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1. Introduccion

El desarrollo y alto consumo de productos de plastico ha permitido facilitar ciertas
actividades diarias, sin embargo, pese a los beneficios ofrecidos por este material,
los problemas ambientales que ha generado por la mala disposicion final han
generado graves dafos al ambiente acuatico y terrestre. En la actualidad existe un
gran interés por conocer las consecuencias ambientales de la contaminacion de
microplasticos, asi como la interaccion que estos pueden llegar a tener con otros
contaminantes emergentes como los farmacos, que comparten caracteristicas de
elevado consumo y distribucion en el agua.

El presente trabajo tiene como objetivo principal la implementacién de un modelo
matematico predictivo de los efectos ecotoxicolégicos de la interaccion de
microplasticos y acetaminofén sobre el desarrollo poblacional de Daphnia magna,
el cual es un espécimen importante en las cadenas tréficas de los ecosistemas
acuaticos. Por lo cual la hipétesis establecida en la presente investigacion es saber
si la interaccion entre microplasticos y acetaminofén incrementan la ecotoxicidad
sobre el desarrollo poblacional de Daphnia magna.

La importancia del estudio de este tema radica en la aportacion de informacion
sobre los riesgos que presentan estos contaminantes de alta utilizacion en la
antroposfera, sobre organismos acuaticos y el desarrollo de mejores estrategias
para la correcta disposicion final de plasticos y medicamentos, ademas de servir de
fuente de informacién para posteriores investigaciones en las areas de
ecofarmacovigilancia o contaminacion de ambientes acuaticos, brindando nuevas
aportaciones metodolégicas en el campo como el disefio de experimentos, para
establecer el nUmero de grupos necesarios y concentraciones de los estresores a
utilizar.

El tipo de investigacion que sustenta el presente trabajo es de tipo explicativo,
porque concluye con la propuesta de un disefio de experimentos, que sus resultados
darén pie a realizar un ensayo ecotoxicologico crénico para su posterior andlisis y
propuesta de un modelo mateméatico que explique el comportamiento poblacional
de los dafnidos expuestos a los estresores. Cabe mencionar que la investigacion
también es de tipo correlacional, ya que se aborda el grado de correlacion entre el
efecto ecotoxicologico de los estresores por medio de la modelacion matematica
con las alteraciones poblacionales de nuestro modelo bioldgico. El enfoque elegido
para el presente trabajo de investigacion es racionalista-realista, ya que se basa en
abstracciones del sistema I6gico-matematico y deducciones que expresan el fin del
trabajo de investigacion que es la modelacion.



En el desarrollo experimental se identificaron caracteristicas de los microplasticos
mediante dispersibn de luz y microscopia Optica, se determinaron las
concentraciones a utilizar en los ensayos agudos de los estresores con la ayuda de
la técnica estadistica llamada disefio de experimentos, donde se identificaron los
efectos de los contaminantes en la mortalidad, ritmo cardiaco y actividad toracica
para la seleccion de las concentraciones subletales, del posterior estudio cronico de
los estresores. Por Ultimo, en los ensayos de toxicidad crénica se identificaron los
efectos de los contaminantes sobre los parametros de historia de vida de Daphnia
magna, comparando posteriormente los cambios poblacionales experimentales con
los predichos mediante el modelado matematico.

En el capitulo 3 se abordan las cuestiones tedricas que sustentan el trabajo, se hace
una breve descripcion de los plasticos, su produccion mundial, los impactos que
tienen este en el ambiente asi como las interacciones que estos presentan con los
demdas contaminantes emergentes en el agua, se describe el cambio de tipo de
residuos sélidos urbanos que ha tenido México, generando muchos mas residuos
provenientes del plastico, reduciendo la cantidad de residuos organicos, asi como
abordar la busqueda de alternativas al modelo econémico actual con el fin de
disminuir la cantidad de residuos al ambiente, como lo es la economia circular. Se
describen los aspectos generales del acetaminofén, propiedades fisicoquimicas,
efectos ecotoxicolégicos reportados en ambientes acuéaticos, ademas se detallan
los aspectos generales de Daphnia magna, su historia de vida, ciclo reproductor y
por ultimo se hace una breve descripcion sobre la modelacibn matemética, su
utilidad hacia una aproximacion a los fenébmenos de la realidad y aplicacion en la
prediccion.

En el capitulo 4 se aborda los tipos de investigacion, paradigma, enfoque
epistemoldgico y tedricas que soportan esta investigacion.

Del capitulo 5 al 7 se aborda la pregunta de investigacion, hipotesis, objetivo general
y especificos del presente trabajo.

En el capitulo 8 y 9 se presenta el diagrama de trabajo y se describe los métodos
que se utilizaron durante todo el desarrollo experimental, desde la estandarizacion
del cultivo de D. magna, hasta la modelacion matematica.

En el capitulo 10 se escriben los resultados obtenidos de la caracterizacion de los
contaminantes a utilizar en los ensayos ecotoxicoldgicos tanto agudos, como
cronicos, asi como la identificacion de sus efectos en el espécimen de forma aguda
en parametros fisiologicos y de forma cronica en los parametros de historia de vida
de D. magna, terminando en el analisis de datos y posterior descripcion del
comportamiento poblacional del espécimen mediante modelacion matematica.



En el capitulo 11 se presentan las conclusiones del presente trabajo de
investigacion, haciendo el andlisis e interpretacion de los resultados obtenidos
durante la fase experimental y en el capitulo 12 se presentan las referencias
bibliograficas consultadas para la elaboracidon de este trabajo de investigacion.

Por ultimo, se incluyen dos anexos, en el anexo 1 se agrupan las tablas de modelos
matriciales de los grupos experimentales del tratamiento cronico y en el anexo 2 se
incluyeron los fragmentos del cédigo de programacion del modelo matematico en
lenguaje C++.



2. Justificacion

Ante la creciente contaminacién que padecen los ecosistemas acuéticos y terrestres
por microplasticos y farmacos, la combinacion de estos podria incrementar los
riesgos, no solo al ambiente, sino también a la salud humana en su metabolismo,
alimentacion o reproduccion, ya que estos contaminantes se han encontrado dentro
de animales acuaticos que forman parte de las redes troficas.

Mediante el modelo biolégico Daphnia magna se realizd el presente trabajo de
investigacion en los laboratorios de la Facultad de Ciencias Quimicas y en el Centro
de Quimica de la BUAP, ya que presentan la infraestructura y materiales necesarios
para realizar los ensayos de ecotoxicidad de acuerdo con la norma mexicana NMX-
AA-087-SCFI-2010, ademas de los equipos de laboratorio necesarios para la
caracterizacion de los contaminantes a emplear en los ensayos de ecotoxicologia.

Los resultados obtenidos aportaran informacion sobre el efecto de estos estresores
en agua dura reconstituida de acuerdo con la norma mexicana NMX-AA-087-SCFI-
2010, para posteriores investigaciones en ecofarmacovigilancia o contaminacion de
ambientes acuéticos, brindando nuevas aportaciones metodolégicas como el disefio
de experimentos para establecer el nimero de grupos experimentales y las
concentraciones de los estresores que se utilizaron para las diferentes mezclas para
los tratamientos agudos, aportando ademas informacion sobre los riesgos
potenciales en el ambiente acuatico por la inadecuada disposicion final de plasticos
y medicamentos, mediante el uso de la modelacion matematica sobre el
comportamiento poblacional de Daphnia magna.



3. Marco teorico

3.1. Aspectos generales y produccién global de los plasticos

Los plasticos son compuestos obtenidos a partir de mezclas de petrdleo, cloro, gas
natural, carbén, entre otros (Corrales C., 2016). Desde 1860 en Estados Unidos
hasta la actualidad, ha sido el insumo mas utilizado en la produccién materiales,
sustituyendo al acero, madera, marfil, etc. (Cristan Frias et al., 2003; Dayanna et
al., 2019), teniendo como resultado materiales con un precio accesible, resistentes,
livianos, etc., gozando de una gran versatilidad para ser utilizados en la manufactura
de una alta gama de productos, disminuyendo el gasto de energia y generando
beneficios para el ser humano (Andrady & Neal, 2009).

En consecuencia, se ha visualizado un crecimiento global de la produccién de
plasticos en las ultimas décadas, en el 2019 la produccién global de plasticos
alcanzé los 368 millones de toneladas, siendo Asia el continente con mayor
produccion de plasticos (51%), seguido de la region de América del norte (Canada,
Estados unidos y México) con el 19% de la produccion global (PlasticsEurope
(Association of Plastic Manufacturers), 2020).

DISTRIBUTION OF GLOBAL PLASTICS PRODUCTION

NAFTA
19%

Latin America

4%

Figura 1. Recreacion del grafico de la distribucién de la produccion mundial de plastico en 2019
(PlasticsEurope (Association of Plastic Manufacturers), 2020)

3.2. Problemas relacionados con la contaminacion del plastico

Este aumento en la produccién y consumo de plasticos los ha convertido en uno de
los mas grandes problemas ambientales proveniente de la esfera antropogénica
que afecta a ecosistemas acuaticos y terrestres (Rodriguez Andujar, 2020), siendo



los residuos urbanos los que cuentan con mayor presencia de plasticos, en un inicio
la presencia de estos desechos en las ciudades, playas e incluso océanos era
considerado como un problema estético (Romero Mufioz et al., 2015). En la
actualidad, han sido reconocidos como uno de los problemas mas graves de calidad
en ecosistemas acuaticos (Koelmans et al., 2015).

3.2.1. Impacto de los microplasticos en el ambiente y sus efectos a la salud

Los plasticos que se encuentran expuestos al ambiente son victimas de
degradacion fisica, quimica y biolégica, ya que estos se descomponen en
fragmentos, haciendo que su tamafio disminuya cada vez mas, este material
fragmentado se denomina microplastico. Los microplasticos han sido encontrados
en cada uno de los 5 giros de corrientes subtropicales de los océanos y hasta en el
hielo antartico (Romero Mufioz et al., 2015). Los microplasticos son particulas
sintéticas de tamafio no superior a los 5 mm (Sarria-Villa & Gallo-Corredor, 2016).

Este material particulado se ha identificado como componente ubicuo en los
desechos marinos, ya que llega a poseer una concentracién de hasta 100,000
particulas/m® (Wright et al., 2013), los microplasticos pueden ser ingeridos por
diversos organismos, debido al tamafio de particula que posee este material, ya que
es un tamafio similar al de los sedimentos, los organismos donde mas han sido
reportados estos residuos son los organismos acuaticos como: pequefios
invertebrados, peces, mejillones entre otros (Von Moos et al., 2012), crustaceos,
decépodos y aves (Cadée, 2002).

El principal impacto a la salud animal del consumo de estos microplasticos es la
obstruccién fisica del sistema digestivo, o que puede generar en las especies
pequefias la inhibicion de la sensacion de hambre, provocando que estos animales
mueran por inanicién. Otro efecto negativo a la salud, en especies vegetales es la
inhibicién de la fotosintesis del alga Chlorella, provocado por nanoplastico de
poliestireno, afectando el desarrollo de especies acuéticas, en este caso de un
productor primario de gran importancia para la cadena tréfica (Sarria-Villa & Gallo-
Corredor, 2016).

El poliestireno forma parte de los principales desechos provenientes de los
plasticos, debido a su naturaleza resistente, amplia versatilidad y bajo costo en la
fabricacion de productos, es de los plasticos mas utilizados en un sinfin de areas,
sin embargo debido a su gran resistencia, este tipo de polimero es un plastico no
biodegradable por lo que es muy persistente en ambientes terrestres y acuaticos
donde solo presenta una fragmentacion lenta (Garcia Mendez, 2017; Sarria-Villa et
al., 2016; Sarria-Villa & Gallo-Corredor, 2016).



3.2.2. Efecto de adsorcion de contaminantes emergentes en microplasticos
en ambientes acuaticos

Los microplasticos han demostrado tener una gran capacidad de adsorcion hacia
metales pesados, contaminantes organicos hidréfobos como hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP), hormonas, productos de cuidado personal y farmacos
gracias a las propiedades fisicas y quimicas que poseen (Atugoda et al., 2021;
Vieira et al., 2021; Yu et al., 2019).

El fendmeno de adsorcion en los microplasticos puede describirse como la atraccion
de un compuesto a concentrarse en la superficie del polimero. Las interacciones
mas comunes son:. hidrofobicas, interacciones de Van der Waals, puentes de
hidrogeno, atraccion electrostatica, interacciones 1-1m y competencia de cationes
(Mendoza Mufioz, 2018; Yu et al., 2019).
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Figura 2. Diferentes tipos de interacciones entre contaminantes y superficies de microplasticos
(Atugoda et al., 2021).



3.2.3. Influencia del ambiente en la capacidad de adsorcién de los
microplasticos

Es esencial comprender el comportamiento y mecanismo de adsorcion de los
microplasticos que se encuentran en el ambiente en donde sufren procesos de
degradacion en el medio acuético que da origen a modificaciones como un aumento
en la oxidacion superficial, creacidén de microgrietas en el plastico, reducir el tamafio
de particula (Elizalde-Velazquez et al., 2020), estas degradaciones que sufren los
plasticos afectan los mecanismos de adsorcion como el coeficiente de particion
interacciones electrostaticas, puentes de hidrogeno, etc., los factores responsables
de estas modificaciones en la capacidad se adsorcion de un compuesto en los
microplasticos son principalmente: pH, desgaste mecanico, temperatura, foto
degradacion (Vieira et al., 2021).

Siendo el pH el factor mas relevante que afecta la adsorcion de los analgésicos, un
trabajo realizado por Elizalde-Veldzquez et al., (2020), examinaron el
comportamiento de adsorcion de tres AINE con un pKa similar (ibuprofeno [4.91],
naproxeno [4.15] y diclofenaco [4.15]) con cuatro tipo de microplasticos virgenes
(poliestireno, polietileno de peso molecular ultra alto, polietileno de densidad media,
de peso molecular medio y polipropileno) en diferentes condiciones de agua, (pH:
2, 6.9 y 10) los investigadores observaron que la adsorcion tiene una gran
dependencia del pH, debido al efecto de este parametro con la especiacion de los
compuestos y la carga superficial de los microplasticos.

Teniendo una buena adsorcién en condiciones acidas (pH: 2), gobernadas por
interacciones hidrofébicas, sin embargo, el agua oceanica tiene un valor de pH entre
7.5y 8.4. El agua de mar sintética utilizada por Elizalde-Velazquez et al., (2020)
tenia un pH 8.1, provocando un nivel de sorcion reducido por repulsion
electroestatica, ademas de haber utilizado microplasticos virgenes y no
envejecidos, por lo que los resultados con estos ultimos podrian verse afectados.

3.3. Aspectos generales y normativos del acetaminofén

El acetaminofén o paracetamol (N-Acetil-paminofenol), es un metabolito activo del
farmaco fenacetina, analgésico derivado de la anilina (Lorenzo Fernandez et al.,
2008), clasificado como antiinflamatorio no esteroideo, este farmaco aumenta el
umbral del dolor, provocando un efecto analgésico (Brunton et al., 2012).
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Figura 3. Estructura 2D de acetaminofén (paracetamol) (Beale Jr. & Block PhD., 2011).

Las propiedades fisicas y quimicas que posee el acetaminofén (Tabla 1)
condicionan su estabilidad ante estimulos del ambiente, asi como las interacciones
a las cuales esta molécula reacciona.

Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas de acetaminofén (National center for
Biotechnology Information, 2020; Secretaria de Salud, 2014).

Formula = CsHoNO2
molecular
Peso 151.16 g/mol
molecular
Aspecto = Polvo blanco
fisico
Olor | Inodoro
Puntode 168 a172°C
fusion
Amax | 246 nm
Solubilidad ' Facilmente soluble en alcohol y metanol;
soluble en acetona, agua caliente y en
solucién de hidréxido de sodio 1 N; casi
insoluble en cloroformo y éter dietilico.

En México este farmaco tiene varias presentaciones en cuanto a cantidad del activo,
forma farmacéutica y combinacion con otro farmaco, es por ello que la legislacion
mexicana en la ley general de salud, contempla a este activo en la Fraccion IV y VI,
en las cuales la fraccion IV corresponde a medicamentos que para adquirirse
requieren receta médica, pero que pueden resurtirse tantas veces como lo indique
el médico que prescriba y la fraccion VI, denominados OTC (over the counter), son
medicamentos que para adquirirse no requieren receta médica y que pueden
expenderse en otros establecimientos que no sean farmacias (Congreso de la
Unioén, 2020), teniendo una regulacién laxa en este activo, promoviendo un consumo



excesivo en la poblacion con poca informacion sobre la correcta disposicion final de
este medicamento.

3.3.1. Efectos ecotoxicoldgicos del acetaminofén en ambientes acuéticos

El acetaminofén es uno de los medicamentos mas usados a nivel mundial, sin
embargo, como es uno de los medicamentos mas utilizados, también es uno de los
mas detectados en aguas residuales o hasta aguas superficiales, la via mas
reportada donde este farmaco contamina el ambiente es a través de la excrecion en
orina y heces, ya sea esta excrecion con el farmaco sin ninguna modificacion o
biotransformado, esta eliminacion puede ocurrir en hogares, hospitales (Acevedo
Barrios et al., 2017).

La ecotoxicologia del acetaminofén se observa principalmente en organismos
acuaticos, donde afecta a las tasas de reproduccion en diferentes niveles troficos,
como zooplancton, algas, peces y otros invertebrados (Acevedo Barrios et al.,
2017).

Estudios realizados en los afios 2007 — 2008 indican que los farmacos que
presentan una mayor resistencia para ser eliminados en las plantas de tratamiento
de agua son el ibuprofeno y paracetamol. Este farmaco se encuentra dentro de la
lista de compuestos prioritarios para su evaluacion ecotoxicologica de la agencia
americana de proteccion ambiental (US-EPA) (Lobo et al., 2012).

3.4. Regulacién mexicana sobre los residuos plasticos

En la actualidad, es inimaginable la vida sin productos elaborados de plastico, ya
que no existe un area de actividad del Antropoceno que no dependa de los plasticos.
La forma vertiginosa como este material se incorporé en nuestras vidas expone un
patrén de consumo desmedido, aunado con la poca cultura ciudadana del reciclaje
y correcta disposicion final de los residuos (Santillan, 2018).

En México el problema de la mala disposicion de residuos urbanos es preocupante,
en los ultimos 50 afios México ha sufrido una transicion de composicion de residuos
viendo una disminucion de los residuos organicos que oscilaba entre 65y 70% de
su volumen, mientras que en el 2017 se redujo a 51.6%, los residuos que han
incrementado su presencia son papel y sus derivados con un 14.2% y los plasticos
con un 11% (SEMARNAT, 2019) (Figura 3).
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Figura 4. Grafico que representa la composicion de los RSU en México, 2018 (SEMARNAT, 2019).

En el 2021, la ANIPAC presentd los resultados del “Estudio cuantitativo de la
industria del reciclaje de plasticos en México”, para este estudio mencionan que
participaron 363 empresas a nivel nacional dedicadas a procesos de reciclaje de
plasticos, por medio de entrevistas via telefénica, en linea y presencial, para la
generacion de datos estadisticos en este sector industrial (Forbes, 2021).

Los resultados mostraron que actualmente en México el volumen total de materiales
reciclados es de 1,913,710 toneladas por afio, del total de esta cifra el polietileno se
recicla en un 51.2%, el PET con 22.1%, polipropileno (PP) 18.2%, PVC 2.1% y el
poliestireno con 1.8%, mientras que el 4.6% restante corresponde a otros polimeros,
ademas en este trabajo las 363 empresas reportaron que un 16% importan material
reciclado y un 22% se dedican a la exportacion de este material (Forbes, 2021).

De acuerdo con Médnica Conde, directora de Ambiente Plastico, los desperdicios
que llegan a las plantas muy contaminados, esta situacion se debe a malas
practicas de manejo de residuos, ademas mencioné que las empresas que se
dedican al reciclaje en México no cuentan con incentivos del gobierno, como pasa
en otras naciones. Ademas, Moénica Conde mencioné que en muchos paises se
tienen politicas que estan dirigidas a desarrollar una economia circular, siendo este
modelo econémico una alternativa al sector industrial para disminuir su huella de
carbono en comparacion con el modelo econémico tradicional (Chavez, 2020).
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3.4.1. Cambio de modelo econdmico como alternativa para la reducciéon de
desechos provenientes de la industria

El problema ambiental que se padece actualmente ha llevado a cuestionar el
modelo econdémico que rige a la mayoria del mundo, modelo que han referido
muchos autores como el modelo econémico lineal, se basa en “tomar, hacer, tirar”,
este modelo confia en la basta disposicion, materia prima y costos energéticos bajos
para fabricar productos y deshacerse de ellos, cuando ya no se interesa, este tipo
de pensamiento ha generado un nivel de crecimiento insostenible para el ambiente
(Ellen MacArthur Foundation, 2017).

La econdmica circular surge como una alternativa viable y atractiva para las
empresas, la cual se define como restaurativa y regenerativa, este modelo
alternativo propone mantener siempre los productos y materiales en niveles éptimos
de utilizacién, mejorando los rendimientos de los recursos, disminuyendo los riesgos
al sistema, incorporando gestion de estock finitos y flujos renovables, todo esto con
la finalidad de que coexistan los ciclos biol6gicos y ciclos técnicos en este nuevo
paradigma economico (Ellen MacArthur Foundation, 2017).

La economia circular descansa sobre tres principios (Ellen MacArthur Foundation,
2017):

1. Mejorar y preservar los recursos naturales, controlando las reservas finitas y
equilibrando los flujos de recursos renovables.

2. Mantener productos y materiales en uso, mejorando los rendimientos de los
recursos distribuyendo materias, componentes y productos con una utilidad
optima siempre.

3. Promover la eficiencia de los sistemas detectando y eliminar los factores
negativos en el disefio.

¢, Qué beneficios puede traer la economica circular?, pues de acuerdo con la
fundacién Ellen MacArthur los beneficios para el ambiente serian; menores
emisiones de dioxido de carbono y un menor consumo de materias primas, ademas,
se espera preservar y mejorar la productividad del suelo, asi como reducir los
factores externos negativos como la contaminacion acustica, del aire y del agua, y
la eliminacion de sustancias toxicas (Ellen MacArthur Foundation, 2017).

Para las empresas, tendrian la oportunidad de nuevos y mayores conjuntos de
beneficios, mayor seguridad en el suministro y nueva demanda de servicios
empresariales, que genera una mayor resiliencia como consecuencia (Ellen
MacArthur Foundation, 2017).
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Para la poblacion los beneficios serian la obtencién de una mayor utilidad como
consecuencia de la mayor eleccion, menores precios y un menor costo de propiedad
(Ellen MacArthur Foundation, 2017).

3.5. Utilizacidn de organismos modelos para la evaluacion de
contaminantes acuaticos

En consecuencia, a la creciente presencia de contaminantes emergentes en
ambientes acuaticos, se han desarrollado y mejorado técnicas de deteccidon y
monitoreo, con el fin de disminuir el tiempo y la concentracion minima que se
requiere para detectar los contaminantes presentes en el agua. Otra de las
herramientas valiosas en la actualidad para la evaluacion de la calidad del agua es
el monitoreo biologico o biomonitoreo, el cual considera los cambios del entorno en
funcion de las respuestas fisiologicas de los organismos modelos que se utilicen,
las cuales, son caracteristicas distintivas que lo hacen ideal para el biomonitoreo de
la contaminacién de un ecosistema acuético, comparandolo con los demas
organismos del mismo habitat (Le et al., 2016).

El biomonitoreo considera los cambios morfolégicos, fisioldgicos, bioquimicos y
genéticos de los especimenes utilizados como resultado de la interaccion con los
contaminantes en especifico (Le et al., 2016). Daphnia magna es el crustaceo de
mayor uso para ensayos ecotoxicoldgicos, siendo una de las ventajas, su facil
abastecimiento en el laboratorio y corto ciclo vital (NUfiez & Hurtado, 2005).

3.6. Aspectos generales del espécimen Daphnia magna

Daphnia magna es un organismo que pertenece a la clase Crustacea, al grupo
arthropoda, branchiopoda, y familia daphniidae. Esta especie es comun en
ambientes dulceacuicolas y se encuentran principalmente en las capas superficiales
de agua dulce y otros habitats efimeros que presentan variaciones espaciales y
temporales en factores abiéticos (Koivisto, 1995).

3.6.1. Historia de Vida de Daphnia magna

Para Daphnia magna, la historia estd estrechamente ligada a su morfologia y
comportamiento, asi algunas caracteristicas su tamafio corporal, tiempo que tardan
en alcanzar la madurez sexual, su tasa de crecimiento poblacional y su capacidad
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de reproduccion partenogenética la convierten un elemento clave en los
ecosistemas de dulceacuicolas ocupando una posicion central en la cadena
alimentaria (Dodson & Hanazato, 1995).

Cualquier alteracion en estas caracteristicas de la historia de vida de Daphnia
magna puede reflejar la presencia de dafios toxicos en el ecosistema acuatico. Por
ejemplo, cambios en el tamafio corporal pueden llevar a una disminucion en la tasa
de alimentacion, lo que resultaria en que su funcion en el ecosistema acuético sea
menos eficiente y por tanto una reduccion en la calidad del agua por el aumento en
la cantidad de algas. En cuanto a los cambios en la tasa de crecimiento poblacional,
asociada a la reproduccion y madurez sexual, de tal manera que, si ésta disminuye
o es insuficiente para igualar las pérdidas por depredadores, la poblacion de
Daphnia disminuira o desaparecera (Dodson & Hanazato, 1995).

3.6.2. Ciclo reproductor

Daphnia magna posee una estrategia reproductiva la cual se conoce como
partenogénesis facultativa, bajo condiciones favorables, las hembras se reproducen
clénicamente, pero en condiciones ambientales adversos, cambian a un modo de
reproduccion sexual, por lo que en la reproduccién favorecen la produccion de
machos y huevos haploides conocidos como ephippium, que son fecundados y
guedan envueltos en el caparazon, el cual se hincha. Una vez que éstos son
liberados pueden permanecer en estado latente durante largos periodos,
soportando condiciones ambientales hostiles y solo eclosionaran cuando las
condiciones ambientales vuelven a ser optimas, dando como resultado la liberacion
de Daphnias hembras con capacidad de reproducirse nuevamente mediante
partenogénesis (Dodson & Hanazato, 1995).
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Figura 5. Ciclo reproductor del género Daphnia. Reproduccion partenogenética en rojo y
reproduccién sexual en verde (Huaman Tenorio, 2017).

3.7. Modelacion matematica

Los modelos matematicos son representaciones abstractas y simplificadas de un
componente, de sistemas o fendbmenos reales, el principal objetivo de la modelacién
matematica es contribuir a la comprension del fenédmeno planteado (Cervantes
Gomez, 2015; Henriquez Ruiz, 2007).

En los dltimos afios la modelacion matemética se ha convertido en una herramienta
sistematica de prestigio en diversas disciplinas. La utilizaciéon de los modelos
matematicos en problemas ambientales es extensa, que va desde la calidad del
aire, tratamiento de aguas residuales, entre otros (Bustos Salas, 2004).

3.7.1. Analisis predictivo

El andlisis predictivo consiste en la extraccion de datos existentes y su uso para
predecir tendencias y patrones de comportamiento, pudiendo aplicarse sobre
eventos desconocidos. Este analisis se fundamenta en identificar relaciones entre
variables de eventos pasados y luego aprovechar esas relaciones para predecir
posibles resultados en futuras situaciones. El objetivo del modelo es analizar la
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posibilidad de que una unidad similar en una muestra distinta muestre un
comportamiento particular (Espino Timoén, 2017; Parra et al., 2019).

Las técnicas y enfoques utilizados para realizar el analisis predictivo pueden
agruparse en: Técnicas de regresion y técnicas de aprendizaje computacional,
como se observa en la Figura 6 (Espino Timoén, 2017).
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Figura 6. Técnicas aplicables al analisis predictivo, elaboraciéon propia, informacion extraida de
Espino Timon, 2017

3.7.2. Técnicas de regresion

El enfoque en las técnicas de regresion se basa en establecer ecuaciones
matematicas como modelos, para representar las interacciones de las variables que
se consideran del fendmeno que se estudia, dependiendo el tipo de fenémeno, hay
una gran variedad de modelos que pueden aplicar durante la realizacion de la
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modelacién. Este conjunto de técnicas son el pilar de la analitica predictiva (Espino
Timon, 2017).

3.7.2.1. Modelo de regresion lineal

La técnica de regresion lineal analiza la relacion que hay entre una variable
dependiente y una variable o variables independientes, dicha relacion termina
expresandose en forma de una ecuacion que predice la variable respuesta de
manera lineal, la adaptacion del modelo se centra en minimizar el error. El objetivo
es seleccionar los parametros que minimicen la suma de los errores al cuadrado,
conocida como estimacion de minimos cuadrados ordinarios, esto permite obtener
las mejores estimaciones lineales no sesgadas de los parametros, siempre y cuando
se cumplan las suposiciones de Gauss-Markov (Espino Timén, 2017).

3.7.2.2. Analisis de supervivencia o duracion

El andlisis de supervivencia o andlisis del tiempo hasta el evento, se desarrollaron
principalmente para el area médica y las ciencias bioldgicas, pero también se han
llegado a utilizar en las ciencias sociales, como la economia, asi como en la
ingenieria, donde la censura y la no-normalidad, son caracteristicas de los datos de
supervivencia que, generan dificultad al intentar analizar los datos usando los
modelos estadisticos tradicionales (Espino Timén, 2017). En este andlisis, las
observaciones censuradas se presentan cuando la variable de interés representa el
tiempo hasta que ocurra un evento final y la duracion del estudio es limitada en el
tiempo (Espino Timon, 2017).

3.7.2.3. Arboles de clasificacion y regresion

Es una técnica de aprendizaje automatico de arboles de decisién no paramétrica
que produce arboles de clasificacibn o de regresion, segun si la variable
dependiente es categorica o numeérica (Espino Timon, 2017). Esta técnica combina
variables categoricas y puntos de corte para variables continuas, lo que brinda una
mayor precision predictiva y una evaluacion cruzada del modelo estadistico. Este
tipo de analisis se utiliza como alternativa a la regresion y al analisis de varianza
(ANOVA), gue intentan representar una variable dependiente numérica como una
combinacion lineal de otras caracteristicas, mientras que el analisis discriminante
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representa una variable dependiente que es una variable de clase (Espino Timén,
2017).

3.7.2.4. Curvas de regresién adaptativa multivariable

Las curvas de regresion adaptativa multivariable (Multivariate Adaptative
Regression Splines, MARS) son un método flexible y no paramétrico que utiliza
regresiones lineales ajustadas para modelar datos, para esta técnica es importante
considerar el concepto de nudo, que esta relacionado con las curvas de regresion.
Un nudo es el punto de interseccion entre dos modelos de regresion local (entre dos
curvas) (Espino Timon, 2017).

Las funciones de base de esta herramienta se utilizan para generalizar la busqueda
de nudos y representar la informacion contenida en una o mas variables, sin
embargo, se debe especificar un limite superior en el nimero de funciones base y
el andlisis computacional es muy intensivo. Este tipo de modelacion primero realiza
un sobreajuste y luego se poda para obtener el modelo éptimo (Espino Timén,
2017).

3.7.2.5. Regresion de tipo logistica

La regresion logistica es una herramienta estadistica del tipo de analisis
multivariado cuyo uso es tanto explicativo como predictivo. Es ampliamente utilizado
en el campo de la salud y se considera uno de los métodos estadisticos mas
versatiles para el andlisis de datos (Fiuza Pérez & Rodriguez Pérez, 2000).

Los métodos de regresion abarcan diferentes modelos que intentan explicar y
predecir una caracteristica utilizando datos de otras variables conocidas, ya sean
cuantitativas o cualitativas que actlan como variables explicativas. Se pretende por
medio de la regresion logistica que, la probabilidad de que ocurra un hecho en
concreto como consecuencia de la aparicion o aumento cuantitativo de variables
influyentes (Chitarroni, 2002; Fiuza Pérez & Rodriguez Pérez, 2000).

Una gran cantidad de funciones matematicas han sido disefiadas para describir el
crecimiento, entre ellas destaca el modelo de Gompertz, se ha propuesto usar el
modelo de Gompertz para poder describir fenbmenos econdmicos y biologicos, este
modelo corresponde a una curva de crecimiento sigmoidal, normalmente la
ecuacion se expresa de la siguiente forma: (Casas et al., 2010)
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N(t) = Ae Be™ (1)

Donde N(t) es el tamafio de la poblacién en el tiempo t, A es el valor de maximo
crecimiento (Capacidad de carga), B es el dia de maximo crecimiento y K es la tasa
intrinseca de crecimiento (Zwietering et al., 1990).

Cabe mencionar que estos, no son las Unicas técnicas de modelacion de regresion,
existen otros modelos como los modelos de series temporales, modelos probit,
modelos de eleccion discreta o0 modelos de regresion logistica multinomial (Espino
Timén, 2017). Sin embargo, solo se mencionaron brevemente algunas de estas
técnicas para mostrar la amplia gama de técnicas de regresion que se tienen al
alcance para realizar andlisis predictivos, sin embargo, como se muestra en la
Figura 6. Existe otro conjunto de técnicas basados en el aprendizaje computacional
que se utiliza para realizar este tipo de analisis, las cuales se mencionaran a
continuacion.

3.7.3. Técnicas de aprendizaje computacional

El aprendizaje computacional se emple6 originalmente para permitir que las
computadoras aprendieran utilizando métodos estadisticos avanzados para la
regresion y clasificacion, actualmente, estas técnicas tienen aplicaciones en
diversos campos, como el diagnéstico clinico, deteccién de fraudes de tarjetas de
crédito, reconocimiento facial, de voz y el analisis del mercado de valores (Espino
Timoén, 2017).

En ocasiones, es suficiente predecir directamente la variable dependiente sin
considerar las relaciones subyacentes entre las variables, sin embargo, hay casos
en donde estas relaciones pueden ser muy complejas y la forma matemética de las
dependencias desconocida, por lo cual, para estas situaciones, las técnicas de
aprendizaje automatico emulan la cognicibn humana y aprenden desde los
ejemplos, predecir eventos futuros del fendmeno que se estudia en cuestion. A
continuacion, se describe brevemente algunos de estas técnicas utilizadas para el
analisis predictivo (Espino Timén, 2017).

3.7.3.1. Redes neuronales

Es una técnica de modelacion no lineal sofisticada, capaz de realizar modelaciones
complejas, se aplican a problemas de prediccion, clasificacion o control en una
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amplia variedad de &reas del conocimiento como finanzas, psicologia
cognitiva/neurociencia, ingenieria, fisica y medicina (Espino Timon, 2017).

El uso principal de las redes neuronales es esencialmente cuando se desconoce la
relacion entre los valores de entrada y salida. Una caracteristica clave de esta
técnica, es el aprendizaje de la relacion de valores mediante el entrenamiento,
existiendo tres tipos de entrenamiento para esta técnica: Aprendizaje por refuerzo,
supervisado y no supervisado (Espino Timon, 2017).

3.7.3.2. Maquinas de vectores de soporte

Para el analisis de patrones complejos de datos, se hace uso de las maquinas de
vectores de soporte (SVM), las cuales detectan y explotan dichos patrones, de
manera que los agrupa, ordena y clasifica. Estas maquinas de aprendizaje se
utilizan en la realizacion de clasificaciones binarias y estimaciones de regresion.
Hay diferentes tipos de maquinas de vectores de soporte como: lineal, polinomial,
sigmoide, etc. (Espino Timon, 2017).

3.7.3.3. Clasificador bayesiano ingenuo

Para tareas de clasificacion, el clasificador bayesiano ingenuo se apoya en la norma
de probabilidad condicional de Bayes, este clasificador asume que los predictores
son estadisticamente independientes, lo cual, lo convierte en una herramienta de
clasificacion eficaz y sencilla de interpretar. EI mejor empleo del clasificador
bayesiano es en situaciones donde el nimero de predicciones es muy alto (Espino
Timon, 2017).

3.7.3.4. K-vecinos mas cercanos

El algoritmo K-vecinos méas cercanos pertenece a la clase de los métodos
estadisticos de reconocimiento de patrones. Este método no impone ninguna
conjetura de la distribucion donde se extrae la muestra. Consiste en un conjunto de
datos de entrenamiento con valores tanto positivos como negativos y una nueva
muestra se clasifica calculando la distancia al vecino méas cercano del conjunto de
entrenamiento (Espino Timon, 2017). El signo de ese punto determinara la
clasificacion de la muestra. Se consideran los k puntos mas cercanos y se utiliza el
signo de la mayoria para clasificar la muestra. El rendimiento del Algoritmo esta
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influenciado por la distancia para localizar a los vecinos mas cercanos, la regla de
decision usada para derivar una clasificacion de los vecinos mas cercanos y el
namero de vecinos utilizados para clasificar la nueva muestra (Espino Timon, 2017).

Como se menciond en el apartado de las técnicas de regresion, estos no son las
Unicas técnicas de aprendizaje computacional para el andlisis predictivo, existen
otras como el modelado predictivo geoespacial, el perceptron o la funcién de base
radial, sin embargo, solo se mencionaron brevemente estas técnicas para mostrar
la variedad de técnicas de aprendizaje computacional que pueden ser utilizadas
para el analisis predictivo.

21



4. Marco conceptual
4.1. Tipo de investigacion

De manera general existen cuatro tipos de investigacion: descriptivas, exploratorias,
explicativas y correlacionales, las cuales permiten visualizar el alcance vy
limitaciones conceptuales y metodolégicas de un trabajo de investigacion
(Hernandez Sampieri et al., 2014), por lo tanto, los tipos de investigacion en los que
se sustenta este trabajo son de tipo explicativa y correlacional.

El presente trabajo de investigacion es de tipo explicativa ya que el trabajo concluye
con la propuesta del disefio de un modelo matematico que explique el
comportamiento de la poblacion de Daphnia magna, con el propdsito de poder
prever los efectos nocivos a ecosistemas acuaticos donde se encuentran dichos
contaminantes.

Cabe mencionar que la investigacién también es de tipo correlacional, ya que
aborda el grado de correlacién entre el efecto toxicoldgico de los estresores por
medio de la modelacion matemética con las alteraciones poblacionales de Daphnia
magna expuesta a esas condiciones ambientales.

4.2. Paradigma

En resumen, se puede definir al paradigma como la agrupacion de valores,
conceptos, hipétesis y procedimientos que forman una disciplina cientifica. Para una
investigacion en especial, el paradigma puede definirse en su ontologia (naturaleza
de la realidad que postula el paradigma), su epistemologia (naturaleza de la relacién
entre el conocedor y lo conocido) y su metodologia (método de investigacion
utilizado) (Moreno Jiménez et al., 2001). Asi de acuerdo con lo descrito
anteriormente, en la presente investigacion, se obtiene un paradigma del tipo
constructivista soportado de una ontologia de tipo relativista, pues al ser un conjunto
de bioensayos, las condiciones de trabajo fueron constituidas y por consiguiente su
veracidad quedara sujeta a una validez de tipo subjetiva y relativa a diferentes
marcos de referencia. Por lo tanto, de esta manera la epistemologia es de tipo
subjetivista debido a que los resultados se obtendran a partir de un proceso de
interaccion entre el investigador y lo investigado (Hernandez Sampieri et al., 2014).
Por ultimo, cabe mencionar que la metodologia en este trabajo es de tipo
hermenéutica y dialéctica debido a que fue necesaria la interpretacion, cotejo y
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explicacion de los resultados, los cuales en consecuencia dieron pie a la elaboracién
del modelo matematico.

4.3. Enfoque epistemolégico

El presente trabajo esta sujeto al enfoque racionalista-realista, debido que se basa
en abstracciones del sistema logico-matematico y deducciones que, expresan el
trabajo realizado en forma de un modelo matematico (Padrén, 2007).

4.4. Teorias que soportan la investigacion

La teoria en la que se basan los sistemas complejos viene de un enfoque de tipo
interdisciplinario, basicamente es una metodologia de trabajo que posee un marco
conceptual fundamentado en bases epistemoldgicas y fomenta el trabajo
multidisciplinario (Garcia, 2006). Por lo cual, en el presente trabajo de investigacion
cabe mencionar que la mayoria de los estudios de ecotoxicidad son
interdisciplinarios, esto se debe a las interacciones del sistema que generan una
gran cantidad de variables que puede explicar el fenémeno en su conjunto y no a
partir de un solo componente. El propoésito del trabajo es poder anticipar de qué
forma los compuestos que poseen un efecto toxico pueden desarrollar un impacto
en los ecosistemas acuaticos, en este caso se analizan dos toxicos, los
microplasticos y acetaminofén y se utiliza a Daphnia magna como bioindicador
cuyas respuestas ante la exposicion de dichos contaminantes permita hacer
predicciones del efecto nocivo que poseen éstos.
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5. Formulacion del problema de investigacion

5.1. Pregunta de investigacion

¢,Como influye la interaccion de microplésticos y acetaminofén en la ecotoxicologia
del modelo biolégico Daphnia magna?

6. Hipotesis

La interaccion entre microplasticos y acetaminofén incrementan la ecotoxicidad
sobre el desarrollo poblacional de Daphnia magna.

7. Objetivos
7.1. Objetivo general

Implementar un modelo matematico predictivo de los efectos ecotoxicolégicos de la
interaccion de microplasticos y acetaminofén sobre el desarrollo poblacional de
Daphnia magna.

7.2. Objetivos especificos

e Identificar caracteristicas de los microplasticos mediante dispersion de luz y
microscopia optica.

e Determinar las concentraciones subletales de microplastico y acetaminofén
a evaluar en el estudio crénico de comportamiento poblacional.

e Relacionar los efectos de los contaminantes en estudio sobre parametros
fisiol6gicos como ritmo cardiaco y actividad toracica, asi como en parametros
de historia de vida en Daphnia magna.

e Comparar los cambios poblacionales predichos por la modelacion
matematica con los obtenidos en los resultados experimentales.
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8. Diagrama de trabajo
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9. Desarrollo experimental

9.1. Estandarizacion del cultivo de Daphnia magna

Los cultivos del objeto de prueba iniciaron con una poblacion inicial de 10 neonatos
hembras seleccionados de un lote de reproductores cuya edad era conocida. Se
mantuvieron grupos de 20 organismos en 1 litro de agua dura reconstituida con una
dureza de 250 mg/L + 25mg/l de CaCOs y un pH de 7- 9, se renovo el agua dos
veces por semana. Los cultivos se mantuvieron a temperatura de 20°C + 2 °C,
ademas de condiciones controladas de luz, en un fotoperiodo de 16 h de luzy 8 h
de oscuridad. La alimentacion fue a base de espirulina en una concentracion de
250,000 células/ml, cada tercer dia (NMX-AA-087-2010, 2010).

9.2.Determinacién de dosis subletales mediante la técnica de disefio de
experimentos

Para la determinacion de la concentracion de los contaminantes a estudiar mediante
ensayos cronicos se realizaron pruebas de toxicidad aguda, las cuales miden el
porcentaje de organismos afectados por la exposicibn a concentraciones
especificas de las sustancias estudiadas durante un corto periodo de tiempo de 48
h, por lo cual, se present6 la propuesta del disefio de experimentos, disefio de
mezcla de tres componentes, el cual se observa en la Figura 7, donde se
establecieron como factores controlables los volimenes de los 3 componentes a
mezclar (microplastico, acetaminofén y agua dura reconstituida), factores no
controlables como la pureza del farmaco y de los microplasticos, asi como la
uniformidad del tamafio de particula de estos ultimos y por ultimo se establecieron
nuestras variables respuesta a analizar en los ensayos agudos, los cuales son
parametros fisiolégicos como ritmo cardiaco y actividad toracica, ademas de evaluar
la mortalidad ante la exposicién de estos contaminantes por 48 h (Figura 7) de
acuerdo con la NMX-AA-087-SCFI-2010.

En este estudio se utiliz6 acetaminofén grado reactivo de Sigma Aldrich, en el caso
de los microplasticos se obtuvieron con la participacion de la empresa Resirene que
tuvo a bien donar pellets de poliestireno cristal en bruto, sin aditivos, para este
trabajo. Se utilizaron neonatos menores de 24 horas de edad como organismos de
prueba, colocando diez de ellos en cada uno de los recipientes de prueba, de
acuerdo con el disefio de experimentos, se evaluaron 6 tratamientos de mezclas de
microplasticos de 0.5 — 2 mg/L y acetaminofén de 0.42 — 1.66 mg/L, 1 tratamiento
con solo el antiinflamatorio (1.66mg/L), otro con microplastico (2mg/L) y un grupo
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control, todos los tratamientos tuvieron un volumen total de 120 mL. Cada
tratamiento se replico tres veces y se realizé un seguimiento diario mediante conteo
manual.

Volumen de agua dura
reconstituida

Factores Volumen de microplastico
controlables

Volumen de acetaminofén

Variable respuesta

Entradas

Agua dura
reconstituida

Acetaminofén EEE—

Microplastico

Actividad toracica

Unidad

. Ritmo cardiaco
experimental

A 4

Mortalidad

Pureza de acetaminofén

Factores no controlables . o
Pureza de microplastico

Uniformidad del tamafio de
particula de los microplasticos

Figura 7. Diagrama de disefio de experimentos de determinacion de dosis subletal mediante
tratamientos agudos.

9.3. Evaluacion de los parametros fisioldgicos: Actividad toracica y ritmo
cardiaco

La obtencion de estos parametros fisiologicos fue mediante medicion Gptica, por lo
cual se transfirié un espécimen en una gota de aproximadamente 50 uL de solucién,
dicha gota se coloc6 en un portaobjeto céncavo donde, los movimientos del dafnido
fueron limitados disminuyendo la cantidad de agua del portaobjeto con una pipeta
de transferencia, para poder visualizar en el microscopio la actividad toracica y el
ritmo cardiaco (Bownik et al., 2018).

La observacidon microscopica se realizO con una camara acoplada al equipo,
teniendo un aumento de 4X para grabar los movimientos del modelo biolégico
durante 30 segundos para registrar la actividad del corazon y otros 30 segundos
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para registrar el movimiento de la actividad de la extremidad toracica (Bownik et al.,
2018).

Se analiz6 cuadro por cuadro el video obtenido de la observacién en microscopio
contando las contracciones del corazon y los movimientos separados de las
extremidades y por ultimo, multiplicar los valores obtenidos del conteo por dos
(Bownik et al., 2018).

9.4. Determinacién de acetaminofén

La determinacion de acetaminofén se realiz6 mediante espectroscopia UV-Visible
(Santibafiez Villegas, 2014). Para la preparacion de la solucibn madre de
paracetamol se disolvié 25 mg de paracetamol en 250 mL de agua tridestilada para
tener una concentracion de 100 mg/L. El agua fue sometida a calentamiento en una
parrilla con agitacion a 40 + 2°C durante 15 minutos a 600 RPM.

Con el fin de asegurar que las concentraciones del farmaco utilizadas en los
tratamientos no se vean afectadas debido a una posible fotosensibilidad que pudiera
presentar el analgésico, se realizd una cinética de degradacion del farmaco en dos
diferentes condiciones: una en solucion de agua dura reconstituida y otra en agua
tridestilada con una concentracion inicial de 1.66 mg/L de acetaminofén, ambas
soluciones estuvieron expuestas a los parametros de iluminacién que se encuentra
el cultivo de Daphnia magna, en condiciones controladas de intensidad de luz (600
Ix a 1000 Ix) en un fotoperiodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad durante 11 dias,
que nos permitid calcular la constante de degradacién para dichas condiciones.

Se realiz6 una curva de calibracion utilizando las siguientes concentraciones: 0.5,
1, 1.5y 2 mg/L, elaboradas a partir de la solucién madre.

Se midid la absorbancia en celdas de cuarzo, camino 6ptico de 1 cm, utilizando
como blanco agua tridestilada y agua dura reconstituida, todas las lecturas se
realizaron por triplicado.

9.5. Analisis del tamafio de particula de microplasticos

El andlisis del tamafio de particula de los microplasticos proporcionados por la
empresa Resirene, se realizé por medio del equipo LS 13 320 Laser Diffraction
Particle Size Analyzer, de la marca Beckman Coulter. El analisis se hizo en un medio
liquido dispersante para el analisis del tamafio de particula.
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9.6. Ensayo cronico

La concentracidon de los contaminantes empleada en el ensayo cronico fue
seleccionada a partir de los resultados del estudio de toxicidad aguda, bajo
condiciones del disefio de experimentos de tipo mezcla de tres componentes y de
la norma NMX-AA-087-SCFI-2010. Para el tratamiento cronico se utilizaron 10
neonatos menores de 24 horas en recipientes cilindricos con un volumen total de
120 mL del medio que sirvié de control, otro grupo tuvo la concentracion elegida
para el tratamiento cronico de los contaminantes de estudio juntos, otro grupo donde
solo se encontrd la concentracion del farmaco elegida de la mezcla y otro donde
solo estuvo la concentracion del microplastico. Cada tratamiento se realiz6 por
triplicado y fue monitorizado cada tercer dia, evaluando los parametros de historia
de vida de Daphnia magna (Heckmann et al., 2007).

9.7.Andlisis estadistico

Los resultados que se obtuvieron fueron sometidos al analisis de varianza para
localizar diferencias significativas entre las variables respuesta de los tratamientos
agudos y para la respuesta de los tratamientos crénicos con respecto al grupo
control. Posteriormente se realiz6 la prueba de rango de Tukey para determinar las
diferencias entre grupos detectadas en el analisis de varianza.

9.8. Modelacion matematica

La modelacibn matematica se realizé con base en la dinamica poblacional de
acuerdo a un comportamiento de tipo logistico, donde el modelo mas cercano a
poblaciones bioldgicas es el modelo de Gompertz, ya que este modelo presenta
cierta asimetria lo que le permite aproximarse mas a la descripcién de fenémenos
biolégicos: (Casas et al., 2010)

N(t) = Ae~Be™ ()

Donde N (t) es el tamafio de la poblacion en el tiempo t, A es el valor de maximo
crecimiento (Capacidad de carga), B representa el dia de maximo crecimiento y K
la tasa intrinseca de crecimiento. (Zwietering et al., 1990).
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10. Resultados

10.1. Andlisis de foto-degradacion de acetaminofén por luz blanca

Con el fin de conocer la cantidad de acetaminofén que llega a degradarse por estar
expuesto a las condiciones de luz blanca durante el fotoperiodo que establece la
normatividad mexicana para los ensayos de toxicidad en Daphnia magna (NMX-AA-
087-2010, 2010), se realiz6 un andlisis de degradacion de acetaminofén por
espectrofotometria UV, iniciando con un barrido de exploracion para encontrar la
longitud de onda a la cual se obtiene la mayor absorbancia del analgésico, en un
intervalo de longitud de onda de 800 a 200 nm, donde se obtuvo el maximo de
absorcion a 244 nm para el farmaco disuelto en agua dura reconstituida y agua
tridestilada, a una concentracion de 1.5 mg/L como se observa en la Figura 8.
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ISR ISR
\ HO 0.2 HO
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0.15 1
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244 4
0.10 L 01

0.05+

0.00 : . . : — 0.0 . . . . .
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Longitud de onda (nm)

Figura 8. Barrido de exploracién de acetaminofén en agua dura reconstituida(morado) y agua
tridestilada (azul)

Se llevé a cabo una curva de calibracion utilizando concentraciones de 0.5, 1, 1.5y
2 mg/L, teniendo un ajuste de la recta de 0.99 para ambos casos como se observa
en la Tabla 2.
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Tabla 2. Parametros del barrido de exploracion de acetaminofén en agua dura reconstituida y agua
tridestilada

Barrido espectral UV de Acetaminofén

Longitud de onda inicial 800 nm 800 nm

Longitud de onda final 200 nm 200 nm

Blanco Agua dura Agua tridestilada
reconstituida

0.9964 0981

La cinética de foto-degradacion de acetaminofén en las dos soluciones permitio el
calculo de la constante de degradacidén para dichas condiciones, los analisis se
realizaron por triplicado, durante un periodo de 11 dias (Figura 9), donde las
soluciones estuvieron expuestas a las mismas condiciones de iluminacion que se
encuentran los cultivos de Daphnia magna de acuerdo con la norma mexicana NMX-
AA-087-2010.

Las concentraciones se determinaron por medio de curvas de calibracién, logrando
identificar que, para ambos casos, se observa una cinética de primer orden, como
se muestra en la Figura 9. Los valores de las constantes de velocidad se obtuvieron
por ajuste de regresion lineal (Tabla 3).
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Figura 9. Cinética foto-degradacion de primer orden de acetaminofén (1.66 mg/L) en agua
tridestilada (A, C) y agua dura reconstituida (B, D)

Tabla 3. Resultados de la cinética de foto-degradacion de acetaminofén en agua tridestilada y agua
dura reconstituida

Condicion N K (dia* R?
Acetaminofén en agua tridestilada 3 0.0154 0.87
Acetaminofén en agua dura reconstituida 3 0.0146 0.96

N Es el nimero de experimentos, K es la constante de velocidad de primer orden
R? Es el grado de ajuste de los datos a un modelo lineal

Se identific6 una mayor pérdida de la concentracién del farmaco en agua
tridestilada, obteniendo un porcentaje de pérdida al tercer dia de 3.17% en
comparacién con 1.95% en agua dura reconstituida.

La presencia de sales en que posee el agua dura reconstituida podria presentar un
factor importante en la cinética de degradacién del farmaco, al brindarle mayor
estabilidad a la molécula. Considerando lo anterior, para los ensayos de
ecotoxicidad crénica se realizaran los cambios del medio de cultivo cada tercer dia,
de esta manera se tendria una concentracion estable del farmaco durante el
tratamiento, por lo que nos permitira conocer los efectos que ocasiona en el
espécimen a la concentracidn subletal elegida después del ensayo ecotoxicoldgico
agudo.
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10.2. Determinacion del tamafio de particula de microplastico de poliestireno

La observacion temprana por microcopia éptica nos permitio identificar el tamafio y
forma de particula que poseian los pellets de poliestireno, las cuales eran
ligeramente simétricas y en promedio sus dimensiones estaban dentro del rango de
los milimetros como se observa en la Figura 10. Este tamafio impediria que fueran
consumidos por nuestros especimenes, por lo que se decidio reducir el tamafio de
particula mediante la disolucion del material en cloroformo y su posterior
precipitacion en metanol (Saltos et al., 2015), para asegurar que el precipitado tenga
un menor tamafio de particula se realiz6 este proceso mediante goteo manual y con
la ayuda de un dispersor de plastico que estuvo en agitacién constante a 25000
RPM, logrando obtener piezas mas pequefias que las originales.

Figura 10. Tamafio de particula inicial de poliestireno cristal

El producto resultante se analiz6é por microcopia optica y con el apoyo de la empresa
Resirene, en el equipo de DLS teniendo como resultado la observacion de
estructuras totalmente irregulares y con tamafios de particulas muy heterogéneas
como se observa en la Figura 11, como confirmacion de esto, los resultados del
equipo de la empresa Resirene muestran que la media de la distribucion del material
es de 329.8 um con una desviacion estandar de + 190.8 um, presentando una
distribucion muy heterogénea de los tamafios de particula del material, como se
puede apreciar en la Tabla 4.
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Figura 11. Tamafio de particula de poliestireno después del tratamiento

Tabla 4. Resultados del analisis de tamafio de particula de microplasticos, mediante el equipo de

DLS
Rango de deteccién = 0.375 pm a 2000 pm Moda 517.2 um
Volumen 100% S.D. 190.8 pm
Media 329.8 um Varianza 36406 pm?
Mediana 326.3 um C.v. 57.9%

De acuerdo con la Figura 12, el didmetro de las particulas de nuestro material
detectado por el equipo va de aproximadamente 0.8 a 800 um, donde las particulas
de mayor tamafio poseen un gran porcentaje del volumen de la muestra. En la
Figura 13, se observa el porcentaje del area superficial que poseen los
microplasticos dependiendo de su tamafio de particula, de acuerdo con el grafico
los polimeros con un tamafio de particula que va de 1 a 2 um, tienen un mayor
porcentaje de area superficial con el que pueden interaccionar con otras sustancias.
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Figura 12. Representacion gréfica del porcentaje de volumen que poseen los microplasticos
analizados con respecto a su tamafio de particula
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Figura 13. Representacion gréafica del porcentaje de area superficial que poseen los microplasticos
analizados con respecto a su tamafio de particula

35



Dadas las caracteristicas obtenidas del nuevo material resultante del proceso de
disolucidon — precipitacion (Saltos et al., 2015), se decide trabajar con este tipo de
microplastico ya que poseen un menor tamafio de particula, ademas de que gracias
a este analisis se tiene registrado el rango de tamafo de particula con el que
estaremos trabajando con D. magna.

10.3. Determinacion de las concentraciones subletales de microplasticos y
acetaminofén

Una vez identificadas las caracteristicas de los estresores, se determinaron las
concentraciones subletales, para identificar el impacto que estos provocan en el
desarrollo poblacional del modelo biolégico Daphnia magna.

Para el caso del acetaminofén, gracias a las pruebas de toxicidad recopiladas en la
Tabla 6, se propone hacer la estimacién de esta concentracién partir del valor de
CEso (2.83 mg/L) del trabajo de De Oliveira et al., 2016 bajo condiciones de crianza
de D. magna de acuerdo con el protocolo 202 de la OCDE (OCDE, 2004). Ademas,
teniendo en consideracion la presencia de este farmaco en diferentes ambientes
acuaticos como se muestra en la Tabla 7, el cual se encuentra en la magnitud de
los nanogramos y considerando los ensayos cronicos de Nunes et al., 2014 y de De
Oliveira et al., 2016, que trabajaron bajo un disefio semi estéatico (renovacion del
medio con tratamiento cada dos dias), las concentraciones de 0.53, 0.79, 1.2, 1.7,
2.7y 4 mg/lLy 0.2, 0.3, 044, 0.55, 0.83 y 1.25 mg /L respectivamente, obtenido
como resultado que a partir de la concentracién de 1.7 mg/L ningdn organismo
sobrevivié a partir del dia 10 del ensayo crénico (Nunes et al., 2014), y en el resto
de los ensayos no se reportd deterioro reproductivo (p>0.05). ademas que en los
tratamientos realizados por De Oliveira et al., 2016, no se observo alteracién en la
tasa de crecimiento poblacional para los tratamientos con acetaminofén. Si bien las
concentraciones utilizadas en los trabajos mencionados anteriormente no son
ambientalmente realistas, de acuerdo con Daniel et al.,, 2019, considerando la
ausencia de efectos poblacionales en concentraciones ambientalmente relevantes,
es posible sugerir que el acetaminofén con condiciones realistas puede no alterar a
los especimenes, sin embargo, a concentraciones mas altas, aunque no sean
ambientalmente realistas, pueden llegar a ejercer afectaciones en la poblacion de
Daphnia magna, por lo cual se propone trabajar con un valor maximo de
concentracion de 1.66 mg/L del analgésico, el resto de las concentraciones lo
determind la técnica estadistica llamada disefio de experimentos, el cual fue un
disefio de mezclas de 3 componentes, los cuales son: agua dura reconstituida,
acetaminofén y microplastico, con un volumen total de mezcla de 120 mL, teniendo
como resultado un total de 9 experimentos como se puede apreciar en la Tabla 5.
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Tabla 5. Disefio de mezcla de tipo vértices extremos, 3 componentes

Orden Orden de Agua Acetaminofén Micropléstico
estadistico corrida dura (mL) - [mg/L] (mL) - [mg/L]
(mL)
2 1 120 0-[0] 0-[0]
3 2 110 0-[0] 10 - [2]
6 3 105 7.5 -[1.25] 7.5-[1.5]
8 4 110 2.5-[0.42] 7.5-[1.5]
1 5 100 10 - [1.66] 10 - [2]
4 6 110 10 - [1.66] 0-[0]
9 7 110 7.5 -[1.25] 2.5-[0.5]
7 8 115 2.5-[0.42] 2.5-[0.5]
5 9 110 5 - [0.83] 5-[1]

Tabla 6. Resumen de estudios agudos de acetaminofén sobre D. magna

Organismo CEso (mg/L) Duracién (h) Referencia
Daphnia 3.18 48 Sousa, A. & Nunes, Bruno, 2021
magna
Daphnia 2.83 48 Damasceno de Oliveira, L., et al., 2016
magna
Daphnia 4.7 48 Nunes, B., el al 2014
magna
Daphnia 30.1 48 Kim, Y., et al 2007
magna
Daphnia 26.6 96 Kim, Y., et al 2007
magna
Daphnia 9.2 48 Kihn et al., 1989
magna
Daphnia 50 48 Henschel et al., 1997
magna

Tabla 7. Concentracién de paracetamol medido en diferentes ambientes acuaticos ( extraido de

Santos et al., 2010)

Muestra Pais Concentracion reportada (ng/L)
PTAR influente Espafa 29000 — 246000
PTAR efluente < 32 - 43000

Agua subterranea EUA 380
Efluente de hospital Taiwan 62250
Instalacion de produccion 124
farmacéutica
PTAR influente Reino unido 5529 — 69570
PTAR efluente <20
Efluente de hospital Espafa 500 — 29000
Agua del rio Danube Serbia 78170
Agua del rio Sava 610
Agua del rio Tamis 310
PTAR efluente Corea del sur 1.8-19
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Agua superficial Corea 41-73

PTAR influente 13046 — 56944

PTAR efluente <5-9
Agua del rio Han <5-127

PTAR efluente Reino unido <50
Agua superficial <50

Para este trabajo se preparé una solucion de acetaminofén de 200 mL a una
concentracion de 20 mg/L, con el fin de obtener las concentraciones de trabajo
marcadas en la Tabla 8, cada una en frascos de 100 mL, y para las concentraciones
de trabajo de los microplasticos fue una situacion similar, se prepar6 una solucion
de 250 mL a una concentracién de 6 mg/L, para obtener las concentraciones de
trabajo margadas en la Tabla 9 en frascos de 100mL.

Tabla 8. Concentracién de trabajo de acetaminofén

Volumen (mL) Concentracién (mg/L)
25 0.42
5 0.83
7.5 1.25
10 1.66

Tabla 9. Concentracién de trabajo de microplasticos

Volumen (mL) Concentracién (mg/L)
2.5 0.5
5 1
7.5 15
10 2

Los resultados de mortalidad a las 48 h de exposicion de los estresores indicados
en el disefio de experimentos se muestran en la Tabla 10, el grupo tratado con la
mezcla de 2 mg/L de microplastico y 1.66 mg/L de acetaminofén presentaron la
mayor mortalidad de los ensayos con un 70%, seguido del grupo tratado con
acetaminofén a una concentracion de 1.66 mg/L obteniendo una mortalidad del
63.3% (Tabla 10), mostrando diferencias significativas con respecto al grupo control
como se observa en la Figura 14, debido al alto porcentaje de mortalidad de estos
dos grupos de tratamientos, se descarta el uso de estas concentraciones para el
ensayo cronico, por lo tanto, la seleccion de las concentraciones subletales a utilizar
en el ensayo cronico dependera de los resultados obtenidos de la evaluacion de los
pardmetros fisioldgicos (actividad toracica y ritmo cardiaco).
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Tabla 10. Resultados del porcentaje de mortalidad en ensayo de toxicidad aguda a las 48 h

Aguadura Acetaminofén Microplasticos Mortalidad 48
(mL) (mg/L) (mg/L) h
120 0 0 3%
110 0 2 10%
105 1.25 15 10%
110 0.42 15 23%
100 1.66 2 70 %
110 1.66 0 63.3%
110 1.25 0.5 13%
115 0.42 0.25 33.3%
110 0.83 1 33.3%
100 T
80 .

*

Porcentaje

:Ellii“aa

:CorthrOI 1.66 ATN O.5MP- 0O5MP- 1MP- 15MP- 15MP- 2MP 2 MP -
r 0.42 ATN 1.25 ATN 0.83 ATN 0.42 ATN 1.25 ATN 1.66 ATN

Grupos

Figura 14. Grafico del porcentaje de mortalidad a las 48 h de exposicién de los estresores

10.3.1. Evaluacién aguada del ritmo cardiaco en Daphnia magna

Los resultados de ritmo cardiaco provenientes de la exposicién a 24 y 48 h de los
estresores indicados en el disefio de experimentos se muestran en la Figura 15,
donde la exposicion por 24 h de los dafnidos a la mezcla de 1.5 mg/L de
microplastico con 1.25 mg/L de acetaminofén y el grupo de tratamiento expuesto a
acetaminofén (1.66 mg/L), resulto en una disminucion del 3.24 y 4.17 % de la
frecuencia cardiaca (382 + 19 y 383 + 34) en comparacion con el valor control (440
+ 6). Los grupos de especimenes expuestos a los estresores durante 48 h no
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presentaron alteraciones relevantes en su frecuencia cardiaca (p>0.05), como se
logra apreciar en la Figura 15. La recuperacion de los especimenes ante el estrés
gue generaron los contaminantes a las 24 h habla de una posible adaptacién ante
las condiciones adversas del medio, lo cual habla de la capacidad de regulacion que
tiene D. magna ante diversos estresores (Campos et al., 2014; Jordao et al., 2016)
y el uso potencial que tiene como indicador el andlisis del ritmo cardiaco para
detectar efectos agudos inducidos por factores estresantes del ambiente acuético
(Bownik et al., 2018; Ma et al., 2022).

500
450

400 : :
35
30
25
20
15
10

Control 1.66 ATN 05MP- 05MP- 1MP- 15MP- 15MP- 2 MP 2 MP -
0.42 ATN 1.25ATN 0.83 ATN 0.42ATN 1.25ATN 1.66 ATN

m24h m48h
* Indica diferencia estadisticamente significativa con respecto al control

Latidos por minuto (Ipm)
o g o O O O O o

Figura 15. Frecuencia cardiaca de Daphnia magna sometida a 6 tratamientos de mezclas de
microplasticos (0.5 — 2 mg/L) y acetaminofén (0.42 — 1.66 mg/L), un tratamiento con el
antiinflamatorio (1.66 mg/L), otro con microplasticos (2mg/L) y un grupo control

10.3.2. Evaluacion aguda de la actividad toracica en D. magna

En el caso de los resultados del monitoreo de la actividad toracica a las 24 y 48 h,
como se observa en la Figura 16, las alteraciones en este parametro no fueron
observables a las 24 hy solo a las 48 h se presentaron diferencias entre los grupos
de 1.66 mg/L de acetaminofén con 2 mg/L de microplastico con respecto al grupo
de 1.25 mg/L de acetaminofén con 0.5 mg/L de microplastico (p<0.05). Sin embargo,
no se determind ninguna alteracion significativa de todos los grupos experimentales
contra el control a las 24 y 48 h del tratamiento, por lo cual, para las conficiones
establecidas en el presente trabajo, este pardmetro no logré ser un buen indicador
agudo de los efectos inducidos por estresores en el ambiente acuatico.
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+ Indica diferencia estadisticamente significativa entre el grupo del tratamiento de 10 mL de acetaminofén (1.66 mg/L) con 10 mL de microplasticos (2
mg/L) con respecto al grupo que contiene 7.5 mL de acetaminofén (1.25 mg/L) con 2.5 mL de microplastico (0.5 mg/L)

Figura 16. Actividad toracica de Daphnia magna sometida a 6 tratamientos de mezclas de
microplasticos (0.5 — 2 mg/L) y acetaminofén (0.42 — 1.66 mg/L), un tratamiento con el
antiinflamatorio (1.66 mg/L), otro con microplasticos (2mg/L) y un grupo control

Por lo tanto, de acuerdo con los resultados obtenidos en los bioensayos agudos que
corresponde a los parametros de mortalidad a las 48 h, ritmo cardiaco y actividad
toracica de Daphnia magna, fue posible establecer las concentraciones subletales
de los estresores a trabajar en los ensayos de toxicidad cronica, la cual corresponde
a la mezcla de 1.25 mg/L de acetaminofén con 1.5 mg/L de microplastico, debido a
su baja mortalidad (10 %) y sus efectos sobre el organismo como se observé en el
ritmo cardiaco.

10.4. Andlisis de regresion de mezclas de los ensayos agudos

Una vez terminado los tratamientos agudos establecidos del disefio de
experimentos, se procedié a realizar el analisis de regresion de mezclas para
observar la influencia de los componentes (agua dura reconstituida, acetaminofén y
microplasticos) sobre las variables respuestas o parametros evaluados que son la
mortalidad, ritmo cardiaco y actividad toracica, en la Tabla 11 se puede observar los
coeficientes estimados en el andlisis de regresion de mezclas para la variable
respuesta de ritmo cardiaco, con un nivel de confianza de 95 se observa
interacciones significativas (p<0.05) entre los componentes: Agua dura con
acetaminofén (p=0.002) y acetaminofén con microplasticos (p=0.031).
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Tabla 11. Coeficientes de regresion estimados para ritmo cardiaco (cantidades del componente)

Agua dura (mL)
Acetaminofén (mL)
Microplésticos (mL)
Agua dura*Acetaminofén

Acetaminofén*Microplasticos

3.621 *
100.419 *
0.612 *
-0.911 0.002
-0.494 0.031

Los residuos provenientes del analisis de regresion presentan un comportamiento
de tipo normal como se muestra en la Figura 17. En la Tabla 12 se describe el
resumen del modelo de regresion de mezclas para la variable respuesta “ritmo
cardiaco”, presentando un buen ajuste al modelo de tipo no lineal (cuadratico) con

un R? ajustado del 92.27%.
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Figura 17. Graficas de residuos para la variable respuesta “ritmo cardiaco”

Tabla 12. Resumen del modelo de regresion de mezclas para ritmo cardiaco vs Agua dura,

acetaminofén y microplasticos (NC: 95)

3.94425

96.13%

92.27%

42



En la Figura 18 se observa el efecto de los estresores de las mezclas sobre el ritmo
cardiaco de Daphnia magna donde se observa que conforme aumenta la proporcion
de acetaminofén en la mezcla incrementa la frecuencia cardiaca de los
especimenes, en cambio, mientras que aumenta la proporcion de microplastico y
disminuye la del farmaco, los latidos por minuto disminuyen en comparacion del
rango de valores normales de frecuencia cardiaca que presentan los especimenes
al solo estar expuestos al agua dura reconstituida que se encuentra en la punta
superior del grafico de contorno de la mezcla.

Grafica de contorno de mezcla para Ritmo cardiaco (lpm)
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Figura 18. Grafico de contorno de mezcla para la variable respuesta “ritmo cardiaco”

10.5. Caracterizacion de los efectos inducidos por los microplasticos y
acetaminofén en la poblacién de Daphnia magna

Gracias a los resultados obtenidos de los ensayos agudos donde de selecciond las
concentraciones subletales de los estresores para el ensayo crénico y que, de
acuerdo con el analisis de regresion de mezclas identificamos los efectos agudos
gue tienen estos estresores sobre nuestro espécimen. Se realiz6 la identificacion de
los efectos crénicos inducidos por los contaminantes acetaminofén y microplasticos
en el modelo biolégico Daphnia magna, relacionado en los parametros de historia
de vida como lo es la capacidad reproductiva, tasa de crecimiento poblacional,
tiempo de primera reproduccion, estructura poblacional. El ensayo cronico se realizo
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por 21 dias, durante el cual se toma registro del nimero total de organismos vivos
y muertos, asi como la cantidad de mudas y el nimero de neonatos que se
generaron en los tratamientos y en el control.

La adicion de los estresores en los grupos correspondientes, se esperd a que los
dafnidos cumplieran el séptimo dia para asegurar una mayor supervivencia a lo
largo de los 21 dias de tratamiento, siguiendo la linea de trabajos anteriores (De
Oliveira et al., 2016; Linares et al., 2020; Nunes et al., 2014).

La Tabla 13 muestra el impacto de los estresores sobre las poblaciones de Daphnia
magna monitorizados. Respecto al pardmetro del tiempo de la primera
reproduccion, un grupo del triplicado que estuvo expuesto a 1.25 mg/L de
acetaminofén no hubo presencia de neonatos generados a partir del grupo inicial,
por lo que en promedio el tiempo de primera reproduccion quedo en 7.3 (+ 6.35)
dias como se visualiza en la Figura 19, en los otros dos grupos su dia de primera
reproduccion fue al dia 11. Respecto al resto de los grupos, no se encontré una
diferencia significativa entre los grupos de ese parametro respecto a su control
(p>0.05), sin embargo, se logra observar el aumento en el nimero de dias
transcurridos de la primera reproduccion siendo en la mezcla en promedio un valor
de 11.6 (+ 1.15) dias. Este efecto ha sido reportado por otros investigadores al
exponer al espécimen a concentraciones de diversos farmacos, dejando ver el
riesgo potencial de estos insumos de la salud sobre D. magna (Narvaez & Jimenez,
2012), al impedir el correcto desarrollo de los especimenes y prolongar el tiempo de
la primera reproduccion.

Tabla 13. Reproduccién y supervivencia de Daphnia magna en el ensayo crénico

Parametro evaluado Condiciones del experimento

1.25 mg/L 1.5 mg/L Mezcla (1.25 mg/L
acetaminofén Microplastico ~ ATN - 1.5 mg/L MP)

9+1 7.33+6.35 9.66 + 1.15 11.66 + 1.15
reproduccion (d
Reproduccioén total (No. 513 +20.22 145.33 + 100.88%> 459 + 79.57b 482.33 + 81.98°
total de neonatos)

Neonatos por hembra 6.79 + 0.28 2.87 +2.512 6.04 + 0.63 5,5+0.14
208 + 7.55 116.66 + 65.192 190.66 + 9.5 184 + 7

Los valores son medias, “+” desviacion estandar; 2 Indica diferencia significativa respecto al grupo control (p<0.05); ® Indica diferencia
significativa entre los grupos marcados

Control
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Figura 19. Numero de dias transcurridos hasta la primera puesta de D. magna

El siguiente parametro evaluado corresponde a la reproduccion total, es decir, el
namero de nacimientos que ocurrieron durante el experimento (21 dias), donde se
puede apreciar en la Figura 20 una disminucion en la cantidad de neonatos para
cada grupo, especialmente en el grupo tratado con el farmaco, presentando
diferencias significativas con el grupo control. Se aprecia que el mayor impacto esta
en el grupo tratado con el analgésico, donde el nUmero total de neonatos es 71.67%
menor que el control, y en los grupos donde se traté con microplastico y la mezcla
el numero total de neonatos fue 10.53 y 5.98 % menor que el control,
respectivamente, siendo el grupo tratado con la mezcla de los estresores donde se
observo el menor efecto negativo en el nimero de neonatos nacidos.
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2 Indican diferencia significativa entre los grupos marcados (p<0.05); ° Indica diferencia significativa respecto al grupo control (p<0.05).

Figura 20. Reproduccion total de los grupos experimentales al finalizar el tratamiento.
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Complementando lo anterior, concuerda una disminucién (p<0.05) de la fecundidad
(promedio de neonatos por hembra), en los grupos donde se expusieron los
especimenes al farmaco, disminuyendo en un 57.7 % con respecto al control, como
se logra apreciar en la Figura 21.
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* Indica diferencia significativa respecto al grupo control (p<0.05)

Figura 21. Promedio de neonatos por hembra (fecundidad).

Otro parametro evaluado fue el nimero de mudas, siendo este un indicador de
crecimiento relativo de la poblacion de nuestro espécimen, en este apartado se
observo la disminucién (p<0.05) en el numero de mudas en los grupos tratados con
el analgésico, disminuyendo en un 43.9 % respecto al grupo control, como se
observa en la Figura 22. Los grupos tratados con microplasticos y la mezcla de los
estresores disminuyeron el nimero total de mudas en un 83 y 11.53 %
respectivamente (p>0.05). Este tipo de comportamiento coincide con diversos
estudios donde han observado que ante situaciones de estrés los especimenes
priorizan el uso de su energia al desarrollo de respuestas protectoras ante estos
agentes estresantes que al de crecimiento y reproduccion (Campos et al., 2014;
Jordao et al., 2016; Soetaert et al., 2007), dando como resultado las alteraciones en
los procesos de historia de vida del espécimen.
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Figura 22. Nimero total de mudas al final del experimento.

Enfatizando con lo descrito anteriormente, se logra apreciar que el mayor impacto
en la historia de vida de nuestro espécimen es por causa del analgésico, ya que el
acetaminofén generd disminucion en la poblacion de neonatos, nimero de mudas
en Daphnia magna (p<0.05), sin embargo el microplastico y la mezcla de estos dos
estresores a la misma concentracion no tuvieron efectos significativos, esta
situacion podria deberse a una de las cualidades del microplastico, que es la
capacidad de adsorber compuestos organicos, convirtiéndose en un vehiculo de
conservacion y transporte de estas sustancias en donde ante cambios del medio
como de pH, temperatura o concentracion de sales, el microplastico pudiera
desorber el farmaco (Elizalde-Velazquez et al., 2020; Vieira et al., 2021), sin
embargo en las condiciones que se establecieron para los ensayos, no se
contemplaron cambios para el cultivo de Daphnia magna, por lo que no hubo este
efecto, viendo una disminucion del efecto ecotoxicologico del farmaco en presencia
de microplastico.

Por altimo, como parte de los parametros correspondiente a la historia de vida de
nuestro espéecimen, se calculd la tasa finita de crecimiento poblacional (PGR) con
el propésito de mostrar los impactos sobre nuestro espécimen en su estructura
poblacional de nuestro espécimen. Para este trabajo, se obtuvieron valores
positivos de PGR para todos los tratamientos, sin embargo, para el grupo donde se
traté solo con el analgésico, el valor de PGR fue cerca de cero, que representaria
una estructura poblacional estable, hasta el momento, como se observa en la Figura
23, la estructura de las poblaciones mantiene, en lo general su forma, donde se ve
un alto porcentaje de neonatos a pesar de la disminucion en la fecundidad, que esto
pondria en riesgo la prevalencia de la poblacion, principalmente en el grupo que fue
tratado con el farmaco.
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Figura 23. Distribucion de las poblaciones de Daphnia magna después de 21 dias de duracién del
experimento.

10.6. Descripcién mediante modelacion matematica del comportamiento
poblacional de Daphnia magna.

El objetivo general del presente trabajo de investigacion es implementar un modelo
matematico predictivo que describa el comportamiento poblacional de Daphnia
magna, por lo tanto, se procediod a la construccion de dicho modelo, para el cual se
realizd un analisis de regresion no lineal con los datos obtenidos del ensayo cronico,
en la plataforma Rstudio con el comando "nlsfit" de la biblioteca "easynls", donde se
obtuvo la ecuacion que describe el comportamiento de la poblacion de nuestro
espécimen como se observa en la Tabla 14, el cual, presenta un comportamiento
sigmoidal, similar a la funcion logistica y la funcion de Gompertz (Figura 24), las
cuales tienen un uso tanto explicativo como predictivo, siendo este tipo de
instrumentos de andlisis, uno de los mas versatiles para la prediccion de fenbmenos
(Fiuza Pérez & Rodriguez Pérez, 2000).

Teniendo como resultado de dicho andlisis de regresion no lineal, un R? ajustado de
0.9898, presentando un buen ajuste de los datos a esta ecuacion, ademas de los
valores de los coeficientes de a, b y ¢, que corresponden a las variables
denominadas: valor de maximo crecimiento o capacidad de carga del sistema, dia
de maximo crecimiento y tasa de crecimiento intrinseca, respectivamente (Tabla
14).
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Tabla 14. Resumen de regresién no lineal del grupo control del tratamiento crénico.

Modelo
[1] “y~a*exp(-b*exp(-c*x)”
Parametros
Poblacién
Coeficiente a 341.212682
Coeficiente b 11.0555029
Coeficiente c 0.14186236
Valor p para a 0.00247051
(Prueba t)
Valor p parab 0.0066784
(Pruebat)
Valor p parac 0.0016024
(Pruebat)
R2 0.9918
R? ajustada 0.9898
y=341.21276 711055 g2 g ggqp
o /;f///
5 g1 P
o e

50
1

0 5 10 15 20 25
Dias

Figura 24. Ajuste de regresion no lineal del grupo control.

Con la ecuacion obtenida, junto con los valores de los pardmetros para cada grupo
de los respectivos tratamientos (Tabla 14), se procedio a realizar una proyeccion a
45 dias de su comportamiento poblacional, ademas de incluir los resultados de los
ensayos cronicos como se observa en la Figura 25. Donde se logra apreciar la
coincidencia que tienen los valores experimentales con los valores que se obtienen
del modelo, ademas de observar el efecto de los estresores, teniendo
desplazamientos del dia de maximo crecimiento en los grupos tratados con
microplastico y acetaminofén con respecto del control. Ademas de la disminucion
en la cantidad de poblacion maxima de los grupos tratados con los estresores.
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Teniendo diferencias significativas el grupo tratado con acetaminofén con respecto
al control (p<0.05) (Tabla 15y 16).

350
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100

NMumero de individuos

50

Comportamiento poblacional
Datos experimentales vs simulacion

4 i 12 16 20 24 28 32 36 40 44

Periodo

Exp: Datos obtenidos experimentalmente

Figura 25. Comportamiento poblacional de Daphnia magna de los 4 grupos experimentales,
comparando los datos experimentales contra los obtenidos mediante la ecuacién de Gompertz.

Tabla 15. Agrupacion de informacién utilizando el método de Tukey. Nivel de confianza de 95%

Variable
Control

* Mezcla

Microplastico
Acetaminofén
Control-Exp
Mezcla-Exp

* Microplastico-Exp

Acetaminofén-Exp

Factor N Media Agrupacién

Control 45 186.6 A
Microplastico 45 170.1 A B

Mezcla 45 141 A B
Acetaminofén 45 124.2

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes
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Tabla 16. Diferencias de las medidas

Diferencia de niveles Valor p ajustado
Mezcla — Control 0.157
Microplastico — Control 0.872
Acetaminofén — Control 0.023
Microplastico — Mezcla 0.539
Acetaminofén — Mezcla 0.866
Acetaminofén — Microplastico 0.153

Nivel de confianza: 95%

Teniendo en consideracion los resultados anteriormente mostrados, como parte de
la dinamica poblacional de nuestro espécimen se requiere visualizar el
comportamiento poblacional de cada grupo en etapas de vida, para ello, se inicio la
construccion de modelos matriciales, lo cual nos facilita la descripcion del
comportamiento poblacional y proyeccion de estas en términos de tasas vitales a
futuro. Por lo cual se clasificd los especimenes en tres etapas de vida: neonatos,
jovenes y adultos (Figura 26) (Floyd & Ranker, 1998), lo cual nos permite el andlisis
y célculo de las variables respuesta para la creacion de la matriz, la cual esta
constituida por tres columnas y tres filas para el ordenamiento de las tasas de
reproduccion y supervivencia para cada etapa de vida (Anexo 1) (Tokachil & Yahya,
2019), ademas se incluyd la capacidad de carga (K) propia de la ecuacion del
modelo de Gompertz, que define la reproduccion. El procesamiento de datos,
simulacion y manipulacion del modelo matematico se realiz6 mediante el programa
Visual Studio (2022) de Microsoft, en lenguaje C++ (Anexo 2).

Neonatos

MNeonatos —

Figura 26. Representacion del ciclo de vida de Daphnia magna clasificada en tres etapas, P es la
probabilidad de supervivencia y permanencia en la misma etapa, G es la probabilidad de
supervivencia y transicion a la siguiente etapa, y F es la fertilidad, calculada por un periodo de
observacion.
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La Figura 27 muestra la representacion gréafica de la proyeccion de la dinamica
poblacional para nuestro espécimen en el grupo control bajo las condiciones
establecidas por la normatividad mexicana (NMX-AA-087-2010, 2010),
considerando en la modelacion una capacidad de carga de 341 individuos (obtenida
del analisis de regresion no lineal), un valor de fertilidad de 6.3, es decir el nUmero
promedio de neonatos generados por hembra gravida. La estructura poblacional a
lo largo del tiempo comparte similitudes a los resultados obtenidos
experimentalmente obtenidos de los grupos control, presentando una poblacién
estable, representada en su mayoria por neonatos como lo menciona Heckmann et
al., 2007.

Grupo control
Bl Variable
—®%— Neonatos
—m—
100 ' Jovenes

—# - Adultos
|r — - Tatal

I Tl B o e o SR Ty
A

250 II|

200 I|'

150

Ndmero de individuos

B ndi et ot ol Sl el e e e
.-
P

100 -

B
r?'-"._'."'I—I'\-I-l-l-.--I--.-I—.-I—I—I—I—I—I—I

50

2 4 & 8 W 12 14 1B 1.8 20 22 24
Periodo

Figura 27. Simulacion de la dindmica poblacional de Daphnia magna del grupo control

El pronéstico de la estructura y dinAmica poblacional de los especimenes sometidos
a los tratamientos de la mezcla del microplastico con el analgésico, asi como de los
organismos expuestos solo al microplastico presentan un comportamiento similar a
la proyeccién del grupo control. Para el tratamiento de mezcla de microplasticos con
acetaminofén (Figura 28) el valor de fertilidad fue de 5.3 y para el tratamiento donde
solo se utilizé microplastico (Figura 29) fue de 6, observandose una disminucion en
el promedio de neonatos por hembra gravida en un 15y 4.1 % para los grupos
tratados con la mezcla de los contaminantes y el tratamiento de microplastico,
respectivamente.

52



Mezcla (Microplasticos - Acetaminofén)

= Variable
-T\ e . _ ~ —&#— MNeanatos
; \‘/"\‘z R Tk et =k Y Jovenas
][ —-# - Adultos

200 r —& - Tgtal

150

i

100 r

Ndmero de individuos

s P kb e e S

AP
] f""‘-"’.‘—‘l'—."—l'-.—l-".-l"l-l"ll-'l'l-.—l—.—l

2 4 L] -] 10 12 14 15 18 20 22 24

Periodo

Figura 28. Simulacion de la dindmica poblacional de Daphnia magna de los grupos tratados con la
mezcla de microplasticos (1.5 mg/L) y acetaminofén (1.25 mg/L)

Como se observa en la Figura 28 y 29 la estructura poblacional no se vio afectada
por la presencia de los estresores, en términos reproductivos la poblacion llego a
estabilizarse por los dias 11 — 12, siguiendo después un comportamiento constante
en las tres etapas de vida de Daphnia magna.
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Figura 29. Simulacion de la dindmica poblacional de Daphnia magna de los grupos tratados con
microplasticos (1.5 mg/L)

Respecto al dltimo tratamiento (Figura 30), donde sus grupos estuvieron expuestos
a 1.25 mg/L de acetaminofén, este tratamiento tuvo un valor de Ro fue de 2.87
(nimero de neonatos por hembra gravida), el cual tuvo una disminucién de 54.4 %
respecto al control, lo que generd la prolongacion de tiempo para llegar a la fase
exponencial del crecimiento poblacional de nuestro espécimen, llegando al pico
maximo por el dia 14, siendo el dia 7 en los demas grupos el pico de maximo
crecimiento.
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Figura 30. Simulacion de la dindmica poblacional de Daphnia magna de los grupos tratados con
acetaminofén (1.25 mg/L)

De la misma forma, en la Figura 31 se muestra un comparativo de la proyeccion de
los especimenes tratados con acetaminofén respecto a los que forman parte del
grupo control, por lo cual es importante destacar lo sefialado anteriormente, se
observa un desplazamiento hacia la derecha en el pico de crecimiento maximo de
la poblacién de los especimenes tratados con el analgésico, siendo el dia de
maximo crecimiento el dia 14, 7 dias después del dia de maximo crecimiento del
grupo control. La estructura poblacional se conserva respecto al grupo control y los
demas tratamientos, sin embargo, la poblacién en el grupo tratado con el farmaco
es menor respecto al grupo control en un 14% y la estabilidad de la poblacién llega
a presentarse entre el dia 18 a 19.
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Figura 31. Simulacién de la estructura y dinamica poblacional de Daphnia magna del grupo control
y del grupo tratado con acetaminofén (1.25 mg/L)

Es importante mencionar la relevancia que tuvo la adicién del parametro de la
capacidad de carga en relacion con la fertilidad para verificar la incorporacion de
neonatos a la poblacion (Coll et al., 2019), con el fin de que se logren realizar
simulaciones més realistas, al incorporarlas en los modelos matriciales, en
comparacion con los modelos que suponen una etapa de crecimiento fija, ya que al
agregar este tipo de variables a estos modelos se logra obtener una mayor
explicacion del fendmeno en cuestion y se tiene un mayor aproximacion a lo que
sucede en la realidad, como sucede en el presente trabajo, ya que las simulaciones
de todos los grupos muestran un crecimiento de tipo exponencial el cual llega a un
pico maximo para posteriormente estabilizarse. El caso que mas demuestra como
un estresor afecta la dindmica poblacional es en el grupo tratado con acetaminofén,
donde se observé una reproduccion tardia, llegando el pico de maximo crecimiento
al dia 14 en comparacion con los otros grupos que ese pico lleg6 desde el dia 7,
ademas de que presenta una disminucion del 54.4% del nimero promedio de
neonatos por hembra gravida respecto al grupo control.
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11.

Conclusiones

Se logré obtener el rango de tamafio de particulas adecuado para la
realizacion de los ensayos de ecotoxicologia aguda y cronica.

Mediante la aplicacion de la técnica estadistica del disefio de experimentos
se logr6 obtener las concentraciones subletales de microplastico y
acetaminofén considerando los resultados obtenidos de las variables
respuesta del ensayo agudo (actividad toracica, ritmo cardiaco y mortalidad).

Los efectos observados en los parametros de historia de vida de nuestro
organismo modelo durante los ensayos de ecotoxicidad crénica mostraron
similitudes con los resultados obtenidos en los ensayos agudos, donde los
grupos que fueron tratados solo con el farmaco resultaron ser los mas
afectados, mientras que los otros grupos carecieron de alteraciones
significativas respecto al control.

La estructura y comportamiento poblacional obtenido mediante el modelado
matematico bajo la funcion de Gompertz coincidié con el comportamiento de
los resultados obtenidos experimentalmente en el estudio cronico de
exposicion de Daphnia magna a los estresores durante 21 dias, presentando
en todos los grupos que la mayor proporcion de la poblacion fueron neonatos
y que el grupo expuesto al analgésico presentd un efecto de retraso en la
reproduccion y el tamafio de la poblacién.

Se logro obtener el modelo matematico mediante la regresion no lineal con
los datos obtenidos experimentalmente exponiendo a nuestro organismo
modelo a los estresores, donde se observd que el factor limitante en el
desarrollo poblacional de Daphnia magna es el analgésico, generando en los
grupos tratados con este estresor, retraso en la madurez sexual de los
dafnidos, reduccion en la natalidad lo que implicé disminucion en la totalidad
de la poblacién en comparacién con los grupos tratados con microplastico, la
combinacion de los estresores y el grupo control, teniendo como resultado
final el rechazo de nuestra hipotesis.
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12.

Perspectivas futuras

A partir de los resultados y discusiones presentadas anteriormente, las perspectivas
sobre trabajos futuros se centran en los siguientes puntos:

Identificar el tipo de interacciones quimicas que presentan los microplasticos
de poliestireno y el acetaminofén a diferentes condiciones de trabajo
ambientalmente relevantes (pH, salinidad, etc.) y su potencial efecto toxico
sobre diferentes organismos modelo.

Investigar los efectos ecotoxicolégicos de la combinacion de microplasticos
y analgésicos sobre otros organismos modelo de agua dulce y salada en
estudios de ecotoxicidad cronica.

Determinar los efectos de ecotoxicidad crénica de los microplasticos en
combinacion con otros medicamentos de alto consumo en México.
Investigar los efectos de los estresores en ambientes acuaticos a largo plazo
mediante ensayos ecotoxicoldgicos de duracién mayor a 21 dias
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Anexo 1: Tablas de modelos matriciales de los grupos
experimentales del tratamiento crénico

Tabla 17. Modelo matricial del grupo control

Neonatos 0.52
Jovenes 0 0.88 0.67
Adultos 6.3 0 0.85

Tabla 18. Modelo matricial del grupo tratado con la mezcla de los estresores

Neonatos
Joévenes 0 0.87 0.67
Adultos 5.3 0 0.8

Tabla 19. Modelo matricial del grupo tratado con microplasticos

Neonatos 0.42
Joévenes 0 0.83 0.78
Adultos 6.04 0 0.76

Tabla 20. Modelo matricial del grupo tratado con acetaminofén

Neonatos 0.26
Jovenes 0 0.58 0.39
Adultos 2.87 0 0.6
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Anexo 2: Fragmento del cddigo de programacion del modelo
matematico en lenguaje C++

int main()

{
// Neonatos Jovenes Adultos
NewPoblacion[0] = 0; NewPoblacion[1] = 0; NewPoblacion[2] = O;
Poblacion[0] = 10; Poblacion[1] = 0; Poblacion[2] = O;

MatrizProbab[0][0] = 0.9; MatrizProbab[0][1] = 0.52; MatrizProbab[0][2] = 0.0; //
Neonatos

MatrizProbab[1][0] = 0.0; MatrizProbab[1][1] = 0.88; MatrizProbab[1][2] = 0.67, //
Jovenes

MatrizProbab[2][0] = 6.3; MatrizProbab[2][1] = 0.0; MatrizProbab[2][2] = 0.85; //
Adultos

Figura 32. Fragmento del cédigo de programacién donde se colocan los valores obtenidos de cada
modelo matricial de los tratamientos cronicos

{ if (Total < Karga) { MatrizProbab[2][0] = 6.3 * (1 - (exp(-B * (exp((-C) * Total)))));

else { MatrizProbab[2][0] = 0.0; }
Total = 0;
Adultos = 0;

Jovenes = 0;

}

}

return O;

Figura 33. Fragmento del cédigo de programacién donde se escribe la ecuacion de Gompertz y el
valor de fertilidad de cada grupo experimental
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