando la concentracion minima en la lectura de 30
min, el cual es casi el doble del detectado a los 5 minutos (Figura 13 y 14), debido a este
comportamiento puede decirse que es recomendable que en futuros estudios de sustancias
similares a la fluoxetina y sertralina, el tiempo de exposicidn reportado sea 30 minutos. En este
sentido, debemos recordar que el valor de la CEsg sefiala la concentracion que es capaz de generar
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un dafio de inhibicion media por lo que en la medida en que su valor sea menor significara un
potencial toxico superior (Figura 5).
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Figura 5 Efecto del tiempo de exposicion sobre la toxicidad (CEsp) a fluoxetina y sertralina en
Vibrio fischeri.

Derivado del analisis a la mezcla de ambos compuestos, se observo una reduccién de los valores
de la CEsq (Figura 6 y 7), lo que implica un aumento de su toxicidad para Vibrio fischeri, este
comportamiento se observo en especial para la fluoxetina que en presencia de sertralina reduce su
CEsp, determinada para los 5, 15 y 30 minutos aproximadamente a la mitad, lo que sugiere que en
efluentes con contenido de farmacos serotoninérgicos la concentracion residual de estas
sustancias deberd establecerse con base en los valores de efecto del farmaco mas téxico en la
mezcla toda vez que sera ese nivel de dafio el que impere en la mezcla.
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Figura 6 Efecto de la mezcla de fluoxetina y sertralina sobre la Concentracion Efectiva 50 (CEsp)
de Vibrio fischeri (Sertralina).

El incremento de la toxicidad por parte de la fluoxetina ante la presencia de sertralina, evidencia
un efecto sinérgico. Condicién que implica un riesgo ambiental ante su incidencia con
indeterminado nimero de contaminantes, incluyendo los compuestos farmacéuticos.
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Figura 7 Efecto de la mezcla de fluoxetina y sertralina sobre la Concentracion Efectiva 50 (CEso)
de Vibrio fischeri (Fluoxetina).
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4.1.2 Pseudokirchneriella subcapitata

En relacion al efecto de inhibicion sobre la densidad poblacional del microalga
Pseudokirchneriella subcapitata, las concentraciones medias (Clso.72n) fueron similares a los
antecedentes presentados en la Tabla 7 para ambos compuestos. Dichos valores fueron derivados
a partir del analisis de tres eventos independientes (Tabla 9).

Tabla 9 Concentracion de Inhibicion Poblacional media (Clso.721) de fluoxetina y sertralina en
Pseudokirchneriella subcapitata. (mg L™)
Eventos de analisis
1 2 3 X c Cv
Fluoxetina 0.027 0.026 0.025 0.026 0.0010 0.0385
Sertralina 0.033 0.031 0.028 0.031 0.0025 0.0808

P. subcapitata

Los valores de efecto encontrados en el presente estudio son de 2 6rdenes de magnitud inferiores
al resto de concentraciones de efecto determinadas para las bacterias, claddceros y peces. Esta
mayor sensibilidad por parte de la microalga coincide con lo ya enunciado por Brooks y
colaboradores (2003), quienes establecieron a esta especie como el organismo de mayor
sensibilidad durante la evaluacion de la toxicidad aguda de fluoxetina y sertralina.
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Figura 8 Efecto de inhibitorio de la sertralina en el crecimiento poblacional de la microalga
Pseudokirchneriella subcapitata

En las Figuras 8 y 9 se ilustra el comportamiento inhibitorio de la sertralina y fluoxetina en el
crecimiento poblacional de Pseudokirchneriella subcapitata. Para la sertralina el efecto
inhibitorio se incrementa a concentraciones > 25 pg L™ mientras que para la fluoxetina esto
sucede a valores > 10 pg L™, concentraciones a las cuales el efecto es del 30% y alcanza el 50% a
26 pg L™ (0.026 mg L), y 31 pug L™ (0.031 mg L™), respectivamente.
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Figura 9 Efecto de inhibitorio de la fluoxetina en el crecimiento poblacional de la microalga
Pseudokirchneriella subcapitata
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4.1.3 Daphnia magna

En el caso de Daphnia magna, las concentraciones letales fueron superiores en aproximadamente
4 veces a todos los registros previos presentados en la Tabla 7, esta discrepancia en los valores de
letalidad s6lo puede explicarse a los distintos medios de desarrollo (US EPA y OCDE) en los
cuales se llevaron a cabo los distintos experimentos, toda vez que los resultados obtenidos fueron
verificados, llevando a cabo 3 eventos independientes de analisis (Tabla 10).

Tabla 10 Concentraciones Letal 50 (CLso) para Daphnia magna por exposicion a ISRS (mg L™).
Eventos de analisis -

Daphnia magna 1 > 3 X o Cv —
Fluoxetina 21.09 20.81 20.04 20.65 0.546 0.026
Sertralina 496 467 431 465 0325 0.07

Los valores letales fueron de 20.65 (+0.546) mg L™ para fluoxetina y de 4.65 (+0.325) mg L™
para sertralina. De manera general, se observo nuevamente a sertralina como el compuesto méas
toxico con respecto a fluoxetina. Este mayor potencial de toxicidad por parte de la sertralina deja
en evidencia el distinto mecanismo de accion entre ambos compuesto, a pesar de su similar forma
de accion en el ser humano.

4.1.4 Danio rerio

Referente a los ensayos de toxicidad aguda para Danio rerio no se encontraron registros previos
para analizar y comparar las concentraciones letales medias obtenidos en el presente estudio, las
cuales fueron de 0.614y 4.25 mg L™ para sertralina y fluoxetina, respectivamente (Tabla 11).

Tabla 11 Concentracién Letal 50 (CLsg) para Danio rerio por exposicion a ISRS (mg L™)
Eventos

1 2 3 X c Cv
Fluoxetina 4.359 4.162 4.255 4.258 0.098 2.31E™
Sertralina  0.614 0.614 0.613 0.614 0.001 9.41E%

Danio rerio
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4.2 Indicadores de efecto de cronicidad

4.2.1 Daphnia magna

En relacion al seguimiento de los indicadores de efecto asociados a la exposicion de Daphnia
magna a fluoxetina y sertralina Los resultados obtenidos para ambos compuestos se resumen en
la Tabla 12.

Tabla 12 Indicadores de seguimiento Daphnia magna, edad de madurez sexual (d), nimero de
partos por daphnia en 21d, produccidn total de neonatos 21d y talla (mm)

Indicadores | Edad de madurez sexual | NUmero de partos por Total de neonatos por Talla (mm)
de efecto (d) daphnia en 21d daphnia en 21d
ISRS Fluoxetina Sertralina Fluoxetina Sertralina Fluoxetina Sertralina Fluoxetina Sertralina
Control 9+0.10 3.89+0.33 | 3.78+0.44 38.00 + 3.00 40.56 +2.55 | 3.68+0.03 | 3.70+0.03
E 9.22 £0.44 10.33+£0.50 | 356+053 | 3.67+0.50 37.11+£7.17 38.67+3.00 | 3.68+0.05 | 3.65+0.07
g 9.56 +£0.53 10.44 £ 0.52 3.44 +0.53 3.67+£0.50 40.22 £9.47 38.44 £3.47 3.72+0.04 3.64+0.10
g! 9.56 +0.88 10+0.70 344+053 | 3.78+0.44 39.11+4.83 41.67+3.84 | 3.62+0.10 | 3.73+0.03
Z,r- 9.67+0.71 9.67 £ 0.50 3.33+£0.50 3.67+£0.50 37.78 £8.27 40.78 £ 4.15 3.67£0.09 3.71+£0.04
g 9.89+0.78 9.53 £0.53 3.44+053 | 3.67+0.50 38.22+9.28 41.67+328 | 3.67+0.07 | 3.70+0.05
“-_] E 9.56 £0.73 9.67 £0.70 356+053 | 3.78+0.44 | 4344+11.29 | 4267274 | 3.69+£0.06 | 3.72+0.04
j=2]
=1
8 — 9.78+0.83 9.44 +0.53 3.56+0.53 3.44+0.53 38.56 £9.76 42.78+205 | 3.71+£0.05 | 3.68+0.06
c
'% o~ 9.56+0.73 9.44+0.73 3.22+0.44 3.67+0.50 | 46.22+12.82 | 43.22+2.35 3.68+0.10 3.71+£0.05
§ S 9.33%£0.71 9.56 +0.53 322+044 | 367050 | 37.44+1197 | 43.33+£235 | 3.72+£0.06 | 3.69+0.04
c
o
© § 9.33+0.50 9.44 +0.53 3.44 +0.53 3.67+0.50 42.67 +6.06 44,11 +2.62 3.66 £0.15 3.69 £0.07
ﬁ 9.11+0.60 9.44 +0.53 3.11+0.33 3.44 +0.53 52.33+£6.32 43.33 £3.00 3.77+0.14 3.67+£0.04
o
§ 9.22 £0.44 9.44 £0.53 3.33+050 | 3.67+0.50 50.56 + 5.53 4211+226 | 3.81+0.13 | 3.69+0.06
o
a 9.00 £ 0.50 9.56 £0.72 3.11+0.33 | 3.67+0.50 44.89+5.04 4411+293 | 3.84+0.06 | 3.64+0.08
o
§ 8.67 £0.50 9.22+0.44 3.44 +£0.53 3.78+0.44 53.44 £ 7.57 43.78 £ 2.05 3.88£0.06 3.67£0.07
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En lo que respecta a la edad de madurez sexual del organismo, ésta se define como, el tiempo a
partir de su nacimiento que le lleva a las daphnias reproducirse. Para el caso del control, el
namero de dias en que esto sucedio fue de 9 d y por lo que general no existieron desviaciones
significativas de este valor en todo el sistema experimental. Dicho periodo fue precisado a partir
del andlisis de seis eventos de evaluacion (Anexo 7.2.1).

En el caso de la exposicion de Daphnia magna a la sertralina, la madurez sexual se alcanzo entre
los 9.42 y 10.33 dias, se observo un retraso para las concentraciones mas bajas (0.05, 0.1, 0.2, 0.4
0.5y 0.75 pug L™, con respecto al control. Mientras que para los experimentos con fluoxetina, la
madurez se alcanzo entre los 8.67 — 9.89 dias. El retraso observado para la sertralina podria
considerarse una anomalia asociada a la forma de accion de la sustancia ya que un periodo de
madurez sexual superior a los 10 dias sale de la tendencia normal de los datos analizados en el
presente estudio (p 0.05, t-student).

En relacion al nimero de partos totales acontecidos durante el periodo reproductivo de los
cladoceros previo a los 21 dias de vida, se obtuvieron valores entre el rango de 3.11- 3.56 y de
3.44 - 3.78 para la fluoxetina y sertralina, respectivamente, valores que solamente resultaron
significativos distintos para las concentraciones de fluoxetina > 750 pug L™ (p 0.05, t-student) en
relacion al control. Lo que sugiere que el ciclo gestacional del desarrollo de neonatos no se ve
afectado por la exposicion a sertralina bajo ninguna concentracion probada.

En cuanto a la produccion de neonatos, es de llamar la atencion el incremento del niumero de
neonatos para las Gltimas 4 concentraciones de fluoxetina probadas, la cual es del 18% y hasta el
40% mayor al observado en los controles (38 - 40.56 neonatos), lo que demuestra que la
fluoxetina a concentraciones >750 ug/L aumenta significativamente (p 0.05, t-student) la tasa
reproductiva de Daphnia magna.

Esta tendencia de incremento en el nimero de neonatos gestados por el cladocero ante el aumento
de la concentracion de fluoxetina coincide con lo previamente enunciado por Flaherty y Dodson
(2005), quienes sefialaron la misma condicion pero a partir de concentraciones > 36 pug L™ de
fluoxetina. En lo que respecta a la sertralina, la produccion de neonatos no refiere cambios
significativos respecto al control o testigo.

Referente al seguimiento de la talla, definida como el tamafio de los organismos al término de la
prueba, se observd que para los organismos expuestos a sertralina el crecimiento fue similar al
control para todas las concentraciones de prueba, sin embargo, para las concentraciones de
fluoxetina > a 1000 pg L™ se observaron incrementos significativos de su talla (p 0.05, t-student)
que se aprecian como aumento del contenido de grasa y ensanchamiento corporal de los
organismos, cambios que no se presentaron a concentraciones menores. Este incremento de la
talla por parte de Daphnia magna difiere con lo documentado por Péry y colaboradores (2008),
quienes efectuaron un estudio multigeneracional para evaluar los efectos de la fluoxetina y
encontraron que a concentraciones de exposicion de 30 - 300 pg L™, los organismos de la tercera
generacion presentaron tallas menores.

En lo que respecta a la grasa corporal, su contenido en los organismos expuestos a ambos
serotoninérgicos fue siempre similar al observado en el control, con la excepcion del incremento
observado para los organismos expuestos a concentraciones de fluoxetina > 750 ug L™ (Figura
10), lo cual puede guardar relacién con el aumento en la talla antes mencionado.
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Figura 10 Variacién de la talla en organismos expuestos a fluoxetina (Daphnia magna)

Observaciones adicionales mostraron un efecto abortivo por parte de las hembras reproductoras
para ambos compuestos a partir de la concentracién mas baja probada (0.05 pg L), debido a que
los organismos no lograban retener los huevos en su interior hasta su nacimiento (Figura 11).

El fendmeno abortivo en Daphnia magna ha sido documento por Threlkeld en 1979, sin existir
reportes mas recientes a este respecto, en el mismo se sefiala que el aborto de la comunidad
cladocera ocurre de manera natural, siempre y cuando hayan sido sometidos a estrés asociado a
condiciones ambientales inadecuadas e incluso es posible que este efecto se observe también en
ambientes con florecimientos algales. Sin embargo, poca atencion se ha prestado sobre este
indicador en las investigaciones toxicolégicas actuales, mismo que puede ser de utilidad para la
clasificacion de compuestos altamente peligrosos para el ambiente, por las implicaciones
ambientales que puede ocasionar para futuras generaciones del cladécero.
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Figura 11 Abortos espontaneos de huevos de Daphnia magna por exposicion a fluoxetina y
sertralina.

Otros estudios denotan la degeneracion de huevos de Daphnia magna como resultado del analisis
de exposicion a bromuro de sodio ( Leeuwen, et al., 1986), triazina (Fitzmayer, et al., 1982), y
3,4-dicloroanilina (Crossland y Hillaby, 1985), compuestos que generan efectos directos sobre el
desarrollo de los embriones contenidos en la cdmara incubatriz de la hembra, manifestdndose
como alteraciones morfologicas de los huevos, por lo que las hembras como respuesta fisiologica
expulsan aquellos huevos defectuosos que no seran capaces de sobrevivir. En el caso de la
incidencia de los abortos de huevos registrados se puede asociar a exposiciéon a fluoxetina y
sertralina, toda vez que no dicha condicién no fue observada en el grupo control.

De manera adicional se observé algunos casos en los que los huevos expulsados concluyeron su
desarrollo embrionario fuera de la camara incubatriz, mientras que en otros el desarrollo se
detuvo, por ello y considerando los antecedentes mencionados, es posible que tanto fluoxetina
como sertralina tengan efectos sobre el desarrollo embrionario del organismos.

El efecto abortivo y la capacidad de los huevos de concluir su desarrollo fuera de la hembra
reproductora, son rasgos de efecto no reportados hasta el momento para ninguna sustancia, sin
embargo se considera que deben ser considerados en las observaciones en materia de efectos
asociados a la exposicién a farmacos.

Otro efecto de dafio también sin antecedentes y como resultado de la exposicion a ambos
compuestos fue la presencia de huevos con evolucidn asincrénica en la cdmara incubatriz de la
daphnia, condicion que es andmala toda vez que bajo condiciones normales, evidenciadas en el
control, el desarrollo gestacional de la totalidad de los huevos fue homogéneo (Figura 12).
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Figura 12 Niveles de desarrollo asincronico en huevos de una misma puesta (Daphnia magna)
Nota: Numero = fase de desarrollo de huevo, nimeros iguales denotan una misma etapa de
desarrollo.

La evolucion asincrénica de huevos es un rasgo del cual no se tiene registro antecedente alguno.
Sin embargo, existe la posibilidad que los huevos con etapas menores sean organismos afectados
durante las fases tempranas del desarrollo celular e incluso organismos sin vida, dicho indicador
puede guardar relacion con el efecto abortivo observado para todas las concentraciones, por lo
que estos huevos podrian ser liberados por las madres posteriormente, como resultado de una
respuesta fisioldgica del organismo a descartar aquellos organismos que presenten alteracion
gestacional.

4.2.2 Danio rerio

Los ensayos de embriotoxicidad de Danio rerio se llevaron a cabo con una poblacion total de 630
huevos para fluoxetina y sertralina, los cuales se realizaron a lo largo de tres eventos
independientes con el fin de verificar la consistencia analitica de los resultados y la incidencia de
los diferentes rasgos o alteraciones asociadas a la presencia de ambos compuestos.

En este sentido, los huevos expuestos a fluoxetina y sertralina manifestaron efectos, algunos de
los cuales coinciden con los reportados por Brooks y colaboradores (2003) tal como el edema
pericardico, la escoliosis y el incompleto desarrollo corporal, mismos que se expresaron a
concentraciones de fluoxetina de 0.1-5 pg L™ En el caso de la sertralina no se cuenta con
reportes de naturaleza similar respecto a los cuales los resultados puedan ser comparados y asi
mismo no fue posible inferir los efectos de la sertralina a partir de lo observado para fluoxetina,
ya que al comparar los efectos encontrados entre ambos compuestos, se observaron diferencias en
la proporcion cada indicador (Figura 13).
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Figura 13 Incidencia de afectaciones asociadas a la exposicion a fluoxetina y sertralina en el
desarrollo embrionario del pez Danio rerio. Nota: CE.= Coagulacion del embrion o mortalidad,
EP.= Edema pericardico (dafio cardiaco), ESC.= Escoliosis lateral o dorso-ventral CA.= Cuerpo
acortado o truncado y R.E. = Retraso en eclosion (>72 hpf)

De acuerdo con la Figura 13 se observa que el 55 y 47 % de la poblacién total de huevos
expuesta a fluoxetina y sertralina, respectivamente manifestaron algin dafio. La alteraciéon que
mostraron mayor incidencia fue la coagulacién del huevo (141/630 org.).

Por otro lado, se observaron otras afectaciones como el retraso en la eclosion de los huevos vy el
cuerpo acortado con una incidencia del 15% y 7% para fluoxetina y del 4% y 2%, para la
sertralina. En el caso de la escoliosis lateral y/o dorso-ventral, el porcentaje de organismos
afectados resultd similar para ambos compuestos (Tabla 14).

Lo anterior pone en evidencia que a pesar de la semejanza quimica y uso terapéutico de la
fluoxetina y sertralina, los mecanismos de accién de cada uno de ellos difieren sobre los
organismos no blanco y que el analisis de los efectos asociados tanto a exposiciones crénicas
como agudas, demuestran su diferencia entre el potencial toxico y teratogénico de cada uno de
los compuestos. En este sentido, se observo que la sertralina tiene un mayor potencial de letalidad
tanto en las pruebas de embriotoxicidad como en aquellas de exposicién aguda llevadas a cabo
con los demas organismos de prueba (Tabla 7), ya que el porcentaje de huevos coagulados es
practicamente el doble del observado para la fluoxetina y en lo que respecta a la teratogénicidad,
ambos compuestos son cardiotonicos y en menor medida actuan a nivel de la estructura de la
corda, promoviendo su desviacién ya sea dorso ventral o lateral sin impedir la formacion del
cuerpo y el desarrollo del resto de los 6rganos del alevin.

En casos extraordinarios se observaron deformaciones severas, principalmente en el caso de la

fluoxetina, la cual mostré un mayor potencial de dafio en el desarrollo neuromotriz (41/630),
impidiendo la formacion de la cauda, aletas y en general del cuerpo del alevin (cuerpo truncado).
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Tabla 13 Incidencia de alteraciones en el desarrollo embrionario del pez Danio rerio.

Poblacién analizada por compuesto: Fluoxetina Sertralina
630 huevos (210 por evento) Incidencia % Incidencia %

Nacimientos Normales 283 44.92 335 53.17
Coagulacion Embrional (CE) 64 10.16 141 22.38
Edema Pericérdico (EP) 134 21.27 108 17.14
Escoliosis Lateral o Dorso-ventral 14 2.22 11 1.75
(ESC)

Cuerpo Acortado o truncado (CA.) 41 6.51 11 1.75
Retraso en Eclosion (RE) 94 14.92 24 3.81

Si bien la Tabla 13 resume de manera general el total de afectaciones observadas durante los
ensayos de embriotoxicidad efectuados con el pez Danio rerio para ambos compuestos, ésta no
expresa la proporcion de alteraciones observadas paras las distintas concentraciones de prueba.
Por ello se presenta un analisis mas profundo de los efectos derivados de la exposicion a
fluoxetina y sertralina, de acuerdo al &mbito de concentraciones antes mencionadas.

Sertralina. De manera general y contrastando con el grupo control, la sertralina resultd ser un
compuesto con la capacidad de generar mayor mortalidad embrionaria en los huevos de Danio
rerio (4% - 32%), la cual se manifiesto por medio de la coagulacion del mismo durante las etapas
primera de desarrollo del organismo (<24h), los valores mas altos de coagulacion se observaron a
partir de la concentracién 0.1 pg L™, condicién que permanecié constante para las
concentraciones mayores. Asi mismo, como se mencion0 anteriormente, este compuesto también
puede producir a su vez malformaciones embrionarias. Sin embargo, éstas se limitan en su
mayoria al dafio cardiaco, definido como edema pericardico, indicador que puede asociarse a la
hiperacumulacion de liquidos en el espacio intersticial del pericardio como resultado de una
contraccion cardiaca, lo que aumenta su tamafio. Dicha alteracion puede derivar en la muerte del
organismo. No obstante, la comprobacién de dicha hip6tesis queda sujeta a verificacién en
préximas investigaciones. EI edema pericardico se expreso a partir de las 24 horas de desarrollo
de los organismos y afectd al 5-25 % de los embriones expuestos, principalmente a
concentraciones superiores a 0.1 pug L™. En casos excepcionales y con una incidencia <7% se
observaron otros efectos tales como el cuerpo acortado o truncado, el retraso en la eclosion del
embrion y la escoliosis lateral, los cuales se hicieron evidentes a partir de las 48 horas de
desarrollo de la prueba.
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Figura 14 Incidencia de efectos observados durante el desarrollo embrional del pez Danio rerio,
asociados con la exposicion a sertralina.

En el caso de los ensayos de cronicidad de la sertralina, las afectaciones observadas no guardan
relacién con el incremento de las concentraciones debido a que éstas Gnicamente mostraron un
aumento significativo para las primeras concentraciones (0.05- 0.2 pg L™), después de éstas la
incidencia de efectos de subletalidad y la mortalidad embrionaria permanecieron practicamente
constantes en su expresion. Condicidon que sugiere una posible saturacion de los receptores del
organismo que responden a este farmaco, por lo que ya no es posible una mayor expresion del
dafio a concentraciones mayores de su maximo nivel de respuesta (Figura 14 y 15).

48hpf 72hpf
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Figura 15 Indicadores de efecto asociados a la Sertralina, en el desarrollo embrionario de Danio
rerio. Se incluyen imagenes de concentraciones seleccionadas las cuales ejemplifican mejor los
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efectos observados. Nota: Divisién Celular Alterada (DCA), Desarrollo Normal (DN), Sin
Desarrollo de Cauda (SDC), Cuerpo Acortado o truncado (CA), Coagulacion del Embrién o
muerte (CE), Edema Pericéardico (E.P.), Escoliosis lateral o dorso-ventral (ESC.) y Retraso en
eclosion del embrion (RE). Horas post fertilizacion (hpf).

Mortalidad en los controles. La coagulacion de los embriones también fue un indicador presente
en los distintos eventos realizados. Sin embargo, a partir de ensayos previos de calibracion del
método, se observd que su incidencia en condiciones normales es menor al 5% (1/15 org.) de la
poblacidn total expuesta (Figura 16), por lo que de existir una mayor incidencia de coagulacion
en el sistema experimental solo puede ser explicado por la forma de accién de la fluoxetina y
sertralina sobre el ciclo embrionario del Danio rerio.

Control Numero de huevos
15 = — coagulados por cada 15
14 I - - I - - organismos.
Promedio <1
13 Méximo 1
12 Minimo 0
11
§ 10
s 9
5 8
g B Coagulacién embrionaria
e 7 (C.E)
g 6
% 5 O Nacimientos Normales
4
3
2
1
0

1 2 3 4 5 6
Eventos de analisis

Figura 16 Incidencia de mortalidad embrionaria Danio rerio (coagulacién) en controles
negativos.

Fluoxetina. En el caso de la fluoxetina la mortalidad de los huevos fue menor a lo reportado para
la sertralina, en algunos casos el nimero de organismos afectados fue similar a lo encontrado en
los controles negativos (Figura 16) y sélo en 6 de las 14 concentraciones probadas afect6 al 10 -
15% del total de organismos expuestos, su incidencia ocurrié principalmente entre las
concentraciones de 0.05 a 0.75 pg L™ a mayor concentracion, ésta se presenté de forma aleatoria
(Figura 16). Si bien la fluoxetina generd una moderada mortalidad, contrario a la sertralina, ésta
tuvo un mayor potencial teratogénico (15 - 60% en la poblacion total expuesta), observando la
generacion de malformaciones embrionarias, gestadas desde la etapa de gastrula (>10 h de
desarrollo), las cuales se manifestaron progresivamente a lo largo de la embriogénesis.

En el caso particular de la fluoxetina, las alteraciones embrionarias aumentaron en nimero en
funcion del incremento de la concentracién, pero sélo dentro del intervalo de 0.05 - 0.75 pg L™,
a partir de ésta Gltima y hasta la maxima concentracién (2000 pg L™) la incidencia de
malformaciones se estabiliz6 afectando a aproximadamente 50% de la poblacion expuesta
(Figura 17). Este comportamiento ocurrid solo para las ocho concentraciones mas altas por lo que
es posible pensar en dos hipotesis: a) que los tejidos dafiados por la accion de la fluoxetina tienen
la capacidad de recuperarse tras sufrir una alteracion y b) que sélo a aquellos peces cuya
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sensibilidad esta genéticamente determinada y distribuida en la poblacién responderan a la
presencia de fluoxetina en el medio. En la primera hipotesis, se tiene como sustento la capacidad
que tiene el corazén del pez Danio rerio, para recuperarse tras sufrir alguna lesion cardiaca,
debido a que las células presentes en el mismo se dividen rapidamente para revertir el dafio,
gracias a la enzima telomerasa (Bednarek, et al., 2015).
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Figura 17 Incidencia de efectos observados durante el desarrollo embrional del pez Danio rerio,
asociados a la exposicién de fluoxetina.

En el caso de la segunda hipotesis, algunos estudios a nivel molecular efectuados por Park y
colaboradores (2012), los cuales surgieron con el fin de comprender el mecanismo de accion de
fluoxetina y sertralina en el pez Danio rerio, los resultados evidenciaron variaciones en la
expresion de genes involucrados en rutas bioquimicas asociadas al desarrollo del pez, en el caso
de fluoxetina el numero de genes diferencialmente expresados respecto al grupo control fue
menor conforme se incrementé la concentracién de prueba (288 a 25 ug L™y 131 genes
expresados a 250 pg L) lo cual sugiere que a dosis bajas se puede tener un importante efecto
sobre la regulacion de la expresion genética en etapas tempranas de desarrollo del pez Danio
rerio mientras que para la sertralina el niamero de genes que expresaron cambios fue mayor a la
concentracion de prueba més alta (33 a25 ug L™ y 522250 ug L™)

Las alteraciones embrionarias que se manifestaron durante la exposicion a la fluoxetina fueron
principalmente el edema pericardico, la coagulacion de los huevos vy el retraso en la eclosién de
los embriones y menor medida la escoliosis (2-6%). A concentraciones superiores a 2 pg L™, la
incidencia de cuerpo acortado se presentd en 5-15% del total de huevos expuestos. En casos
extraordinarios se observaron embriones con malformaciones maltiples como es el caso de las
imagenes que corresponden a la concentracion de 100 pug L™ (Figuras 17 y 18)
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Figura 18 Indicadores de efecto asociados a la Fluoxetina, en el desarrollo embrionario de Danio
rerio. Se incluyen iméagenes de concentraciones seleccionadas las cuales ejemplifican mejor los
efectos observados. Nota: Divisién Celular Alterada (DCA), Desarrollo Normal (DN), Sin
Desarrollo de Cauda (SDC), Cuerpo Acortado o truncado (CA), Coagulacion del Embrién o
muerte (CE), Edema Pericardico (E.P.), Escoliosis lateral o dorso-ventral (ESC) y Retraso en
eclosion del embrion (RE). Horas post fertilizacion (hpf).

Durante el desarrollo de las pruebas de embriotoxicidad el edema pericardico fue un indicador
con alta incidencia para fluoxetina y sertralina, el cual estuvo presente en todo el rango de
concentraciones efectuadas. De acuerdo con algunos autores, esta afectacion puede explicarse por
una super hidratacion del 6rgano implicado, debido a la existencia de un dafio a nivel molecular
en la membrana celular, cuya regulacion osmotica se ve dafiada, lo que deriva en la
hiperacumulacién de liquidos. (Hollet, et al., 2003), Por otro lado, Lin en el afio 2007 enuncid
que este padecimiento también se debe a una hiperacumulacién, pero en este caso por el exceso
de células rojas dentro de la cabeza del pez, lo que deriva en una pronunciacién de la zona
pericardica.

Otros autores han relacionado esta afectacion a nivel enzimatico, ya que se afecta directamente el
Optimo funcionamiento de la acetilcolinesterasa, la cual es una enzima que se encuentra presente
en los peces y que se relaciona con la regulacién de la presion sanguinea del organismo, por lo
que al producirse una variacion de la presion interna del organo también se ocasiona un
decremento en el ritmo cardiaco del organismo (Roex, et al., 2003).

Por ultimo, Richards y colaboradores (2004) sugirieron el posible mecanismo de accion de la
fluoxetina, la cual conduce a un incremento en las concentraciones de serotonina en el plasma de
los peces, lo que contrarresta la vascularizacién (Nilsson y Sundin, 1998), lo cual desencadena
una alteracion del intercambio gaseoso y a una hipotaxia, lo que deriva en la muerte del
organismo (Brooks, et al., 2003)
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Si bien, todas las afectaciones observadas en Danio rerio sirven como referencia para evidenciar
el peligro inminente que representan los ISRS probados (fluoxetina y sertralina) para el ambiente
acuatico, es posible pensar que algunos de estos efectos pueden afectar en menor grado a los
pacientes que los consumen, ya que si Danio rerio carece de algunos drganos propios de
mamiferos como el pulmon, la préstata y glandulas mamarias, éstos comparten muchos érganos y
tejidos, incluyendo el cerebro, sistema nervioso central, corazon y sistema vascular.(Lewis y
Eisen, 2003; Moens y Prince, 2002; Wilson, et al., 2002). Lo anterior cobra relevancia con la
completa secuenciacion del genoma del pez cebra, mismo que muestra una homologia de
aproximadamente el 85% con el genoma humano (McCollum, et al., 2011, Renier, et al., 2007)

4.3 Contraste de los niveles de efecto con la eficiencia de los procesos de tratamiento para la
remocion de compuestos serotoninérgicos

El analisis de la informacién previa la cual pone en evidencia el potencial toxico que tienen los
ISRS sertralina y fluoxetina sobre especies no blanco en escenarios de exposicion cronica a
concentraciones subtraza (ug L™) nos permiten proyectar de forma més adecuada las
implicaciones ambientales y visualizar el nivel de saneamiento que se requiere lograr de las aguas
con contenidos farmacéuticos, en especial en lo que respecta a ISRS.

Concentraciones iniciales de 300 a 19,400 pg L ¥ concentraciones residuales de 498 a 1940 ug L
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PROCESOS DE I'R:;:\.I:]‘Z}EN'IG PARA LA REMOCION DE FLUOXETINA
Figura 19 Procesos de tratamiento para la remocion de fluoxetina. 1-Styrishave, et al., 2011, 2-
Flores y Mijaylova, 2017, 3-Shon, et al.,2006, 4-Snyder, et al, 2006; Radjenovic, et al., 2007;
Kim, et al., 5- Snyder, et al., 2006, 6- Snyder, 2008, 7- Snyder, et al, 2006, 8- Westerhoff, et
al.,2005; Shon, et al., 2006, 9-Gibs, et al., 2007, 10- Westerhoff, et al.,2005, Snyder, et al., 2006;

Shon, et al., 2006 Jaira, et al., 2015, 11- Serna-Galvis, et al., 2015, 12- Styrishave, et al., 2011,
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13- Snyder, et al., 2006; Snyder, 2008; Antoniou, et al., 2013; Lajeunesse, et al., 2013, 14-
Snyder, et al., 2006, 15-Westerhoff, et al.,2005; Shon, et al., 2006; Snyder, 2008, 16-Shon, et al.,
2006; Uslu, et al., 2012; Aghaeinejad et al., 2014, 17-20 Méndez-Arriaga, et al., 2011, 21- Li, et
al., 2012; Pliego, et al, 2014, 22- Styrishave, et al., 2011, 23-Silva, et al, 2016

Haciendo un analisis de los antecedentes de tratamientos experimentales logrados hasta el
momento y que eventualmente pudieran ser empleados para la remocidn de éstas sustancias en
influentes contaminados, se observan para muchos de ellos remociones del orden del 90% o
mayores, sin embargo cuando se hace una comparacion entre las concentraciones residuales
asociadas a dichos valores porcentuales se observa que éstas resultan muy elevadas en relacion a
la concentracion en el que estas sustancias son capaces de generar efectos cronicos y que como
resultado de este estudio se sefiala 0.05ug L™ (Figura 19), de modo que esta reducida
concentracion puede considerarse un valor meta que permite enfocar las mejoras necesarias a 1os
procesos de tratamiento. Con base en esto y considerando el aporte de diversos autores a este
tema, se puede observar en la figura 19 que el tratamiento de remocion de fluoxetina con carbon
activado y la ozonacion (Snyder, et al., 2006, 2014; Snyder, 2008; Snyder, et al, 2006;
Westerhoff, et al.,2005; Shon, et al; Antoniou, et al., 2013 y Lajeunesse, et al., 2013), prometen
ser hasta el momento los més efectivos, ya que a pesar del uso de concentraciones iniciales
elevadas, se logra la total eliminacion de la fluoxetina del agua, compuesto que ha sido empleado
como patron en los trabajos experimentales mencionados. En este sentido es importante hacer
notar que dado que la sertralina tiene comportamientos mas severos a concentraciones mas
reducidas, en especial en indicadores de letalidad, se considera recomendable que esta sustancia
también sea considerada como compuesto problema para la experimentacion y desarrollo de
nuevos procesos de tratamiento y remocidn de farmacos en aguas .
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5.- CONCLUSIONES

Los resultados derivados de pruebas de toxicidad aguda evidenciaron que la sertralina es de 4 a
30 veces mas tdoxica que la fluoxetina. En el caso de Vibrio fischeri la CEsosmin fue de 8.95 y
297.76 mg L, la CLsg.4g, para Daphnia magna fue 4.65y 20.65 mg L™ y de 0.613 y 4.258 mg L~
! para Danio rerio para sertralina y fluoxetina, respectivamente. Para Pseudokirchneriella
subcapitata, las Clso.72n fueron similares para ambos compuestos con 0.03 mg L™ para sertralina
y 0.026 mg L™ para fluoxetina.

Las concentraciones de efectos agudos de fluoxetina y sertralina son 2 érdenes de magnitud
superiores a los valores maximos registrados en los cuerpos por lo que es poco factible que estas
sustancias puedan generar efectos agudos en especies acuaticas.

Los resultados derivados de las pruebas de cronicidad demostraron que estas sustancias son
capaces de producir efectos sobre el desarrollo, reproduccién y sobrevivencia de peces Yy
cladéceros a partir de la concentracién mas baja (0.05 pg L™) del &mbito de concentraciones
estudiadas.

En el caso de los embriones de Danio rerio expuestos a fluoxetina y sertralina mostraron
afectaciones, tales como: la coagulacion del huevo, edema pericardico, retraso en la eclosion,
escoliosis lateral y cuerpo truncado o acortado, lo que sugiere que estos compuestos son en
distinta proporcidn teratogénicos, cardiotoxicos y letales.

En lo que respecta a los indicadores de efecto de las pruebas de cronicidad con el cladécero
Daphnia magna, los organismos expuestos a concentraciones de fluoxetina >750 pg L*t
aumentaron su tasa reproductiva significativamente (18-40%) e incrementaron su talla a partir de
concentraciones de 1000 pg L*del mismo farmaco.

En el caso de la sertralina, las daphnias expuestas a concentraciones de 0.05, 0.1y 2 pg L™
mostraron un retraso en la edad de madurez sexual, la cual se alcanzé a los 10 dias, condicion que
resulto significativamente distinta (p=0.05) a la respuesta obtenida en los grupos controles.

Las pruebas de cronicidad efectuadas con el cladocero Daphnia magna evidenciaron la presencia
de dos nuevos indicadores de efecto asociados a la exposicion a fluoxetina y sertralina, los cuales
fueron el efecto abortivo y la evolucion asincronica del desarrollo embrionario de los huevos,
dichas alteraciones fueron observadas en todas las concentraciones probadas dentro del &mbito de
0.05 a 2000 pg L™.

Las evidencias obtenidas a partir de la evaluacion de los efectos adversos de los inhibidores
selectivos de recaptura de serotonina, fluoxetina y sertralina, realizados mediante pruebas de
exposicion aguda y cronica en organismos de diferentes niveles de organizacion biologica,
demuestran la capacidad de éstas sustancias de producir alteraciones en el desarrollo,
reproduccion y sobrevivencia de las especies de prueba a concentraciones de exposicion similares
a las reportadas hasta el momento y que inciden en el ambiente acuético, en aguas residuales y
en efluentes de PTAR, incluso de procesos experimentales con altos porcentajes de remocion
(>90%), ya que al menos en el 70% de los casos las concentraciones residuales resultaron
superiores 0.05 pg L™, valor a partir del cual se verificaron efectos crénicos.
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Todo lo anterior sugiere que es necesario intensificar las investigaciones toxicologicas y de riesgo
ambiental sobre esta clase de contaminantes a fin de que se logre mayor evidencia sobre su
peligrosidad y en su caso se desarrollen estrategias adecuadas para su saneamiento y control,
tomando en cuenta valores de concentracion que resulten inocuos en exposiciones cronicas para
las especies modelo, como criterio meta en el disefio de procesos de tratamiento.

Por otro lado, la busqueda de nuevos indicadores de efecto y el empleo de pruebas de exposicion
crénica son acciones fundamentales en la clasificacion de la peligrosidad de compuestos
emergentes, en especial de farmacos, ya que los actuales indicadores de dafio para evaluacién
toxicoldgica no sustentan el riesgo ambiental que esta clase de compuestos para los organismos
acuaticos.
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/.- ANEXOS

Resultados

Variacion del efecto de inhibicién de la bioluminiscencia en funcién del tiempo. Fluoxetina
Tiempo
5min_15min 30min_45min_60min _75min 90min 105min 120min 135min 150min
Control 94.0 88.5 730 620 580 530 465 425 40.0 37.5 37.5
6.35 74 11.9 5.5 -3.2 0.0 -1.9 -9.7 -10.6 -15.0 -12.0 -6.7
125 128 175 11.0 6.5 12.1 9.4 54 1.2 5.0 4.0 9.3
5 50 17.0 24.3 20.5 14.5 17.2 17.0 9.7 10.6 12.5 9.3 12.0
g’ 100  26.6 36.7 356 323 362 358 31.2 29.4 32.5 33.3 36.0
200 457 59.3 644 661 69.0 69.8 72.0 71.8 72.5 73.3 76.0
CEsy 297.8 159.3 1413 1415 1298 1289 1349 1366 1311 1311 1232

Fluoxetina

Variacion del efecto de inhibicidn de la bioluminiscencia en funcién del tiempo. Sertralina
Tiempo

5min 15min 30min 45min 60min 75min 90min 105min 120min 135min 150min
Control 94 88.5 73 62 58 53 465 425 40 375 375
0.635 5.32 9.60 1096 161 3.45 5.66 1.08 -1.18 0.00 -1.33 4.00
125 851 1751 1096 8.06 10.34 9.43 5.38 8.24 10.00 9.33 12.00
Ty, 25 2234 3333 3425 3548 3793 37.74 3548 36.47 37.50 38.67 38.67
g’ 5 35.11 49.15 50.68 51.61 5517 56.60 56.99 55.29 57.50 57.33 60.00
10 5319 6836 7397 7742 7931 8113 80.65 81.18 82.50 84.00 84.00

CEsp 895 494 435 422 38 377 390 39 372 364 354

Sertralina

Prueba de sinergia de la mezcla de Fluoxetina y Sertralina. Variacion del efecto de inhibicidn de la bioluminiscencia en
funcién del tiempo. Resultados obtenidos para detectar el cambio de la CEg, de la Fluoxetina

FLUOXETINA Tiempo
(Mezcla) 5min  15min 30min 45min 60min 75min 90min 105min 120min 135min 150min
Control 93 88.5 73 62 58 53 46.5 425 40 375 375

11.25 9.68 1751 1233 484 690 566 -3.23 -5.88 -5.00 -9.33 -6.67
22.5 1935 2881 26.03 1935 18.97 1887 1398 1294 1750 1467  20.00
45 2151 31.07 28.77 2419 2586 2830 2258 20.00 25.00 22.67  28.00
90 38.71 50.28 52.05 56.45 58.62 60.38 59.14 60.00 65.00 62.67 6533
180 6129 7175 7534 79.03 81.03 83.02 8280 8588 8750 89.33 89.33
CES0 132.71 80.03 78.95 8249 7825 73.90 79.70 79.47 7197 7420 68.78

mg L

Prueba de sinergia de la mezcla de Fluoxetina y Sertralina. Variacion del efecto de inhibicion de la bioluminiscencia en
funcién del tiempo. Resultados obtenidos para detectar el cambio de la CEx, de la Sertralina

SERTRALINA Tiempo
(Mezcla) 5min 15min 30min 45min 60min 75min 90min 105min 120min 135min 150min
Control 93.0 88.5 73.0 62.0 58.0 53.0 46.5 42.5 40.0 375 375

0.625 9.68 1751 1233 484 690 566 -3.23 -5.88 -5.00 -9.33 -6.67

1.25 1935 2881 26.03 1935 1897 18.87 1398 1294 1750 14.67  20.00

0 25 2151 3107 2877 2419 2586 2830 2258 20.00 2500 22.67 28.00
g 5 38.71 50.28 5205 5645 5862 6038 59.14 60.00 6500 62.67 6533
10 6129 7175 7534 79.03 81.03 8302 8280 8588 8750 89.33  89.33

CES0 7.4 45 4.6 44 41 3.9 4.4 4.4 4.0 41 3.8




7.1.2 Prueba con Pseudokirchneriella subcapitata
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Resultados. Densidad algal de Pseudokirchneriella subcapitata, porcentaje de inhibicion y calculo de la Clsg 7,1

Fluoxetina

Eventos de andlisis

X

X

Concentraciones L 3 Densidad  Inhibicion
de pruebapg L™ Densidad Inhibicion Densidad Inhibicion Densidad Inhibicion l9al %
algal (%) algal (%) algal (%) alga (%)
Control 219.67 0.00 176.33 0.00 202.33 0.00 119.67 0.00
0.05 221.00 -0.61 175.00 0.76 199.67 1.32 119.16 0.49
0.10 209.33 4.70 172.67 2.08 199.00 1.65 117.56 2.81
0.20 192.00 12.59 162.33 7.94 190.00 6.10 112.97 8.88
0.40 187.00 14.87 159.67 9.45 191.00 5.60 112.40 9.97
0.50 182.00 17.15 154.00 12.67 188.33 6.92 110.83 12.24
0.75 179.00 18.51 146.33 17.01 177.67 12.19 107.71 15.91
1 179.67 18.21 139.33 20.98 165.33 18.29 104.71 19.16
2 172.00 21.70 133.67 24.20 152.00 24.88 100.71 23.59
10 150.33 31.56 125.33 28.92 14133 30.15 95.50 30.21
100 131.67 40.06 118.67 32.70 131.67 34.93 90.95 35.90
250 121.00 44.92 112.67 36.11 123.67 38.88 87.67 39.97
500 19.00 91.35 9.33 94.71 14.67 92.75 45.81 92.94
750 1.33 99.39 2.67 98.49 1.00 99.51 40.58 99.13
Clsg (mg L'l) 0.027 0.026 0.025 0.026
c 0.001
Cv 0.039
Sertralina
Eventos de analisis
Concentraciones 2 3 % %
de pruebapg L* Densida Inhibicion Densidad Inhibicién Densidad Inhibicion Densidad Inhibicién
d algal (%) algal (%) algal (%) algal (%)
Control 93.33 0.00 185.00 0.00 217.00 0.00 165.11 0.00
0.05 88.67 5.00 176.33 4.68 211.67 2.46 158.89 4.05
0.1 86.33 7.50 171.67 7.21 206.33 4.92 154.78 6.54
0.2 79.33 15.00 164.33 11.17 204.67 5.68 149.44 10.62
0.4 77.33 17.14 161.00 12.97 196.00 9.68 144.78 13.26
0.5 71.00 23.93 158.67 14.23 186.33 14.13 138.67 17.43
0.75 62.67 32.86 157.33 14.95 194.67 10.29 138.22 19.37
1 59.33 36.43 144.00 22.16 171.00 21.20 124.78 26.60
2 57.67 38.21 146.00 21.08 164.33 24.27 122.67 27.86
10 57.33 38.57 126.67 31.53 142.67 34.25 108.89 34.79
25 56.67 39.29 115.67 37.48 127.00 41.47 99.78 39.41
50 30.33 67.50 47.00 74.59 32.00 85.25 36.44 75.78
75 20.00 78.57 20.67 88.83 14.33 93.39 18.33 86.93
100 11.33 87.86 9.00 95.14 7.67 96.47 9.33 93.15
750 1.00 98.93 0.33 99.82 2.00 99.08 111 99.28
Clsg (mg L'l) 0.033 0.031 0.028 0.030
c 0.003
Cv 0.082
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7.1.3 Prueba con Daphnia magna
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Resultados. Mortalidad de Daphnia magna y calculo de la CLsg.4g

NUmero de organismos

FLUOXETINA muertos por evento
Concentraciones Eventos de andlisis
de prueba 1 2 3
Control 0 0 0
19 6 5 6
20 7 10 8
. 20.5 15 11 15
O 21 16 16 15
g 215 19 20 19
22 20 22 21
23 20 22 21
Cls 21.097 20811  20.040
% 20.650
o 0.554
Cv 0.02
NUmero de organismos
SERTRALINA muertos por evento
Concentraciones de Eventos de analisis
prueba 1 2 3
Control 0 0 0
2 2 0 0
3 6 3 3
. 35 11 7 3
- 4 14 10 14
g 45 14 14 16
5 15 17 17
6 20 21 19
CLso 4.96 467 431
X 4,647
0.325
Cv 0.07
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7.1.4 Prueba con Danio rerio
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Resultados. Mortalidad (%) de Danio rerio y calculo de la CLsg.4¢n

NUmero de organismos

FLUOXETINA muertos por evento
Concentraciones Eventos de anélisis
de prueba 1 2 3
Control 0 0 0
3500 10 11 10
. 4000 13 15 13
a 4500 16 17 16
g 5 000 17 18 17
5500 20 21 22
Clso 4359.42 4161.76 4255.43
X 4258.87
o 98.87
Cv 2.32E
NUmero de organismos
SERTRALINA muertos por evento
Concentraciones Eventos
de prueba 1 2 3
Control 0 0 0
550 3 2 2
. 600 10 13 13
o 650 14 16 16
g 700 29 28 28
Cls 614 614 613981
0
X 613.99
(o) 0.01
Cv 1.79E™

66



7.2 Indicadores de efecto de cronicidad

7.2.1 Daphnia magna
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Resultados. Indicadores de efecto de cronicidad con Daphnia magna

Indicador: Edad de madurez sexual (edad en dias)

Eventos de andlisis .. Coeficiente
FLUOXETINA 1 2 3 Promedio Dest\{la(tjzlon de Varianza

a b c a b c a b C estandar variacion.

Control 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9.00 0.00 0.00 0.00

0.05 9 10 9 9 9 9 9 9 10 9.22 0.44 0.05 0.17

0.1 10 9 10 | 10 9 10 9 9 10 9.56 0.53 0.06 0.25

0.2 9 10 9 9 9 11 | 11 9 9 9.56 0.88 0.09 0.69

0.4 10 9 10 | 10 9 9 11 9 10 9.67 0.71 0.07 0.44

0.5 9 9 10 9 10 11110 10 11 9.89 0.78 0.08 0.54

0.75 10 9 9 9 9 11 | 10 10 9 9.56 0.73 0.08 0.47

L 1 10 9 10 9 9 9 11 10 11 9.78 0.83 0.09 0.62

2 2 10 9 9 10 9 9 10 11 9 9.56 0.73 0.08 0.47

10 9 9 9 9 9 9 11 10 9 9.33 0.71 0.08 0.44

100 9 10 9 9 9 9 9 10 10 9.33 0.50 0.05 0.22

750 9 9 10 9 9 9 8 9 10 9.11 0.60 0.07 0.32

1000 | 10 9 9 9 9 9 9 10 9 9.22 0.44 0.05 0.17

1500 9 9 9 9 9 9 8 10 9 9.00 0.50 0.06 0.22

2000 9 9 9 9 8 9 8 9 8 8.67 0.50 0.06 0.22
Eventos de andlisis Desviacit Coeficiente

SERTRALINA 1 2 3 Promedio  —coviacton de Varianza
a b C a b C a b C estandar variacion.

Control 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9.00 0.00 0.00 0.00

0.05 10 11 10|11 10 10|10 11 10 10.33 0.50 0.05 0.22

0.1 10 11 11 (10 10 1110 10 11 10.44 0.53 0.05 0.25

0.2 10 10 1011 10 9 |10 9 11 10.00 0.71 0.07 0.44

0.4 10 9 10|10 10 9 |10 9 10 9.67 0.50 0.05 0.22

0.5 9 10 9 (10 10 10( 9 10 9 9.56 0.53 0.06 0.25

0.75 10 10 9 9 11 9 (10 10 9 9.67 0.71 0.07 0.44

L 1 10 10 9 |10 9 9 9 9 10 9.44 0.53 0.06 0.25

2 2 10 9 10| 9 9 111 9 9 9 9.44 0.73 0.08 0.47

10 10 10 10( 9 10 9 9 10 9 9.56 0.53 0.06 0.25

100 10 10 10| 9 9 9 9 9 10 9.44 0.53 0.06 0.25

750 10 10 10| 9 9 9110 9 9 9.44 0.53 0.06 0.25

1000 10 9 10(9 10 9 9 9 10 9.44 0.53 0.06 0.25

1500 11 10 10| 9 9 9 110 9 9 9.56 0.73 0.08 0.47

2000 10 10 9 9 9 9 9 9 9 9.22 0.44 0.05 0.17
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Analisis estadistico para la diferencia de medias (Prueba t-student)

Edad de madurez sexual (fluoxetina)

Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “fluoxetina” Control 0.05 ug L?
Media 9 9.44
Varianza 0 0.78
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -1.512
P(T<=t) una cola 0.085
Valor critico de t (una cola) 1.860
P(T<=t) dos colas 0.169
Valor critico de t (dos colas) 2.306
Diferencia real de medias No significativo
Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “fluoxetina” Control 0.1 ug Lt

Media 9 9.56

Varianza 0 0.28

Observaciones 9 9

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 8

Estadistico t -2.16

P(T<=t) una cola 0.01

Valor critico de t (una cola) 1.86

P(T<=t) dos colas 0.01

Valor critico de t (dos colas) 2.31

Diferencia real de medias No significativo
Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “fluoxetina” Control 0.2 ug L™

Media 9 9.56

Varianza 0 0.78

Observaciones 9 9

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 8

Estadistico t -1.89

P(T<=t) una cola 0.05

Valor critico de t (una cola) 1.86

P(T<=t) dos colas 0.10

Valor critico de t (dos colas) 2.31

Diferencia real de medias No significativo
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Continuacion edad de madurez sexual (fluoxetina)

Comparacién de medias (edad de madurez sexual) “fluoxetina” Control 0.4 ug L™
Media 9 9.67
Varianza 0 0.50
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -2.83
P(T<=t) una cola 0.01
Valor critico de t (una cola) 1.86
P(T<=t) dos colas 0.02
Valor critico de t (dos colas) 2.31

Diferencia real de medias _

Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “fluoxetina” Control 0.5 ug L™
Media 9 9.89
Varianza 0 0.61
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -3.41
P(T<=t) una cola 0.00
Valor critico de t (una cola) 1.86
P(T<=t) dos colas 0.01
Valor critico de t (dos colas) 2.31

Diferencia real de medias  Signfficativo

Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “fluoxetina” Control 0.75ug L
Media 9 9.56
Varianza 0 0.53
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -2.29
P(T<=t) una cola 0.03
Valor critico de t (una cola) 1.86
P(T<=t) dos colas 0.05
Valor critico de t (dos colas) 2.31
Diferencia real de medias No significativo
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Continuacion edad de madurez sexual (fluoxetina)

Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “fluoxetina”

Control 1pgL?

Media

Varianza

Observaciones

Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

9 9.78
0 0.69
9 9
0
8

-2.80

0.01

1.86

0.02

2.31

Diferencia real de medias

Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “fluoxetina” Control 2 Ug L?
Media 9 9.56
Varianza 0 0.53
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -2.31
P(T<=t) una cola 0.03
Valor critico de t (una cola) 1.86
P(T<=t) dos colas 0.05
Valor critico de t (dos colas) 2.31

Diferencia real de medias

Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “fluoxetina” Control 10 pg L*
Media 9 9.33
Varianza 0 0.50
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -1.41
P(T<=t) una cola 0.10
Valor critico de t (una cola) 1.86
P(T<=t) dos colas 0.20
Valor critico de t (dos colas) 2.31

Diferencia real de medias

No significativo
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Continuacion edad de madurez sexual (fluoxetina)

Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “fluoxetina” Control 100 ug L?
Media 9 9.33
Varianza 0 0.25
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -2
P(T<=t) una cola 0.04
Valor critico de t (una cola) 1.86
P(T<=t) dos colas 0.08
Valor critico de t (dos colas) 2.31
Diferencia real de medias No significativo
Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “fluoxetina” Control 750 ug L?

Media 9 9.11

Varianza 0 0.36

Observaciones 9 9

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 8

Estadistico t -0.55

P(T<=t) una cola 0.30

Valor critico de t (una cola) 1.86

P(T<=t) dos colas 0.59

Valor critico de t (dos colas) 2.31

Diferencia real de medias No significativo
Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “fluoxetina” Control 1000 ug L™

Media 9 9.22

Varianza 0 0.19

Observaciones 9 9

Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 8

Estadistico t -1.51

P(T<=t) una cola 0.08

Valor critico de t (una cola) 1.86

P(T<=t) dos colas 0.17

Valor critico de t (dos colas) 2.31

Diferencia real de medias No significativo
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Continuacion edad de madurez sexual (fluoxetina)

Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “fluoxetina” Control 1500 pg L™
Media 9 9
Varianza 0 0.25
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t 0
P(T<=t) una cola 0.50
Valor critico de t (una cola) 1.86
P(T<=t) dos colas 1.00
Valor critico de t (dos colas) 2.31
Diferencia real de medias No significativo
Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “fluoxetina” Control 2000 pg L

Media 9 8.66
Varianza 0 0.25
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 8

Estadistico t 2

P(T<=t) una cola 0.04

Valor critico de t (una cola) 1.86

P(T<=t) dos colas 0.08

Valor critico de t (dos colas) 2.31

Diferencia real de medias No significativo



Analisis estadistico para la diferencia de medias (Prueba t-student)

- Edad de madurez sexual (sertralina)

Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “sertralina” Control 0.05 pg L™
Media 9 10.333
Varianza 0 0.25
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -8
P(T<=t) una cola 2.18E-05
Valor critico de t (una cola) 1.86E+00
P(T<=t) dos colas 4.37E-05
Valor critico de t (dos colas) 2.31E+00
Diferencia real de medias _

Comparacién de medias (edad de madurez sexual) “sertralina” Control 0.1 pg L?
Media 9 10.4444
Varianza 0 0.2778
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -8.22
P(T<=t) una cola 0.00
Valor critico de t (una cola) 1.86
P(T<=t) dos colas 0.00
Valor critico de t (dos colas) 2.31

Diferencia real de medias  Significativo

Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “sertralina” Control 0.2 ug Lt
Media 9 10
Varianza 0 0.5
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -4.24
P(T<=t) una cola 0.00
Valor critico de t (una cola) 1.86
P(T<=t) dos colas 0.00

Valor critico de t (dos colas) 2.31




Diferencia real de medias _

Continuacion edad de madurez sexual (sertralina)

Comparacion de medias (edad de madurezg sexual) “sertralina” Control 0.4 ug L™
Media 9 9.67
Varianza 0 0.25
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -4
P(T<=t) una cola 0.00
Valor critico de t (una cola) 1.86
P(T<=t) dos colas 0.00
Valor critico de t (dos colas) 2.31

Diferencia real de medias  significativo

Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “sertralina” Control 0.5 ug Lt
Media 9 9.56
Varianza 0 0.28
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -3.16
P(T<=t) una cola 0.01
Valor critico de t (una cola) 1.86
P(T<=t) dos colas 0.01
Valor critico de t (dos colas) 2.31

Diferencia real de medias ~ significativo

Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “sertralina” Control 0.75ug L™
Media 9 9.67
Varianza 0 0.5
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -2.83
P(T<=t) una cola 0.01
Valor critico de t (una cola) 1.86
P(T<=t) dos colas 0.02
Valor critico de t (dos colas) 2.31

Diferencia real de medias ~ Significativo



Continuacion edad de madurez sexual (sertralina)

Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “sertralina” Control 1ug L*
Media 9 9.44
Varianza 0 0.28
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -2.53
P(T<=t) una cola 0.02
Valor critico de t (una cola) 1.86
P(T<=t) dos colas 0.04
Valor critico de t (dos colas) 2.31

Diferencia real de medias ~ Significativo

Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “sertralina” Control 2 Ug Lt
Media 9 9.444
Varianza 0 0.528
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -1.84
P(T<=t) una cola 0.05
Valor critico de t (una cola) 1.86
P(T<=t) dos colas 0.10
Valor critico de t (dos colas) 2.31
Diferencia real de medias No significativo

Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “sertralina” Control 10 pg Lt
Media 9 9.56
Varianza 0 0.28
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -3.16
P(T<=t) una cola 0.01
Valor critico de t (una cola) 1.86
P(T<=t) dos colas 0.01
Valor critico de t (dos colas) 2.31

Diferencia real de medias ~ Significativo



Continuacion edad de madurez sexual (sertralina)

Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “sertralina” Control 100 ug L*
Media 9 9.44
Varianza 0 0.28
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -2.53
P(T<=t) una cola 0.02
Valor critico de t (una cola) 1.86
P(T<=t) dos colas 0.04
Valor critico de t (dos colas) 2.31

Diferencia real de medias _

Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “sertralina” Control 750 ug L*t
Media 9 9.44
Varianza 0 0.28
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -2.530
P(T<=t) una cola 0.018
Valor critico de t (una cola) 1.860
P(T<=t) dos colas 0.035
Valor critico de t (dos colas) 2.306
Diferencia real de medias _

Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “sertralina” Control 1000ug Lt
Media 9 9.44
Varianza 0 0.28
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0

Grados de libertad 8

Estadistico t -2.53

P(T<=t) una cola 0.02

Valor critico de t (una cola) 1.86

P(T<=t) dos colas 0.04

Valor critico de t (dos colas) 2.31

Diferencia real de medias ~ Significativo



Continuacion edad de madurez sexual (sertralina)

Comparacion de medias (edad de madurez sexual) “sertralina” Control 1500 pg L™
Media 9 9.56
Varianza 0 0.53
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -2.29
P(T<=t) una cola 0.03
Valor critico de t (una cola) 1.86
P(T<=t) dos colas 0.05
Valor critico de t (dos colas) 2.31
Diferencia real de medias No significativo

Comparacion de medias (edad de madurezg sexual) “sertralina” Control 2000 ug L
Media 9 9.22
Varianza 0 0.19
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 8
Estadistico t -1.51
P(T<=t) una cola 0.08
Valor critico de t (una cola) 1.86
P(T<=t) dos colas 0.17
Valor critico de t (dos colas) 2.31
Diferencia real de medias No significativo
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Indicador: Tasa reproductiva a 21 dias (nUmero de organismos)

Eventos de anélisis ., Coeficiente
FLUOXETINA 1 2 3 Promedio  Desviacion de Varianza
a b c a b c a b c estandar variacion.
Control 40 41 42 34 33 38 39 38 37 38.00 3.00 0.08 8.00
0.05 43 32 40 25 43 43 32 45 31 37.11 7.17 0.19 45.65
0.10 32 48 53 24 32 39 40 48 46 40.22 9.47 0.24 79.73
0.20 43 40 44 39 34 35 31 45 41 39.11 4.83 0.12 20.77
0.40 44 46 48 37 20 35 35 36 39 37.78 8.27 0.22 60.84
0.50 44 53 50 32 30 26 40 37 32 38.22 9.28 0.24 76.62
0.75 54 56 42 42 41 19 45 38 54 43.44 11.29 0.26 113.36
" 1 48 50 49 36 39 25 39 23 38 38.56 9.76 0.25 84.69
2 2 49 45 57 48 56 66 27 30 38 46.22 12.82 0.28 146.17
10 40 52 46 43 40 30 36 40 10 37.44 11.97 0.32 127.36
100 40 48 40 38 38 36 41 50 53 42.67 6.06 0.14 32.67
750 57 57 59 43 53 a7 57 55 43 52.33 6.32 0.12 35.56
1000 52 43 42 58 50 56 55 51 48 50.56 5.53 0.11 27.14
1500 45 55 41 45 48 45 47 38 40 44,89 5.04 0.11 22.54
2000 60 56 48 62 46 40 60 58 51 53.44 7.57 0.14 50.91
Eventos de analisis Desviacion Coeficiente
SERTRALINA 1 2 3 Promedio . de Varianza
estandar S
a b c a b c a b c variacion.
Control 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9.00 0.00 0.00 0.00
0.05 10 11 10 11 10 10 10 11 10 10.33 0.50 0.05 0.22
0.1 10 11 11 10 10 11 10 10 11 10.44 0.53 0.05 0.25
0.2 10 10 10 11 10 9 10 9 11 10.00 0.71 0.07 0.44
0.4 10 9 10 10 10 9 10 9 10 9.67 0.50 0.05 0.22
0.5 9 10 9 10 10 10 9 10 9 9.56 0.53 0.06 0.25
. 0.75 10 10 9 9 11 9 10 10 9 9.67 0.71 0.07 0.44
4 1 10 10 9 10 9 9 9 9 10 9.44 0.53 0.06 0.25
g 2 10 9 10 9 9 11 9 9 9 9.44 0.73 0.08 0.47
10 10 10 10 9 10 9 9 10 9 9.56 0.53 0.06 0.25
100 10 10 10 9 9 9 9 9 10 9.44 0.53 0.06 0.25
750 10 10 10 9 9 9 10 9 9 9.44 0.53 0.06 0.25
1000 10 9 10 9 10 9 9 9 10 9.44 0.53 0.06 0.25
1500 11 10 10 9 9 9 10 9 9 9.56 0.73 0.08 0.47
2000 10 10 9 9 9 9 9 9 9 9.22 0.44 0.05 0.17
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Analisis estadistico para la diferencia de medias (Prueba t-student)

Tasa reproductiva (fluoxetina)

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “fluoxetina” Control 0.05 ug L?
Media 38 37.11
Varianza 9 51.36
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 11
Estadistico t 0.34
P(T<=t) una cola 0.37
Valor critico de t (una cola) 1.80
P(T<=t) dos colas 0.74
Valor critico de t (dos colas) 2.20
Diferencia real de medias No significativo

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “fluoxetina” Control 0.1ug L™
Media 38 40.22
Varianza 9 89.69
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 10
Estadistico t -0.67
P(T<=t) una cola 0.26
Valor critico de t (una cola) 1.81
P(T<=t) dos colas 0.52
Valor critico de t (dos colas) 2.23
Diferencia real de medias No significativo

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “fluoxetina” Control 0.2 ug Lt
Media 38 39.11
Varianza 9 23.36
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 13
Estadistico t -0.59
P(T<=t) una cola 0.28
Valor critico de t (una cola) 1.77
P(T<=t) dos colas 0.57
Valor critico de t (dos colas) 2.16
Diferencia real de medias No significativo
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Continuacion tasa reproductiva (fluoxetina)

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “fluoxetina” Control 0.4ug L™
Media 38 37.78
Varianza 9 68.44
Observaciones 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 10
Estadistico t 0.076
P(T<=t) una cola 0.471
Valor critico de t (una cola) 1.812
P(T<=t) dos colas 0.941
Valor critico de t (dos colas) 2.228

Diferencia real de medias

No significativo

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “fluoxetina” Control 0.5 ug Lt
Media 38 38.22
Varianza 9 86.19
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad 10
Estadistico t -0.07
P(T<=t) una cola 0.47
Valor critico de t (una cola) 1.81
P(T<=t) dos colas 0.95
Valor critico de t (dos colas) 2.23

Diferencia real de medias

No significativo

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “fluoxetina” Control 0.75ug Lt
Media 38 43.44
Varianza 9 127.53
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 9
Estadistico t -1.40
P(T<=t) una cola 0.10
Valor critico de t (una cola) 1.83
P(T<=t) dos colas 0.20
Valor critico de t (dos colas) 2.26

Diferencia real de medias

No significativo
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Continuacion tasa reproductiva (fluoxetina)

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “fluoxetina” Control 1 ug Lt
Media 38 38.556
Varianza 9 95.278
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 9
Estadistico t -0.163
P(T<=t) una cola 0.437
Valor critico de t (una cola) 1.833
P(T<=t) dos colas 0.874
Valor critico de t (dos colas) 2.262

Diferencia real de medias

No significativo

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “fluoxetina” Control 2 Ug L?
Media 38 46.22
Varianza 9 164.44
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 9
Estadistico t -1.87
P(T<=t) una cola 0.05
Valor critico de t (una cola) 1.83
P(T<=t) dos colas 0.09
Valor critico de t (dos colas) 2.26

Diferencia real de medias

No significativo

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “fluoxetina” Control 10 pg Lt
Media 38 37.44
Varianza 9 143.28
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 9
Estadistico t 0.14
P(T<=t) una cola 0.45
Valor critico de t (una cola) 1.83
P(T<=t) dos colas 0.90
Valor critico de t (dos colas) 2.26

Diferencia real de medias

No significativo
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Continuacion tasa reproductiva (fluoxetina)

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “fluoxetina” Control 100 ug L™
Media 38 42.67
Varianza 9 36.75
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 12
Estadistico t -2.070
P(T<=t) una cola 0.030
Valor critico de t (una cola) 1.782
P(T<=t) dos colas 0.061
Valor critico de t (dos colas) 2.179

Diferencia real de medias

No significativo

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “fluoxetina” Control 750 ug Lt
Media 38 52.33
Varianza 9 40
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 11
Estadistico t -6.14
P(T<=t) una cola 0.00
Valor critico de t (una cola) 1.80
P(T<=t) dos colas 0.00
Valor critico de t (dos colas) 2.20

Diferencia real de medias

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “fluoxetina” Control 1000pug L™
Media 38 50.56
Varianza 9 30.53
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 12
Estadistico t -5.99
P(T<=t) una cola 0.00
Valor critico de t (una cola) 1.78
P(T<=t) dos colas 0.00
Valor critico de t (dos colas) 2.18

Diferencia real de medias
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Continuacion tasa reproductiva (fluoxetina)

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “fluoxetina” Control 1500ug L
Media 3.68 3.84
Varianza 0.00 0.00
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 12
Estadistico t -7.37
P(T<=t) una cola 0.00
Valor critico de t (una cola) 1.78
P(T<=t) dos colas 0.00
Valor critico de t (dos colas) 2.18

Diferencia real de medias

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “fluoxetina” Control 2000pg L™
Media 3.68 3.88
Varianza 0.00 0.00
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 11
Estadistico t -8.36
P(T<=t) una cola 0.00
Valor critico de t (una cola) 1.80
P(T<=t) dos colas 0.00
Valor critico de t (dos colas) 2.20

Diferencia real de medias
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Analisis estadistico para la diferencia de medias (Prueba t-student)

Tasa reproductiva (sertralina)

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “sertralina” Control 0.05 pg L™
Media 40.56 38.67
Varianza 6.53 9.00
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t 1.44
P(T<=t) una cola 0.08
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.17
Valor critico de t (dos colas) 2.12
Diferencia real de medias No significativo

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “sertralina” Control 0.1 pg L*t
Media 40.556 38.44
Varianza 6.53 12.03
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 15
Estadistico t 1.47
P(T<=t) una cola 0.08
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.16
Valor critico de t (dos colas) 2.13
Diferencia real de medias No significativo

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “sertralina” Control 0.2 ug Lt
Media 40.56 41.66
Varianza 6.53 14.75
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 14
Estadistico t -0.72
P(T<=t) una cola 0.24
Valor critico de t (una cola) 1.76
P(T<=t) dos colas 0.48

Valor critico de t (dos colas) 2.14




Diferencia real de medias

Continuacion tasa reproductiva (sertralina)

No significativo

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “sertralina” Control 0.4 ug L*
Media 40.56 40.78
Varianza 6.53 17.19
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 13
Estadistico t -0.14
P(T<=t) una cola 0.45
Valor critico de t (una cola) 1.77
P(T<=t) dos colas 0.89
Valor critico de t (dos colas) 2.16

Diferencia real de medias

No significativo

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “sertralina” Control 05 pgL*
Media 40.56 41.67
Varianza 6.53 10.75
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 15
Estadistico t -0.80
P(T<=t) una cola 0.22
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.44
Valor critico de t (dos colas) 2.13

Diferencia real de medias

No significativo

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “sertralina” Control 0.75ug L™
Media 40.56 42.67
Varianza 6.53 7.50
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t -1.69
P(T<=t) una cola 0.06
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.11
Valor critico de t (dos colas) 2.12
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Diferencia real de medias No significativo
Continuacion tasa reproductiva (sertralina)

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “sertralina” Control 1 ug Lt
Media 40.56 42.78
Varianza 6.53 4.19
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 15
Estadistico t -2.036
P(T<=t) una cola 0.030
Valor critico de t (una cola) 1.753
P(T<=t) dos colas 0.060
Valor critico de t (dos colas) 2.131
Diferencia real de medias No significativo

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “sertralina” Control 2 Uug L?
Media 40.56 43.22
Varianza 6.53 10.19
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 15
Estadistico t -1.96
P(T<=t) una cola 0.03
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.07
Valor critico de t (dos colas) 2.13
Diferencia real de medias No significativo

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “sertralina” Control 10pg L
Media 40.56 43.33
Varianza 6.53 5.50
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t -2.10
P(T<=t) una cola 0.01
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.03
Valor critico de t (dos colas) 2.12

Diferencia real de medias _



Continuacion tasa reproductiva (sertralina)

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “sertralina” Control 100 ug L*
Media 40.56 44.11
Varianza 6.53 6.86
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t -2.92
P(T<=t) una cola 0.01
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.01
Valor critico de t (dos colas) 2.12

Diferencia real de medias

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “sertralina” Control 750 ug Lt
Media 40.56 43.33
Varianza 6.53 9
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t -2.11
P(T<=t) una cola 0.03
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.05
Valor critico de t (dos colas) 2.12

Diferencia real de medias

No significativo

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “sertralina” Control 1000ug Lt
Media 40.56 4211
Varianza 6.53 5.11
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t -1.37
P(T<=t) una cola 0.10
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.19
Valor critico de t (dos colas) 2.12

Diferencia real de medias

No significativo



Continuacion tasa reproductiva (sertralina)

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “sertralina” Control 1500ug L™
Media 40.6 44.1
Varianza 6.5 8.6
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t -2.74
P(T<=t) una cola 0.01
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.01
Valor critico de t (dos colas) 2.12

Diferencia real de medias

Comparacion de medias (tasa reproductiva) “sertralina” Control 2000
Media 40.56 43.78
Varianza 6.53 4.19
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 15
Estadistico t -2.95
P(T<=t) una cola 0.00
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.01
Valor critico de t (dos colas) 2.13

Diferencia real de medias
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Indicador: Talla alcanzada a los 21 dias (mm.).

Eventos de analisis ., Coeficiente
FLUOXETINA 1 2 3 Promedio  Desviacion de Varianza

a b c a b c a b c estandar variacion.

Control 371 | 371 | 365 | 365 | 3.71 | 3.65 | 3.71 | 3.71 | 3.65 3.68 0.03 0.01 0.00

0.05 371 | 365 | 376 | 359 | 365 | 3.71 | 3.71 | 3.71 | 3.65 3.68 0.05 0.01 0.00

0.1 371 | 376 | 3.76 | 3.71 | 3.71 | 3.76 | 3.65 | 3.71 | 3.76 3.72 0.04 0.01 0.00

0.2 359 | 359 | 359 | 371 | 365 | 359 | 342 | 3.71 | 3.76 3.62 0.10 0.03 0.01

0.4 348 | 3.76 | 3.71 | 365 | 3.65 | 3.71 | 3.65 | 3.71 | 3.76 3.67 0.09 0.02 0.01

0.5 3.71 | 365 | 353 | 3.76 | 3.65 | 3.76 | 3.65 | 3.71 | 3.65 3.67 0.07 0.02 0.00

0.75 371 | 365 | 359 | 3.71 | 3.71 | 3.76 | 3.65 | 3.71 | 3.76 3.69 0.06 0.02 0.00

L 1 376 | 371 | 371 | 371 | 3.71 | 3.71 | 3.76 | 3.76 | 3.59 3.71 0.05 0.01 0.00

2 2 382 | 376 | 3.71 | 365 | 3.71 | 3.76 | 3.53 | 3.53 | 3.65 3.68 0.10 0.03 0.01

10 3.71 | 365 | 382 | 376 | 3.71 | 3.76 | 3.71 | 3.76 | 3.65 3.72 0.06 0.02 0.00

100 348 | 3.48 | 348 | 3.76 | 3.82 | 3.82 | 3.71 | 3.76 | 3.65 3.66 0.15 0.04 0.02

750 365 | 371 | 376 | 3.88 | 393 | 3.88 | 3563 | 3.93 | 3.71 3.77 0.14 0.04 0.02

1000 359 | 388 | 3.71 | 393 | 393 | 3.82 | 3.82 | 3.65 | 3.93 3.81 0.13 0.03 0.02

1500 3.88 | 3.88 | 3.76 | 3.82 | 393 | 3.88 | 3.76 | 3.82 | 3.82 3.84 0.06 0.01 0.00

2000 382 | 3.76 | 3.82 | 393 | 393 | 3.88 | 3.93 | 3.93 | 3.88 3.88 0.06 0.02 0.00
Eventos de andlisis _ Coeficiente

SERTRALINA 1 2 3 Promedio  Desviacion de Varianza

a b c a b c a b c estandar variacion.

Control 371 371 371|365 376 371|365 371 371 3.70 0.03 0.01 0.00

0.05 371 365 348 | 3.71 365 371 | 371 365 3.65 3.65 0.07 0.02 0.00

0.10 376 365 376 | 365 359 359|371 342 3.65 3.64 0.10 0.03 0.01

0.20 376 376 371 | 371 371 371 )| 376 371 3.76 3.73 0.03 0.01 0.00

0.40 376 376 371|371 365 371|371 365 371 3.71 0.04 0.01 0.00

0.50 371 371 371|359 365 376 | 371 376 371 3.70 0.05 0.01 0.00

0.75 371 371 376 | 376 365 376 | 371 371 376 3.72 0.04 0.01 0.00

L 1 376 376 365|371 365 365|365 371 359 3.68 0.06 0.02 0.00

2 2 371 382 371|371 371 365|365 371 371 3.71 0.05 0.01 0.00

10 376 365 365 | 371 371 365|365 371 371 3.69 0.04 0.01 0.00

100 371 353 371|365 365 371|371 376 3.76 3.69 0.07 0.02 0.00

750 359 365 371|365 371 371|371 365 371 3.67 0.04 0.01 0.00

1000 365 365 365|365 365 376 | 376 371 3.76 3.69 0.06 0.02 0.00

1500 365 353 365|371 371 365|365 371 348 3.64 0.08 0.02 0.01

2000 371 359 353|365 365 371|371 376 371 3.67 0.07 0.02 0.00
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Analisis estadistico para la diferencia de medias (Prueba t-student)

Talla mm (fluoxetina)

Comparacion de medias (talla mm) “fluoxetina” Control 0.05 pg L™
Media 3.68 3.68
Varianza 0.00 0.00
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 13
Estadistico t 0
P(T<=t) una cola 0.50
Valor critico de t (una cola) 1.77
P(T<=t) dos colas 1.00
Valor critico de t (dos colas) 2.16
Diferencia real de medias No significativo
Comparacion de medias (talla mm) “fluoxetina” Control 0.1ug L™
Media 3.68 3.72
Varianza 0.00 0.00
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 15
Estadistico t -2.65
P(T<=t) una cola 0.01
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.02
Valor critico de t (dos colas) 2.13
Diferencia real de medias _
Comparacion de medias (talla mm) “fluoxetina” Control 0.2 ug L™
Media 3.68 3.62
Varianza 0.00 0.01
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 9
Estadistico t 1.65
P(T<=t) una cola 0.07
Valor critico de t (una cola) 1.83
P(T<=t) dos colas 0.13
Valor critico de t (dos colas) 2.26

Diferencia real de medias No significativo



Continuacion talla (fluoxetina)

Comparacion de medias (talla mm) “fluoxetina” Control 0.4 ug L™
Media 3.68 3.67
Varianza 0.00 0.01
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 10
Estadistico t 0.21
P(T<=t) una cola 0.42
Valor critico de t (una cola) 1.81
P(T<=t) dos colas 0.84
Valor critico de t (dos colas) 2.23

Diferencia real de medias

No significativo

Comparacion de medias (talla mm) “fluoxetina” Control 05 pgL*
Media 3.68 3.67
Varianza 0.00 0.00
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 11
Estadistico t 0.25
P(T<=t) una cola 0.40
Valor critico de t (una cola) 1.80
P(T<=t) dos colas 0.81
Valor critico de t (dos colas) 2.20

Diferencia real de medias

No significativo

Comparacion de medias (talla mm) “fluoxetina” Control 0.75ug L™
Media 3.68 3.69
Varianza 0.00 0.00
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 12
Estadistico t -0.60
P(T<=t) una cola 0.28
Valor critico de t (una cola) 1.78
P(T<=t) dos colas 0.56
Valor critico de t (dos colas) 2.18

Diferencia real de medias

No significativo
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Continuacion talla (fluoxetina)

Comparacion de medias (talla mm) “fluoxetina” Control 1pgL?
Media 3.68 3.71
Varianza 0.00 0.00
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 13
Estadistico t -1.56
P(T<=t) una cola 0.07
Valor critico de t (una cola) 1.77
P(T<=t) dos colas 0.14
Valor critico de t (dos colas) 2.16

Diferencia real de medias

No significativo

Comparacion de medias (talla mm) “fluoxetina” Control 2ugL*
Media 3.68 3.68
Varianza 0.00 0.01
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 9
Estadistico t -2.6E-14
P(T<=t) una cola 5.0E-01
Valor critico de t (una cola) 1.8E+00
P(T<=t) dos colas 1.0E+00
Valor critico de t (dos colas) 2.3E+00

Diferencia real de medias

No significativo

Comparacion de medias (talla mm) “fluoxetina” Control 10pg L
Media 3.68 3.72
Varianza 0.00 0.00
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 12
Estadistico t -2.06
P(T<=t) una cola 0.03
Valor critico de t (una cola) 1.78
P(T<=t) dos colas 0.06
Valor critico de t (dos colas) 2.18

Diferencia real de medias

No significativo
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Continuacion talla (fluoxetina)

Comparacion de medias (talla mm) “fluoxetina” Control 100 g L™
Media 3.68 3.66
Varianza 0.00 0.02
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 9
Estadistico t 0.38
P(T<=t) una cola 0.36
Valor critico de t (una cola) 1.83
P(T<=t) dos colas 0.71
Valor critico de t (dos colas) 2.26

Diferencia real de medias

No significativo

Comparacion de medias (talla mm) “fluoxetina” Control 750 pg L™
Media 3.68 3.77
Varianza 0.00 0.02
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 9
Estadistico t -2.00
P(T<=t) una cola 0.04
Valor critico de t (una cola) 1.83
P(T<=t) dos colas 0.08
Valor critico de t (dos colas) 2.26

Diferencia real de medias

No significativo

Comparacion de medias (talla mm) “fluoxetina”

Control 1000ug L™*

Media

Varianza

Observaciones

Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas

Valor critico de t (dos colas)

3.68 3.81
0.00 0.02
9 9
0
9
-2.85
0.01
1.83
0.02
2.26

Diferencia real de medias
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Continuacién talla (fluoxetina)

Comparacion de medias (talla mm) “fluoxetina” Control 1500ug L™
Media 3.68 3.84
Varianza 0.00 0.00
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 12
Estadistico t -7.37
P(T<=t) una cola 0.00
Valor critico de t (una cola) 1.78
P(T<=t) dos colas 0.00
Valor critico de t (dos colas) 2.18
Diferencia real de medias _

2000 pg L

Comparacion de medias (talla mm) “fluoxetina” Control !
Media 3.68 3.88
Varianza 0.00 0.00
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 11
Estadistico t -8.36
P(T<=t) una cola 0.00
Valor critico de t (una cola) 1.80
P(T<=t) dos colas 0.00
Valor critico de t (dos colas) 2.20

Diferencia real de medias  significativo



Analisis estadistico para la diferencia de medias (Prueba t-student)

Talla mm (sertralina)

Comparacion de medias (talla mm) “sertralina” Control 0.05 pg L™
Media 3.70 3.65
Varianza 0.00 0.01
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 11
Estadistico t 1.66
P(T<=t) una cola 0.06
Valor critico de t (una cola) 1.80
P(T<=t) dos colas 0.12
Valor critico de t (dos colas) 2.20
Diferencia real de medias No significativo
Comparacion de medias (talla mm) “sertralina” Control 0.1uglL?
Media 3.70 3.64
Varianza 0.00 0.01
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 10
Estadistico t 1.55
P(T<=t) una cola 0.07
Valor critico de t (una cola) 1.81
P(T<=t) dos colas 0.15
Valor critico de t (dos colas) 2.23
Diferencia real de medias No significativo
Comparacion de medias (talla mm) “sertralina” Control 0.2 ug L™
Media 3.70 3.73
Varianza 0.001 0.001
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t -2.08
P(T<=t) una cola 0.03
Valor critico de t (una cola) 1.74
P(T<=t) dos colas 0.05
Valor critico de t (dos colas) 2.12

Diferencia real de medias No significativo



Continuacién talla (sertralina)

Comparacion de medias (talla mm) “sertralina” Control 0.4 pg L?
Media 3.70 3.71
Varianza 0.00 0.002
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t -0.36
P(T<=t) una cola 0.36
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.72
Valor critico de t (dos colas) 2.12

Diferencia real de medias

No significativo

Comparacion de medias (talla mm) “sertralina” Control 0.5
Media 3.70 3.70
Varianza 0.00 0.003
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 14
Estadistico t 0
P(T<=t) una cola 0.5
Valor critico de t (una cola) 1.76
P(T<=t) dos colas 1.00
Valor critico de t (dos colas) 2.14

Diferencia real de medias

No significativo

Comparacion de medias (talla mm) “sertralina” Control 0.75
Media 3.70 3.72
Varianza 0.00 0.002
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t -1.44
P(T<=t) una cola 0.09
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.17
Valor critico de t (dos colas) 2.12

Diferencia real de medias

No significativo
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Continuacién talla (sertralina)

Comparacion de medias (talla mm) “sertralina” Control 1pgL?
Media 3.70 3.68
Varianza 0.00 0.00
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 13
Estadistico t 0.85
P(T<=t) una cola 0.21
Valor critico de t (una cola) 1.77
P(T<=t) dos colas 0.41
Valor critico de t (dos colas) 2.16
Diferencia real de medias No significativo
Comparacion de medias (talla mm) “sertralina” Control 2ug L™
Media 3.70 3.71
Varianza 0.00 0.002
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 14
Estadistico t -0.316
P(T<=t) una cola 0.378
Valor critico de t (una cola) 1.761
P(T<=t) dos colas 0.756
Valor critico de t (dos colas) 2.145
Diferencia real de medias No significativo
Comparacion de medias (talla mm) “sertralina” Control 10pgL?!
Media 3.70 3.69
Varianza 0.00 0.002
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t 0.72
P(T<=t) una cola 0.24
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.48
Valor critico de t (dos colas) 2.12
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Continuacién talla (sertralina)

Comparacion de medias (talla mm) “sertralina” Control 100 pg L™
Media 3.70 3.69
Varianza 0.00 0.005
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 12
Estadistico t 0.49
P(T<=t) una cola 0.32
Valor critico de t (una cola) 1.78
P(T<=t) dos colas 0.63
Valor critico de t (dos colas) 2.18
Diferencia real de medias No significativo
Comparacion de medias (talla mm) “sertralina” Control 750 pg L™
Media 3.699 3.673
Varianza 0.001 0.002
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 15
Estadistico t 1.41
P(T<=t) una cola 0.09
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.18
Valor critico de t (dos colas) 2.13
Diferencia real de medias No significativo
Comparacion de medias (talla mm) “sertralina” Control 1000pug L™
Media 3.699 3.692
Varianza 0.001 0.003
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 13
Estadistico t 0.29
P(T<=t) una cola 0.39
Valor critico de t (una cola) 1.77
P(T<=t) dos colas 0.78
Valor critico de t (dos colas) 2.16
Diferencia real de medias No significativo
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Continuacién talla (sertralina)

Comparacion de medias (talla mm) “sertralina” Control 1500ug L™
Media 3.70 3.64
Varianza 0.00 0.01
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 11
Estadistico t 2.20
P(T<=t) una cola 0.03
Valor critico de t (una cola) 1.80
P(T<=t) dos colas 0.05
Valor critico de t (dos colas) 2.20
Diferencia real de medias No significativo
Comparacion de medias (talla mm) “sertralina” Control 2000pg L™
Media 3.70 3.67
Varianza 0.00 0.005
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 12
Estadistico t 1.22
P(T<=t) una cola 0.12
Valor critico de t (una cola) 1.78
P(T<=t) dos colas 0.25
Valor critico de t (dos colas) 2.18
Diferencia real de medias No significativo
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Indicador: NuUmero de puestas en 21 dias.

Eventos de andlisis

FLUOXETINA 1 2 3 Promedio Desviacion Coeficiente de Varianza
estandar variacion.
a b cla b c]Ja b c
Control 4 4 4|4 4 4|3 4 4 3.89 0.33 0.09 0.10
0.05 4 3 4|4 3 3[4 3 4 3.56 0.53 0.15 0.25
0.1 3 4 3|13 4 3|4 3 4 3.44 0.53 0.15 0.25
0.2 3 4 3[4 3 4|3 4 3 3.44 0.53 0.15 0.25
0.4 4 4 3|3 4 3|13 3 3 3.33 0.50 0.15 0.22
0.5 4 3 3[3 3 4[4 3 4 3.44 0.53 0.15 0.25
0.75 4 4 3|4 4 3|3 3 4 3.56 0.53 0.15 0.25
" 1 4 4 4|4 3 4]3 3 3 3.56 0.53 0.15 0.25
2 2 3 3 413 3 413 3 3 3.22 0.44 0.14 0.17
10 3 4 3|13 3 3|3 3 4 3.22 0.44 0.14 0.17
100 4 3 4|4 4 3|13 3 3 3.44 0.53 0.15 0.25
750 3 3 3|3 3 3|3 3 4 3.11 0.33 0.11 0.10
1000 3 3 3|4 3 413 4 3 3.33 0.50 0.15 0.22
1500 3 3 3|4 3 3|3 3 3 3.11 0.33 0.11 0.10
2000 3 4 414 3 3|4 3 3 3.44 0.53 0.15 0.25
Eventos de analisis Desviacion Coeficiente de
SERTRALINA 1 2 3 Promedio estandar variacion. Varianza
a b c| a b ¢ a b ¢
Control 4 3 3| 4 4 4 4 4 4 3.78 0.44 0.12 0.17
0.05 4 3 4] 4 4 4 4 3 3 3.67 0.50 0.14 0.22
0.1 4 4 3| 4 4 4| 3 3 4 3.67 0.50 0.14 0.22
0.2 4 4 4] 4 3 4 4 3 4 3.78 0.44 0.12 0.17
0.4 4 4 3| 4 4 3| 4 4 3 3.67 0.50 0.14 0.22
0.5 3 4 4] 4 4 4 3 4 3 3.67 0.50 0.14 0.22
0.75 4 3 4] 4 3 4 4 4 4 3.78 0.44 0.12 0.17
" 1 3 4 3| 3 4 3| 4 4 3 3.44 0.53 0.15 0.25
2 2 4 3 4| 4 4 3| 3 4 4 3.67 0.50 0.14 0.22
10 4 3 3| 4 4 4 4 4 3 3.67 0.50 0.14 0.22
100 3 4 3| 4 4 4 4 3 4 3.67 0.50 0.14 0.22
750 4 3 4] 3 3 3| 4 4 3 3.44 0.53 0.15 0.25
1000 4 4 3| 4 3 4 4 3 4 3.67 0.50 0.14 0.22
1500 3 4 3| 4 4 4 3 4 4 3.67 0.50 0.14 0.22
2000 4 3 4] 4 4 4 4 3 4 3.78 0.44 0.12 0.17
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Analisis estadistico para la diferencia de medias (Prueba t-student)

NUmero de puestas o partos en 21d (fluoxetina)

Comparacion de medias (ndmero de partos) “fluoxetina” Control 0.05 ug Lt
Media 3.89 3.56
Varianza 0.11 0.28
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 14
Estadistico t 1.60
P(T<=t) una cola 0.07
Valor critico de t (una cola) 1.76
P(T<=t) dos colas 0.13
Valor critico de t (dos colas) 2.14

Diferencia real de medias

No significativo

Comparacion de medias (numero de partos) “fluoxetina” Control 0.1 pg Lt
Media 3.89 3.44
Varianza 0.11 0.28
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 14
Estadistico t 2.14
P(T<=t) una cola 0.03
Valor critico de t (una cola) 1.76
P(T<=t) dos colas 0.05
Valor critico de t (dos colas) 2.14

Diferencia real de medias

No significativo

Comparacion de medias (nimero de partos) “fluoxetina” Control 0.2 ug L*
Media 3.89 3.44
Varianza 0.11 0.28
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 14
Estadistico t 2.14
P(T<=t) una cola 0.03
Valor critico de t (una cola) 1.76
P(T<=t) dos colas 0.05
Valor critico de t (dos colas) 2.14
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Diferencia real de medias No significativo
Continuacion Numero de puestas o partos en 21d (fluoxetina)

Comparacion de medias (numero de partos) “fluoxetina” Control 0.4 pg Lt
Media 3.89 3.33
Varianza 0.11 0.25
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 14
Estadistico t 2.77
P(T<=t) una cola 0.01
Valor critico de t (una cola) 1.76
P(T<=t) dos colas 0.01
Valor critico de t (dos colas) 2.14
Diferencia real de medias _

Comparacion de medias (numero de partos) “fluoxetina” Control 0.5 ug L?
Media 3.89 3.44
Varianza 0.11 0.28
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 14
Estadistico t 2.14
P(T<=t) una cola 0.03
Valor critico de t (una cola) 1.76
P(T<=t) dos colas 0.05
Valor critico de t (dos colas) 2.14
Diferencia real de medias No significativo

Comparacion de medias (niimero de partos) “fluoxetina” Control 0.75ug Lt
Media 3.89 3.56
Varianza 0.11 0.28
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 14
Estadistico t 1.60
P(T<=t) una cola 0.07
Valor critico de t (una cola) 1.76
P(T<=t) dos colas 0.13
Valor critico de t (dos colas) 2.14
Diferencia real de medias No significativo
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Continuacion Numero de puestas o partos en 21d (fluoxetina)

Comparacion de medias (niumero de partos) “fluoxetina” Control 1 ug Lt
Media 3.89 3.56
Varianza 0.11 0.28
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 14
Estadistico t 1.60
P(T<=t) una cola 0.07
Valor critico de t (una cola) 1.76
P(T<=t) dos colas 0.13
Valor critico de t (dos colas) 2.14
Diferencia real de medias No significativo

Comparacion de medias (nUmero de partos) “fluoxetina” Control 2 Ug Lt
Media 3.89 3.56
Varianza 0.11 0.28
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 14
Estadistico t 1.60
P(T<=t) una cola 0.07
Valor critico de t (una cola) 1.76
P(T<=t) dos colas 0.13
Valor critico de t (dos colas) 2.14
Diferencia real de medias No significativo

Comparacion de medias (niimero de partos) “fluoxetina” Control 10 ug L*
Media 3.89 3.22
Varianza 0.11 0.19
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 15
Estadistico t 3.62
P(T<=t) una cola 0.00
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.00
Valor critico de t (dos colas) 2.13

Diferencia real de medias _
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Continuacion Numero de puestas o partos en 21d (fluoxetina)

Comparacion de medias (niimero de partos) “fluoxetina” Control 100 ug L™
Media 3.89 3.44
Varianza 0.11 0.28
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 14
Estadistico t 2.14
P(T<=t) una cola 0.03
Valor critico de t (una cola) 1.76
P(T<=t) dos colas 0.05
Valor critico de t (dos colas) 2.14

Diferencia real de medias

No significativo

Comparacion de medias (niimero de partos) “fluoxetina” Control 750 ug L?
Media 3.89 3.11
Varianza 0.11 0.11
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t 4,95
P(T<=t) una cola 0.00
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.00
Valor critico de t (dos colas) 212
Diferencia real de medias _

1000 pg L

Comparacion de medias (niimero de partos) “fluoxetina” Control !
Media 3.89 3.33
Varianza 0.11 0.25
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 14
Estadistico t 2.77
P(T<=t) una cola 0.01
Valor critico de t (una cola) 1.76
P(T<=t) dos colas 0.01
Valor critico de t (dos colas) 2.14

Diferencia real de medias
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Continuacion Numero de puestas o partos en 21d (fluoxetina)

Comparacion de medias (nimero de partos) “fluoxetina” Control 1500 pg Lt
Media 3.89 3.11
Varianza 0.11 0.11
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t 4.95
P(T<=t) una cola 0.00
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.00
Valor critico de t (dos colas) 212

Diferencia real de medias

Comparacion de medias (niimero de partos) “fluoxetina” Control 2000 ug L
Media 3.89 3.44
Varianza 0.11 0.28
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 14
Estadistico t 2.15
P(T<=t) una cola 0.03
Valor critico de t (una cola) 1.76
P(T<=t) dos colas 0.05
Valor critico de t (dos colas) 2.14

Diferencia real de medias
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Analisis estadistico para la diferencia de medias (Prueba t-student)

NUmero de puestas o partos en 21d (sertralina)

Comparacion de medias (numero de partos) “sertralina” Control 0.05 ug Lt
Media 3.78 3.67
Varianza 0.19 0.25
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t 0.5
P(T<=t) una cola 0.31
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.62
Valor critico de t (dos colas) 2.12
Diferencia real de medias No significativo

Comparacion de medias (nitmero de partos) “sertralina” Control 0.1ug L™
Media 3.78 3.67
Varianza 0.19 0.25
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t 0.5
P(T<=t) una cola 0.31
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.62
Valor critico de t (dos colas) 212
Diferencia real de medias No significativo

Comparacion de medias (niimero de partos) “sertralina” Control 0.2 ug L™
Media 3.78 3.78
Varianza 0.19 0.19
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t 0
P(T<=t) una cola 0.5
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 1
Valor critico de t (dos colas) 2.12
Diferencia real de medias No significativo
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Continuacion Numero de puestas o partos en 21d (sertralina)

Comparacion de medias (numero de partos) “sertralina” Control 0.4 pg Lt
Media 3.78 3.67
Varianza 0.19 0.25
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t 0.5
P(T<=t) una cola 0.31
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.62
Valor critico de t (dos colas) 212
Diferencia real de medias No significativo

Comparacion de medias (nivmero de partos) “sertralina” Control 05 pgL*
Media 3.78 3.67
Varianza 0.19 0.25
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t 0.5
P(T<=t) una cola 0.31
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.62
Valor critico de t (dos colas) 2.12
Diferencia real de medias No significativo

Comparacion de medias (niimero de partos) “sertralina” Control 0.75ug L?
Media 3.78 3.78
Varianza 0.19 0.19
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t 0
P(T<=t) una cola 0.5
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 1
Valor critico de t (dos colas) 2.12
Diferencia real de medias No significativo
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Continuacion Numero de puestas o partos en 21d (sertralina)

Comparacion de medias (numero de partos) “sertralina” Control 1 ug Lt
Media 3.78 3.44
Varianza 0.19 0.28
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t 1.46
P(T<=t) una cola 0.08
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.16
Valor critico de t (dos colas) 212
Diferencia real de medias No significativo

Comparacion de medias (numero de partos) “sertralina” Control 2 Ug L
Media 3.78 3.67
Varianza 0.19 0.25
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t 0.5
P(T<=t) una cola 0.31
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.62
Valor critico de t (dos colas) 212
Diferencia real de medias No significativo

Comparacion de medias (niimero de partos) “sertralina” Control 10 ug L*
Media 3.78 3.67
Varianza 0.19 0.25
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t 0.5
P(T<=t) una cola 0.31
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.62
Valor critico de t (dos colas) 212
Diferencia real de medias No significativo
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Continuacion Numero de puestas o partos en 21d (sertralina)

Comparacion de medias (niimero de partos) “sertralina” Control 100 ug L™
Media 3.78 3.67
Varianza 0.19 0.25
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t 0.5
P(T<=t) una cola 0.31
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.62
Valor critico de t (dos colas) 212
Diferencia real de medias No significativo

Comparacion de medias (niimero de partos) “sertralina” Control 750 pg L
Media 3.78 3.44
Varianza 0.19 0.28
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t 1.46
P(T<=t) una cola 0.08
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.16
Valor critico de t (dos colas) 2.12
Diferencia real de medias No significativo

Comparacion de medias (niimero de partos) “sertralina”"' Control 1000 pg L
Media 3.78 3.67
Varianza 0.19 0.25
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t 0.5
P(T<=t) una cola 0.31
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.62
Valor critico de t (dos colas) 212
Diferencia real de medias No significativo
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Continuacion Numero de puestas o partos en 21d (sertralina)

Comparacion de medias (niimero de partos) “sertralina” Control 1500 pg L™
Media 3.78 3.67
Varianza 0.19 0.25
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t 0.5
P(T<=t) una cola 0.31
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 0.62
Valor critico de t (dos colas) 212
Diferencia real de medias No significativo

Comparacion de medias (niumero de partos) “sertralina” Control 2000
Media 3.78 3.78
Varianza 0.19 0.19
Observaciones 9 9
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 16
Estadistico t 0
P(T<=t) una cola 0.5
Valor critico de t (una cola) 1.75
P(T<=t) dos colas 1
Valor critico de t (dos colas) 212
Diferencia real de medias No significativo
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7.2.2 Danio rerio
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Resultados. Indicadores de efecto asociados a la exposicion de ISRS durante el desarrollo
embrional del pez Danio rerio

Concentraciones

Nacimientos Normales

Coagulacién del Embrion (C.E.)

Edema pericérdico

de prueba Sertralina Fluoxetina Sertralina Fluoxetina Sertralina Fluoxetina
Incidencia | % Incidencia | % Incidencia % Incidencia | % Incidencia % Incidencia | %

Control 43 95.56 43 95.56 2 4.44 2 4.44 0 0.00 0 0.00

0.05 32 7111 30 66.67 9 20.00 4 8.89 2 4.44 4 8.89

0.1 28 62.22 27 60.00 6 13.33 7 15.56 7 15.56 6 13.33

0.2 24 53.33 25 55.56 7 15.56 4 8.89 11 24.44 6 13.33

0.4 24 53.33 21 46.67 10 22.22 2 4.44 9 20.00 7 15.56

0.5 26 57.78 15 33.33 6 13.33 4 8.89 11 24.44 14 3111

0.75 23 51.11 11 24.44 11 24.44 8 17.78 7 15.56 16 35.56

¥ 1 29 64.44 16 35.56 9 20.00 3 6.67 7 15.56 17 37.78

g 2 25 55.56 25 55.56 11 24.44 3 6.67 8 17.78 8 17.78

10 21 46.67 21 46.67 11 24.44 7 15.56 5 11.11 8 17.78

100 23 51.11 19 42.22 12 26.67 5 1111 7 15.56 12 26.67

750 21 46.67 20 44.44 14 3111 4 8.89 5 11.11 8 17.78

1000 18 40.00 20 44.44 12 26.67 3 6.67 1 24.44 8 17.78

1500 20 44.44 16 35.56 10 22.22 5 11.11 10 22.22 11 24.44

2000 21 46.67 17 37.78 13 28.89 5 11.11 8 17.78 9 20.00

Tc_)tal d? 335 53.17 283 44.92 141 22.38 64 10.16 108 17.14 134 21.27
Incidencias

(Continuacién

Cuerpo acortado o truncado (C.A)

Escoliosis lateral o dorso-ventral

Retraso en Eclosion (R.E.)

Concentraciones (ESC)
de prueba Sertralina Fluoxetina Sertralina Fluoxetina Sertralina Fluoxetina
Incidencia | % Incidencia % Incidencia | % Incidencia | % Incidencia | % Incidencia %
Control 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00 0 0.00
0.05 1 2.22 3 6.67 0 0.00 0 0.00 1 2.22 4 8.89
0.1 2 1.44 0 0.00 1 2.22 0 0.00 1 2.22 5 1111
0.2 0 0.00 1 2.22 0 0.00 0 0.00 3 6.67 9 20.00
0.4 0 0.00 2 4.44 0 0.00 0 0.00 2 4.44 13 28.89
05 2 1.44 0 0.00 0 0.00 3 6.67 0 0.00 9 20.00
0.75 1 2.22 1 2.22 0 0.00 1 2.22 3 6.67 8 17.78
o 1 0 0.00 1 2.22 0 0.00 0 0.00 0 0.00 8 17.78
2 2 0 0.00 5 1111 0 0.00 2 1.44 1 2.22 2 4.44
10 3 6.67 5 11.11 1 2.22 0 0.00 4 8.89 4 8.89
100 0 0.00 5 1111 2 4.44 0 0.00 1 2.22 4 8.89
750 1 2.22 0 0.00 1 2.22 4 8.89 3 6.67 9 20.00
1000 1 2.22 7 15.56 2 4.44 2 4.44 1 2.22 5 1111
1500 0 0.00 4 8.89 3 6.67 1 2.22 2 4.44 8 17.78
2000 0 0.00 7 15.56 1 2.22 1 2.22 2 4.44 6 13.33
el 6l 11 1.75 2 6.51 11 1.75 14 2.22 24.00 3.81 94.00 14.92
Incidencias
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