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Resumen

Actualmente, la presencia de compuestos activos farmacéuticos (PhAC’s) en la
naturaleza ha manifestado ser un grave problema medioambiental, debido a
su ecotoxicidad a muy bajas concentraciones y su elevado consumo en hogares
y centros sanitarios.

Los ensayos ecotoxicolégicos son un modo de valorar el impacto de estos
compuestos. En el presente trabajo, utilizando las bacterias Vibrio fischeri, se
ha calculado el grado de ecotoxicidad, medido como concentracién efectiva
media (ECso), del nuevo farmaco Edaravone y del ampliamente consumido
Paracetamol, resultando para el primero de 170,10 mg/L y para el segundo de
697,34 mg/L, tras 15 minutos de exposicion. Asimismo, se ha evidenciado
experimentalmente la existencia de hormesis ecotoxicolégica en una mezcla de
ambos compuestos.

Por otra parte, se ha valorado la ecotoxicidad de Edaravone y Paracetamol en
varios organismos con ayuda de un software de prediccion que se fundamenta
en relaciones cuantitativas estructura-actividad (QSAR) y se ha realizado una
aproximacion al mecanismo de accion de ambos farmacos.

Asimismo, se han determinado experimentalmente las ECso de mezclas
binarias de Paracetamol/Edaravone, y posteriormente se han estimado
utilizando modelos predictivos tradicionales como el CA (Concentration
Addition) y el IA (Independent Action), y el modelo Integrado, IAl (Integrated
Addition and Interaction).

Finalmente, se ha propuesto un nuevo modelo basado en la ecuacion de van
Laar y se ha llevado a cabo una prediccion de la ECso de diferentes mezclas
binarias Paracetamol/Edaravone mediante un modelo de regresion lineal
multiple, ICIM (Integrated Concentration Addition with Independent Action).

Palabras clave: Ecotoxicidad, ECso, Edaravone, Paracetamol, relacién
estructura-actividad, QSAR, mezclas binarias.
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Abstract

Nowadays, the presence of Pharmaceutical Active Compounds (PhAC’s) in the
environment has proven to be a serious environmental issue because of their
ecotoxicity at very low concentrations and high consumption in households and
health centres.

Ecotoxicological tests are widely used to assess the impact of these
compounds. In this work, Vibrio fischeri bacteria have been used to measure
the degree of ecotoxicity of the new drug Edaravone and the widely consumed
Acetaminophen, as the half maximal effective concentration (ECso), resulting
values of 170.10 mg/L and 697.34 mg/L, respectively, after 15 minutes of
exposure. In addition, the presence of ecotoxicological hormesis in a mixture
of both compounds has been demonstrated.

Alternatively, ecotoxicity of Edaravone and Acetaminophen has been evaluated
in several organisms with a predictive software based on quantitative structure-
activity relationships (QSAR) and an approximation of the mechanism of action
of both drugs has been suggested.

Moreover, the ECso of binary mixtures Acetaminophen/Edaravone have been
experimentally determined, and also forecasted using two traditional predictive
models, the CA (Concentration Addition) and the IA (Independent Action), and
an integrated model, 1Al (Integrated Addition and Interaction).

Finally, a new model based on the van Laar equation has been proposed and a
forecasting of the ECso of several binary mixtures of Acetaminophen/Edaravone
using a multiple linear regression model, ICIM (Addition of Integrated
Concentration with Independent Action) has been performed.

Keywords: Ecotoxicity, ECso, Edaravone, Acetaminophen, structure-activity
relationship, QSAR, binary mixtures.
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1. Introduccion

Hoy en dia, la presencia de compuestos activos farmacéuticos (PhAC’s) en la
naturaleza ha demostrado ser un grave problema medioambiental, debido a su
capacidad de inducir efectos perjudiciales a muy bajas concentraciones tanto
en humanos como en la vida salvaje. Por otro lado, su elevado consumo en
hogares y centros sanitarios supone un anadido a este inconveniente (Ebele et
al., 2017).

Cuando hablamos de toxicidad nos referimos a la capacidad de una sustancia
guimica de inducir efectos daninos en un organismo. En cambio, cuando nos
referimos a la ecotoxicidad, ésta mide el efecto toxico resultante de la
presencia de un compuesto quimico en un ecosistema.

Normalmente describimos la ecotoxicidad en funcion del tiempo de exposicion
a la sustancia danina. Se distinguen dos clases, por un lado, la ecotoxicidad
aguda, la cual representa los efectos perjudiciales en un organismo durante un
tiempo de exposicion a un compuesto no mayor de 15 dias, por otro, la
ecotoxicidad cronica, la cual cuantifica los efectos en un tiempo que puede
oscilar entre 15 dias y anos (Peake et al., 2016).

Los ensayos estandar de ecotoxicidad son un modo de valorar el efecto
producido de los farmacos en organismos tales como algas, crustaceos o
peces. Sin embargo, también se utilizan microorganismos como bacterias. Un
ejemplo es el ensayo de inhibicion de la bioluminiscencia de la bacteria Vibrio
fischeri, el cual es ampliamente aplicado (Ortiz et al., 2014). Asi, en el presente
trabajo se han realizado bioensayos de ecotoxicidad de farmacos por medio de
este microorganismo y el equipo Microtox®, ensayo que ha sido ampliamente
validado por poseer una sensibilidad igual o superior a los test que incluyen
organismos de mayor complejidad (Abbas et al., 2018).

Por otro lado, es preciso disponer de valores numéricos que nos den una idea
del grado de contaminacion. Por tanto, existen parametros ecotoxicologicos,
como la concentracion efectiva media (ECso), que nos ayudan en ese proposito.

El ensayo Microtox® posee innumerables aplicaciones, ya que es posible
analizar ademas de los PhAC’s, un amplio rango de analitos, como pueden ser:
contaminantes atmosféricos, plaguicidas o nanoparticulas.
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Si atendemos al tipo de muestra a evaluar, se utiliza principalmente en dos
campos:

- Efluentes industriales. Microtox® ha sido validado como un test eficiente
para analizar efluentes de mdultiples industrias, ya sean del campo
farmacéutico, alimentario, textil, etc.

- Evaluacion del rendimiento de procesos de eliminacion de contaminantes
en las aguas residuales.

Una revisiobn mas exhaustiva de las aplicaciones del ensayo Microtox® se
encuentra en Abbas et al. (2018).

Enfocandonos en los compuestos activos farmacéuticos (PhAC’s),
investigadores de numerosos paises han detectado decenas de estas
sustancias y sus metabolitos en aguas residuales, superficiales, subterraneas,
etc. Esto significa que los farmacos no se eliminan en los procesos de
tratamiento y que tampoco se degradan en el medio ambiente (Hereber, 2002).

Como consecuencia, se ha considerado conveniente evaluar la ecotoxicidad del
nuevo farmaco Edaravone o Radicava® (Fig. 3.1), del cual no se tiene
constancia de que existan estudios relacionados.

Edaravone es un potente inhibidor de radicales libres y es capaz de retrasar la
disfuncién en pacientes que padecen esclerosis lateral amiotréfica (ELA). Fue
aprobado en 2017 por la FDA (Food and Drug Administration), agencia
perteneciente al gobierno de los Estados Unidos y que es responsable del
control de los alimentos y medicamentos. (NCBI, 2018)

Por otra parte, en Espana, el Paracetamol o Acetaminofén (Fig. 3.1) es el
compuesto farmacéutico mas prescrito. Su consumo en el ano 2010 fue de
1066 t/ano, casi 5 veces mas que el segundo en el ranking, el Ibuprofeno, con
219 t/ano (Ortiz et al., 2013).
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Figura 3.1. Farmacos Radicava® (Edaravone) y Paracetamol (Acetaminofén).

Asimismo, tanto Edaravone como Paracetamol poseen estructuras moleculares
similares, como veremos en posteriores apartados.

Para el caso del Paracetamol disponemos de estudios ecotoxicologicos
realizados previamente, como, por ejemplo, el de Ortiz et al., 2014. Asi pues,
una vez conseguidos los valores de ecotoxicidad para el Edaravone estaremos
en condiciones de comparar la ecotoxicidad de ambos farmacos.

Finalmente, se ha juzgado preciso estudiar la ecotoxicidad conjunta de
Edaravone y Paracetamol formando mezclas binarias, pues, como el segundo
es el farmaco mas prescrito en Espana, es muy probable que sea suministrado
de manera conjunta con el Edaravone. Ademas, el efecto conjunto de los dos
sobre los organismos podria no ser el esperado tedricamente.
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2. Objetivos

2.1.

2.2.

Objetivo general

Realizar un estudio de ecotoxicidad con Vibrio fischeri del farmaco
Edaravone y evaluar su impacto en los medios acuaticos.

Realizar un estudio ecotoxicologico de Edaravone en presencia del
farmaco Paracetamol y valorar el posible efecto sinérgico de la
mezcla binaria.

Objetivos especificos.

Llevar a cabo ensayos de ecotoxicidad por medio de cuantificacion
de bioluminiscencia con las bacterias marinas Vibrio fischeri.
Predecir la ecotoxicidad de Edaravone y Paracetamol sobre otros
organismos mediante el software EPI Suite™ (US EPA, 2012).
Predecir efectos ecotoxicolégicos de mezclas binarias Edaravone-
Paracetamol por medio de dos modelos referenciados en la
bibliografia, CA (Concentration Addition) e IA (Independent Action)
(Faust et al., 2003). Evidenciar si el modelo IAl (Integrated Addition
and Interaction) (Rider et al., 2005) mejora la prediccion de los dos
anteriores.

Proponer un nuevo modelo de prediccion apoyado en una ecuacion
tipo van Laar.

Aplicar un modelo propuesto por Qin et al. (2011), que combina los
modelos CA e IAy que esta basado en una regresion lineal multiple,
ICIM (Integrated Concentration Addition with Independent Action).
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3. Materiales y métodos.

3.1. Farmacos
3.1.1. Edaravone

Edaravone posee el nombre quimico de 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona, se
presenta como un compuesto cristalino de color blanco, conserva un punto de
fusion de 129,7°C, es soluble en algunos compuestos organicos y ligeramente
en agua.

Una vez suministrado este medicamento por via intravenosa, el 1% de la dosis
es excretada sin ninguna alteracionyentreel 71y 79,9% es eliminado en forma
de sus metabolitos, la mayoria conjugados glucuronidos y sulfatos (Cruz,
2018).

3.1.2. Paracetamol

El Paracetamol o Acetaminofén, se trata de un compuesto que cuenta con
propiedades analgésicas y antipiréticas.

Su nombre quimico es N-(4-hidroxifenil) acetamida; a temperatura ambiente se
presenta en forma de sélido blanco y cristalino, y posee un punto de fusion de

169°Cy es soluble en agua.

Tabla 3.1. Caracteristicas principales de los farmacos.

. Peso Solubilidad
Nombre Uso Estructura y formula R
comuin terapéutico molecular L9 =PIl en agua
(8/mol) (mg/L)
N_ o
\Nz’
T .
Edaravone ratamiento ‘ . 174,20 <1000
para la ELA l ”
C10H10N20
*A23°C
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Tabla 3.1. Caracteristicas principales de los farmacos (Cont.)

Nombre Uso Estructura y formula Peso Solubilidad
comun terapéutico molecular molecular en agua*

(g/mol) (mg/L)

Analgésico y { ||

N 151,16 14 000
antipirético

Paracetamol

*A23°C

Tal y como adelantamos en la introduccion, las estructuras moleculares de los
farmacos son muy similares, especialmente en lo que se refiere a los grupos
funcionales. Por ejemplo, los dos poseen al menos un atomo de nitrégeno,
grupo carbonilo y anillo bencénico. Asimismo, las dos masas moleculares son
muy parecidas.

3.2. Analisis de ecotoxicidad mediante ensayos de bioluminiscencia.
3.2.1. Materiales y reactivos

A continuacion, se incluyen una lista de los materiales utilizados:

- Lumindémetro Microtox®, Microbics Corp. Carlsbad, CA, USA.

- Cubetas para el analisis.

- Ordenador provisto del programa MicrotoxOmni™ (Software para
Windows® 95/98/NT)

- Micropipetas de volumen variable (2-20 yLy 100-1000 uL) y con puntas
desechables.

- Balanza analitica

- Tubos de ensayo de tapa roscada de 50 mL para almacenar las
muestras y soluciones de trabajo.

- Refrigerador (+4°C) y congelador (~ -20°C).

- Reactivo: bacterias Vibrio fischeri liofilizadas y congeladas.

- Agua desionizada ultrapura (Milli- Q®) para la solucion de reconstitucion
y para preparar muestras.

- Solucion de ajuste osmético (AOS): NaCl al 22% (w/v) en agua Milli-Q

- Solucion de diluyente: NaCl al 2% (w/v) en agua Milli-Q


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C8H9NO2&sort=mw&sort_dir=asc
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- Soluciones patron:
o Sulfato de Zinc heptahidratado (50 mg/L)
o Triclosan, certified reference material, TraceCERT® (Ref. 93453
SIGMA-ALDRICH) (4,8 mg/L)
- Reactivos problema:
o 1-Fenil-3-metil-2-pirazolin-5-ona (Edaravone): Pureza 99%
Sigma-Aldrich Quimica, S.L. (Ref. M70800 ALDRICH)
o Acetaminophen (Paracetamol): BioXtra, pureza 99% Sigma-
Aldrich Quimica, S.L. (Ref. A7085 SIGMA-ALDRICH)

El objetivo de emplear soluciones de sulfato de zinc y triclosan es para
comprobar el adecuado funcionamiento del equipo y la pericia del analista
(lrusta et al., 2011), puesto que la ecotoxicidad de ambas soluciones es ya
conocida. En la Tabla A.3.1y A.3.2 de los Anexos se recogen estos resultados.

Es preciso tener presente que el propio equipo se encarga de controlar la
temperatura del ensayo, que debe ser de 5°C para la cubeta del reactivoy 15°C
para el resto.

Por otro lado, las bacterias Vibrio fischeri (Modern Water Inc. USA, Ref.
AZF686018A), se han almacenado liofilizada entre -20°C y -25°C, con el
objetivo de conservar su actividad celular.

Por ultimo, el papel de las disoluciones de NaCl (2% y 22% w/v en agua MilliQ)
es de servir como medio salino y de equilibrio osmético, respectivamente.

3.2.2. Métodos.

El ensayo de bioluminiscencia se trata de una técnica basada en el estudio de
la variacion de la luz emitida por una bacteria marina bioluminiscente de
nombre Vibrio fischeri (Photobacterium phosphoreum), la cual es
extremadamente sensible a un amplio abanico de compuestos toxicos. Al
ponerse en contacto con éstos, la bacteria responde habitualmente reduciendo
su luminiscencia, es decir, la intensidad de luz emitida disminuye cuando
aumenta la concentracion de la sustancia toxica.

En el desarrollo de este TFG, se ha utilizado el ensayo Microtox®, disenado por
la empresa Strategic Diagnostic Inc. de AZUR Environmental, siguiendo el
procedimiento recomendado por esta empresa (norma ISO 11348-3), ademas
del manual de usuario. En la Figura 3.2 se muestra una fotografia del
luminémetro empleado.
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Figura 3.2. Equipo Microtox® (Fuente: http://www.instru.es)

Entre las ventajas de este procedimiento estan su fiabilidad, rapidez, bajo coste
y su elevada sensibilidad. Ademas, el equipo ocupa un espacio minimo y
requiere una cantidad exigua de muestra. Asimismo, no hay que olvidar que al
trabajar con microorganismos evitamos los problemas éticos derivados de los
experimentos con seres vivos de mayor complejidad.

Es importante senalar que todos los analisis se han efectuado para cinco
concentraciones y como minimo por duplicado. Esto Ultimo con el objetivo de
certificar la reproducibilidad y obtener intervalos de confianza dentro de unos
limites admisibles.

El nivel de ecotoxicidad se determina a partir de la concentracion efectiva
media (ECso) de la sustancia objeto de ensayo que causa una disminuciéon en
la luminosidad del 50%. Esta y otras cuestiones aparecen detalladas en el
apartado de calculos.

A la hora de preparar las disoluciones, partimos de una solucién madre con una
concentracion tal que el ECso esté dentro de los limites que marcan la solucion
mas diluida y la mas concentrada. Es necesario tener en cuenta: 1) que la
concentracion mayor no sera la de la muestra madre, ya que ésta se diluye en
un 45% al anadir las disoluciones de NaCl, y 2) que no siempre usamos la
misma solucién madre, por lo tanto, en las graficas se observaran mas de 5
concentraciones diferentes. El cambio de solucion madre en algunos ensayos
se debe al desconocimiento de la solubilidad en agua del farmaco Edaravone,
que obligd a tantear al preparar sus soluciones.

En el Anexo A.1 se detallan los pasos tomados a la hora de preparar las 5
concentraciones de farmacos antes referidas y su posterior analisis en el

luminémetro.

Con relacion a calcular las concentraciones de trabajo, el programa
MicrotoxOmni™ nos ofrece el grado de dilucion de cada muestra, por lo que

10
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una vez fijada la concentracion de la solucion madre, el programa establece las
concentraciones de las demas muestras.

Finalmente, como se ha comentado en la introduccion, en el caso del
Paracetamol contamos con la ventaja de que ya se han realizado estudios de
la ecotoxicidad previamente (Ortiz et al., 2014).

3.2.3. Calculos y errores asociados al método.

Para determinar la variacion de la bioluminiscencia de las bacterias Vibrio
fischeri en presencia de sustancias ecotoxicas, en primer lugar, se halla la
variacion relativa de intensidad luminica emitida por las bacterias, I', para cada
concentracion y tiempo de exposicion al compuesto (t), que se define (Ecuacion
[3.1]) como la relacion entre la intensidad de luz perdida y la luz emitida, I,
(medida en unidades de luminiscencia) para un instante dado (5 minutos y 15
minutos), tal y como se establece en el procedimiento de Microtox® para el test
basico, (Anexo A.1).

BR-1y, — I 1
r= o~ It [3.1]
I

Donde el término BR es el cociente entre la intensidad en el blanco (solucién
en ausencia de sustancia toxica) y la intensidad inicial, lo. EI motivo por el que
introducimos este factor de correccion es para tener en cuenta la reduccion de
luz por causas naturales a lo largo del ensayo.

Con la expresion [3.2] se puede definir el efecto ecotoxico (E) del contaminante
sobre la bioluminiscencia de las bacterias en funcién del parametro I

BRI, — I, r [3.2]
E(%) = ———%.100 = ——- 100
(%) BR -1, 1+r

Como se ha mencionado, la concentracion efectiva media ECso es la
concentracion de sustancia ecotoxica que reduce la bioluminiscencia de las
bacterias a un 50% con respecto a la inicial, lo que es equivalente a decir que
r=1.

Por otro lado, una vez obtenidos los resultados de I(C), se pueden linealizar
estos resultados de I' vs C de ecotoxico mediante una transformacion
logaritmica, y representar los datos de log I' vs log [C], obteniendo la recta de
ajuste [3.3].

11
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logl' = A-log [C]+B [3.3]

Si en [3.3] despejamos la concentracion cuando I'=1 obtenemos la
concentracion efectiva media, ECso, que viene dada por la ecuacion [3.4].

ECsy = 1075/4 [3.4]

Una vez que disponemos de los valores de ecotoxicidad a través de los valores
de la concentracion efectiva media ECso, se ha procedido a clasificar a los
farmacos seglin el Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacion y
Etiquetado de Productos Quimicos® (GHS - Global Harmonized System). Las
categorias son las siguientes:

a) Altamente toxico: ECso <1 mg L1

b) Toxico: 1 mg L1< EC50< 10 mg Lt

C) Danino para organismos acuaticos: 10 mg L1 < EC50 < 100 mg L1
d) No toxico: ECso > 100 mg L1

(*) Clasificacion adaptada del texto de las Naciones Unidas del afno 2011.

Por ultimo, existe un parametro llamado Unidades de Toxicidad (UT) definido
por la expresion [3.5], proporcionado por el software de analisis de
MicrotoxOmni™, que es muy util para detectar una posible desviacion de los
valores de toxicidad habituales cuando existe un gran volumen de muestras,
como puede ser el caso de una planta de tratamiento de aguas residuales. En
la Tabla 3.2 se muestra la clasificacion ecotoxicologica basada en Unidades de
Toxicidad.

100 [3.5]
UT = ——
EC50(%)

Tabla 3.2. Clasificacion por Unidades de Toxicidad (UT).
(Fuente: Manual de operacion Microtox®).

ECso* uT Clasificacién

<25% >4 Muy toéxico
25-50% (2-4) Toxico
51-75% (1,33 - 1,99) Moderadamente toxico
76-99% (1,32 -1,01) Ligeramente toxico
>100% <1,00 No téxico

(*) ECso expresado en % (w/w) respecto a la disolucion mas concentrada del ensayo.
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En relacion con los errores cometidos en las determinaciones de los valores de
ECso mediante el método Microtox®, el intervalo de confianza del log (ECso),
para un nivel de confianza del 95%, puede hallarse con la ecuacion [3.6].

—2
1 log I —logTl’
log ECso £ t(o.025n-2)" S [|1+ N + <( gﬂ) g )2>] [3.6]
Y¥(logT —logT;)
Donde:
ECso: Concentracion efectiva media (mg/L).
t(0.025, N-2): Valor de la distribucion t de Student para un nivel de confianza
del 95% y N-2 grados de libertad.
lEcs0: Valor de I para la concentracion efectiva media. (Es decir,
Mecso=1. Por tanto, log(Iecs0)=0).
log I': Media de todos los valores log I
[ I'para un ensayo i.
N: Numero total de ensayos. (Todos los realizados para obtener la
recta de regresion).
S2; Varianza residual, que es calculada con ayuda de la ecuacion
[3.7].
1 - [Z"’(logl‘—logl‘-)-(logC—logC-)]2
S22 = [— [Z(log C —log C)? - ! ~ = > - [3.7]
v-2l|4 i(log T ~log I})
Donde
log C: Media de todos los valores de (log Ci)
Ci: Concentracion de muestra para un ensayo i (mg/L)

Finalmente, en relacién con determinar el intervalo de confianza de los puntos
de la curva Concentracion-Efecto se ha realizado igualmente con ayuda de la
distribucion t de Student.
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3.3. Estimacion de ecotoxicidad mediante el software ECOSAR™

Otra forma de estimar la ecotoxicidad acuatica cuando no se dispone de datos
experimentales puede realizarse con ayuda del médulo ECOSAR™ (v1.11) del
software EPI Suite™, desarrollado por la Agencia de Proteccion Ambiental de
los Estados Unidos con el objetivo de predecir la ecotoxicidad en medios
acuaticos en los casos en los que no se dispone de datos experimentales (US
EPA, 2012). En efecto, es capaz de estimar propiedades fisicas y quimicas,
junto con las medioambientales. Para conseguirlo, se vale de un modelo
cuantitativo de relacion entre estructura y actividad (QSAR).

ECOSAR™ se fundamenta en la semejanza en la estructura molecular del
compuesto con otros cuyas propiedades ya se han obtenido
experimentalmente. Asi pues, los calculos se apoyan en el coeficiente de
particion octanol/agua, Kow, Y €l peso molecular, MW. Estimando Kow
obtenemos ecuaciones de regresion que relacionan este coeficiente con la
ecotoxicidad. Para facilitar su tarea, ECOSAR™ trabaja con 130 fragmentos o
grupos funcionales, tales como aldehidos, amidas, anilinas, etc. Cada uno
posee su propia dependencia entre Kow /MW y ecotoxicidad.

A continuacion, se van a describir brevemente los pasos tomados a la hora de
estimar los parametros ecotoxicol6gicos con este software.

En primer lugar, al abrir el programa EPI Suite™ nos encontramos la pantalla
de la Figura 3.3, por medio de ésta accedemos al médulo ECOSAR™,

Shunare Output Fugacity sTP Help

EPI Suite - Welcome Screen

Functions Batch Mode

PhysProp | Previous

GetUser |  Savelser |  SearchCAS | Clear Input Fields

[& calculate

Output
" Full
ADPWIN

Input CAS # \ & Summary
l KOWWIN : Input Smiles: I

BIOWIN

- 4 Input Chem Name: [

MPBFYVP

o < Name Lookup

WSKOW
WALERNT Henry LT atmar fmole Water Solubility: | mg/L
HENFYRIN, Melting Point [ Celsius Vapor Pressue: | mmHg
KOAWIN . ]
S Boiling Point: | Celsius Log Kow: —
— River Laks
Water Depth: 1

HYDROWIN

. . windVelecity: | 5] 0.5 me -
:IED:':::N CumentVelocity:| 1| 005 meters/sec
ECOSAR
EFI Links

Figura 3.3. Pantalla de inicio de EPI Suite™.

14



Materiales y métodos @

ESCUELA DE INGENIERIAS
Universidad deValladolid INDUSTRIALES

Ecosarvl 11

File Edit Functions BatchMode ShowStructure Special Classes  Help

Clear Screen | Previous | GetUser | Save User PhysProp Calculate

Enter SMILES:
DRAW |

Enter NAME:

NamelLookup
CAS Number: l:l User Entered Values:

CAS Input
water Solubility mg/l): [ |
Chemical D 1: [ | Melting Point (deg C): | |

Mol Wt [special use only]: l:l

ECOSAR cannot be used for all chemical substances. The intended application domain is
organic chemicals. Inorganic and arganometallic chemicals as well as polymers and other
substances with average Myw>1000 are outside the domain.

Importantinformation on the performance, development and application of ECOSAR can be
found under the Help Menu atthe top of the ECOSAR Main Menu.

Figura 3.4. Pantalla de inicio del médulo ECOSAR™,

Una vez dentro de ECOSAR™ (Figura 3.4), debemos introducir al menos un dato
de la sustancia a estimar, que puede ser en forma SMILES, su nombre, su
nimero CAS o su ID quimico. Ademas, si disponemos de valores
experimentales, como la solubilidad o la Kow, l0s podemos anadir para una
estimacion mas exacta, aunque en algunos casos el programa dispone de ellos
en su base de datos.

Una vez se obtenga la hoja de resultados, el primer grupo de compuestos que
distingue ECOSAR™ es el de aquellos cuyo mecanismo de accion se basa en la
narcosis simple y los denomina Neutral Organic SAR. Una parte de los
resultados se ofrecen partiendo de esta suposicion.

El segundo grupo de compuestos que aparecen en de ECOSAR™ recibe el
nombre de Compuestos Organicos con Exceso de Toxicidad. Poseen esta
caracteristica debido a que su mecanismo es distinto al anterior, se trata de un
modo mas especifico de actuar, éstos se organizan en fragmentos o clases
SAR, como, por ejemplo, fenoles o amidas. Igualmente, se muestran los
resultados partiendo de esta hipotesis.

Existe un tercer grupo, que es el de sustancias surfactantes, pero no es de
interés en nuestro caso particular, ya que ninguno de los compuestos con los
que se ha trabajado pertenecen a ese grupo.

Finalmente, los resultados estimados por ECOSAR™ se clasificaran atendiendo

al Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacion y Etiquetado de Productos
Quimicos (Naciones Unidas, 2011).
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3.4. Estimacion de la concentracion efectiva media (ECso) en mezclas
binarias
3.4.1. Introduccion a los modelos predictivos en mezclas.

Los organismos acuaticos no suelen estar expuestos a un solo tipo de
compuesto, sino que coexisten con mdultiples compuestos a la vez. Sin
embargo, en la mayoria de las ocasiones no es factible medir la ecotoxicidad
global, por lo que los ensayos se efectlan tipicamente para una Unica
sustancia. Una alternativa habitual es predecir la ecotoxicidad global a partir
de las ecotoxicidades individuales de los componentes con ayuda de modelos
matematicos (Backhaus et al., 2000).

Partiendo de las curvas Concentracion-Efecto de las sustancias individuales, la
concentracion de un componente, cj, en una mezcla puede formularse en
funcion de la fraccion masica w; del compuesto en la mezcla de concentracion
Cmix, lUEEO C=W;*Cmix. POr consiguiente, la concentracion total de la mezcla Cmix
que implica un efecto del 50% seria la (ECso)mix, la cual se estimara a
continuacion de acuerdo con varios tipos de modelos predictivos.

El primer modelo (CA, Concentration Addition) asume que todos los
componentes de la mezcla poseen el mismo mecanismo de accion, que
intervienen fisioldgicamente en el mismo sitio y que no interaccionan entre si.
Este modelo esta generalmente aceptado como una solucion para el analisis
de toxicidad en mezclas (Altenburguer et al., 2000).

El segundo (IA, Independent Action) se fundamenta en lo opuesto al anterior,
es decir, cada farmaco actda en un lugar fisiolégico que no ha sido afectado
por el resto y que la forma de actuar de cada uno es diferente. Comparte con
el modelo CA la suposicion de que los componentes no interaccionan entre si.
(Faust et al., 2003).

Estudios experimentales, con bacterias luminiscentes y algas en mezclas de
sustancias de las que se conocia el mecanismo de accion, han demostrado que
tanto el modelo CA como el IA son validos si se cumplen sus respectivas
hipotesis (Altenburguer et al., 2004).

No obstante, los efectos ecotoxicos en las bacterias son mucho mas
complicados, es posible que existan modos de accidon secundarios que no
estén considerados por estos dos modelos. Asimismo, se ha demostrado que
si existen interacciones que influyen en la toxicidad global (Rider et al., 2005).
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Los dos modelos mencionados son los mas comunes a la hora de predecir la
ecotoxicidad, pero su mayor limitacion reside en su suposicion de que todos los
modos de accion de los componentes son similares (CA) o que son diferentes
(IA). Sin embargo, en la practica nos encontramos que una mezcla esta
constituida por diversos compuestos que no tienen por qué poseer el mismo
mecanismo de accion (Olmstead and LeBlanc, 2005).

Siguiendo esta linea, algunos autores construyen modelos que integran los dos
tradicionales con el objetivo de evaluar la ecotoxicidad de una forma mas
precisa. Un ejemplo, que aplicaremos mas adelante, es el desarrollado en Rider
et al. (2005) y Olmstead and LeBlanc (2005), el modelo IAl (Integrated Addition
and Interaction Model). En este modelo se combinan los conceptos de CA e IA:
Las sustancias que presentan el mismo mecanismo de accion se asignan a un
grupo y se calcula su ecotoxicidad global por medio del modelo CA. Por otro
lado, la ecotoxicidad de los compuestos que presenten distintos mecanismos
se estima mediante el modelo IA (Olmstead and LeBlanc, 2005).

Mas recientemente, el modelo ICIM (Integrated Concentration Addition with
Independent Action) (Qin et al., 2011) aprovecha los valores de los modelos CA
e IA, es decir, los integra por medio de una regresion lineal maltiple (MLR), un
rasgo diferencial respecto a los modelos mencionados hasta el momento.
Asimismo, para evaluar los resultados, se realiza una validacion cruzada, una
técnica muy comun en el desarrollo de modelos de inteligencia artificial.

Por ultimo, sabemos que es posible predecir las propiedades de una fase
liquida mediante correlaciones de coeficientes de actividad, con la condicion
de que dispongamos de datos experimentales para hallar los llamados
parametros de interaccion binaria, los cuales estan presentes en estas
correlaciones (Henley and Seader, 1990). De este modo, estableciendo una
analogia con los equilibrios liquido-vapor, se propone un nuevo modelo
predictivo basado en una ecuacion tipo van Laar, que corrige una ecuacion
lineal similar a la ley de Raoult, pero en este caso con “coeficientes de actividad
ecotoxicologica”.

3.4.2. Modelo CA (Concentration Addition).

La concentracion efectiva media de una mezcla binaria, de acuerdo con el
modelo CA, (ECso)mix.ca, S€ Obtiene a partir de los valores experimentales de las
concentraciones efectivas medias individuales de sus componentes, (ECso)j exp,
y de las fracciones masicas de cada farmaco en la mezcla, wj, de acuerdo con
la expresion [3.8].
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(ECsomixca = z(E ) 3]
Csp j.exp
Donde:
wj: Fraccion masica del compuesto j (adimensional).

(ECso)mixca:  Concentracion efectiva media de la mezcla binaria predicha por
el modelo CA (mg/L).

(ECs0);,exp: Concentracion efectiva media individual del compuesto j, medida
experimentalmente (mg/L).

3.4.3. Modelo IA (Independent Action).

Segln el modelo IA, el efecto ecotoxicolégico total de una mezcla binaria, en
tanto por uno, con una concentracion cmix posee la siguiente forma:

2
Eem) =1- | [(1-E(e)) [3.9]
j=1

Como ya se ha mencionado, los efectos individuales Ej(c;) pueden enunciarse
en funcion de las fracciones masicas de estos compuestos en la mezcla
Ej(wj*cmix). Si imponemos la condicion de que el efecto global de la mezcla sea
el 50%, esto implica que la concentracion total de farmacos en la mezcla a la
que sucede esto, para este modelo, sera cmix=(ECs0)mix,a-

De ahi se deduce finalmente:
2

05=1- 1_[ (1= E(w; - (ECs0)mix.a) ) [3.10]

j=1

No es posible obtener (ECso)mixia de forma explicita, por tanto, se aproximara
por métodos iterativos (Faust et al., 2003).

Por otro lado, la funciébn Concentracion-Efecto experimental de cada

componente E; ( ) se ajusta habitualmente a una distribucion de Weibull, Fj(c)),
ecuacion [3.11] (Villa et al., 2014).

Fi(cj) =Ej(c;)=1—exp (—exp (a +pB- log(c]-))) [3.11]

Donde ay B son parametros del modelo, cj es la concentracion de una especie
individualmente y E;j es el efecto inhibitorio causado por ésta, en tanto por uno.
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Nota: de ahora en adelante reservamos el subindice j=1 para el farmaco con
mayor ECso (menos ecotoxico), en este caso el Paracetamol.

3.4.4. Modelo IAI (Integrated Addition and Interaction)

Como se ha mencionado, en los dos estudios de Olmstead and LeBlanc (2005)
y Rider et al. (2005) se desarrolla un modelo que combina los conceptos de los
dos modelos predecesores, CA e IA, dando como resultado el modelo Al
(Integrated Addition and Interaction).

En primer lugar, de manera analoga a como se ha procedido en el modelo IA,
ajustamos las curvas Concentracion-Efecto de cada componente j. La ecuacion
de ajuste en este caso tendra la forma de la expresion [3.12]

1

((ECso),-,exp)” / [3.12]

G

Ei(q) =
1+

Donde p; es la pendiente de la curva sigmoidal Concentracion-Efecto del
compuesto j. Para hallar el valor de la pendiente, linealizamos la funcién [3.12]
tomando logaritmos decimales. La funcion lineal resultante viene dada por la
ecuacion [3.13].

1 3.13
log (m> = —pj - 10g((ECs0)jexp) + p - log(c;) [3.13]

Como resultado de integrar las expresiones [3.8] y [3.9], obtenemos la
ecuacion del modelo 1Al [3.14] (Olmstead and LeBlanc, 2005).

1 [3.14]

1- 1

| 1+

(S o)
| jzl(ECSO)j,exp ®

E(Cmix) =1-

1w

Donde p' es la media de las pendientes de los compuestos del grupo asociado
al modelo CA, pero como Unicamente tenemos dos componentes en la mezcla,
ésta representa la pendiente individual de un compuesto, pj- Enotras palabras,
al ser una mezcla binaria disponemos de una sustancia por grupo.
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Asimismo, sabemos que Cj=W;*Cmix Y que Cmix=(ECs0)mixiai cuando E(Cmix)=0,5.
Con lo cual, la expresion [3.14] se transforma en la [3.15]

| \ |

1 1
05=1—|1- — 1 1- — 1 [3.15]
k . ( ( 50)1,exp ) ) k - ( ( 50)2’exp ) )
W1 (EC50)mix,IAI W2 (EC5O)mix,1A1

Finalmente, se obtiene (ECso)mixiai por métodos iterativos para una mezcla
binaria de fraccion masica w;,

3.4.5. Modelo van Laar a partir de coeficientes de “actividad
ecotoxicolégica”

Haciendo una analogia con la ley de Raoult, que rige el equilibrio liquido-vapor
en soluciones ideales, planteamos la ecuacion [3.16] con la que seria posible
predecir la ecotoxicidad de una mezcla binaria ideal (representado aqui como
(ECs0)mix™) con una fraccion masica w;del componente j:

[3.16]

*

2
(EC50)ix = ]Zi (Ecso)j,exp "W

Sin embargo, se sabe que la ecotoxicidad de una mezcla binaria no sigue un
comportamiento ideal. En consecuencia, si queremos predecir el
comportamiento real, es inevitable realizar una correccion de esta desviacion.
Analogamente a como se hace en la ley de Raoult, en este trabajo se van a
proponer unos coeficientes de “actividad ecotoxicolégica”, yi' que transformen
la expresion [3.16] en la [3.17] para determinar la concentracion efectiva
media real siguiendo un modelo tipo van Laar, (ECso)mix,vL.

2
(ECs0)mixyL = Z(ECSO)j,exp 'V]{ "W [3.17]

j=1

Entre las correlaciones candidatas a ajustarse a nuestros datos experimentales
de ecotoxicidad se encuentra la de van Laar, en la que para una mezcla binaria
los coeficientes de actividad de los dos compuestos vendrian dados por las
ecuaciones [3.18] y [3.19].

Az Wy 2 [3.18]
A Wy + A3 Wy

In(y1) = A,
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A 2 3.19
ln(Vﬁ) = Ay 1271 ] [ ]

A wy + Ay wy

Donde:

A12y A2i: Parametros de interaccion binaria, a determinar. En la practica
los hallaremos realizando un ajuste por minimos cuadrados con
tres datos experimentales de ecotoxicidad. Es decir, se minimiza
la suma de errores cuadraticos entre [3.16] y [3.17]. Consultar
Anexo A.D.

Y1 Coeficiente de actividad “ecotoxicolégica” en la ecuacion tipo van
Laar del compuesto 1.

Y, Coeficiente de actividad “ecotoxicolégica” en la ecuacion tipo van
Laar del compuesto 2.

Wiy Wy Fracciones masicas del componente 1y 2, respectivamente.

Entre los motivos por los que hemos elegido la ecuacion de van Laar estan su
flexibilidad y su amplio rango de validez para un gran nimero de sistemas.
Asimismo, su uso esta muy extendido en el terreno practico (Henley and
Seader, 1990).

3.4.6. Modelo ICIM (Integrated Concentration Addition with Independent
Action)

El modelo ICIM fue propuesto por Qin et al. (2011) a raiz de la falta de criterios
a la hora de elegir entre un modelo tradicional u otro, ya que la mayoria de las
ocasiones no se conoce el modo de accion de los componentes.

Se trata de una alternativa basada en una regresion lineal multiple donde la
concentracion efectiva media (ECso)mixicm de cada mezcla es la variable
dependiente y las respectivas concentraciones efectivas medias obtenidas de
los modelos CA e IA son las dos variables independientes. Matematicamente,
el resultado de esta afirmacion se expresa, tomando logaritmos decimales, en
la ecuacion [3.20]

log ((ECso)mixicim) = bo + by log ((ECs0)mix,ca) + bz 1og ((ECs0)mix,1a) [3.20]

Donde bo, b1y b2 son los coeficientes de regresion.
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Puesto que ya disponemos de los valores de concentracion efectiva media para
los modelos CA e IA, el siguiente paso es ajustar el nuevo modelo a N datos
experimentales, para ello realizamos un ajuste por minimos cuadrados,
analogo al efectuado para la ecuacioén tipo van Laar.

Para el modelo ICIM la Funcién Objetivo (FO) viene dada por la expresion [3.21].

[3.21]

N
, 2
FO = MIN | > (iog ((ECso)mixexp) = 10g ((ECso)mixscin))

i=1

En resumen, se minimiza la ecuacion [3.21] variando los tres coeficientes de
regresion.

La segunda parte del procedimiento consiste en realizar una validacion interna
por medio del método de validacién cruzada dejando uno fuera (leave-one-out
cross-validation, LOOCV). La validacion cruzada se fundamenta en juzgar si el
modelo garantiza la prediccion de puntos que no se han empleado para realizar
el ajuste y se efectla dividiendo la muestra en subconjuntos (James et al.
2013).

LOOCV se fundamenta en dividir una muestra de N observaciones en dos partes
en cada iteracion: una parte de entrenamiento (N-1 observaciones) y otra de
validacion (1 observacion). El objetivo es que el modelo “aprenda” en la parte
de entrenamiento y que se evalle el error cometido con la muestra restante.

A continuacion, aplicamos para los N-1 observaciones de entrenamiento la
ecuacion [3.21], calculamos los coeficientes de regresion bo, b1 y b2 para esas
N-1 observaciones, y por medio de la expresion [3.20] predecimos la
concentracion efectiva media para el punto restante, es decir, determinamos
el error cometido. Asi, se ejecutan N iteraciones para los N puntos de la muestra
Ver Figura 3.5.
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Figura 3.5. Esquema del método LOOCV.
(Fuente: https://commons.wikimedia.org/)

Con relacion al error de una iteracion i, éste se calcula por medio del error
cuadratico medio (MSE), siendo el error global de la validacion, CV, el promedio
de los errores cometidos (Ecuacion [3.22]).

N N
1 1 , )
V= Nz MSE; = ﬁz((ECSO)mix.exp — (ECso) mix,ICIM)i [3.22]
i=1 i=1
Donde (ECSO)’mixICIM es la concentracion efectiva media teniendo en cuenta

todas las observaciones excepto una, hallada a través de la expresion [3.20].

Por otro lado, ademas de realizar el ajuste de las N=7 observaciones y su
posterior validacion cruzada, se ha efectuado otro modelado, pero en esta
ocasion teniendo en cuenta solo 3 observaciones, a partir de las cuales se
busca encontrar un modelo de prediccion para cualquier mezcla binaria no
experimentada; es decir, se aplicaria el modelo ICIM como un modelo de
prediccion que requiere una minima experimentacion. A este Gltimo modelo lo
denotamos como ICIM(3) y consiste en realizar un ajuste a fracciones masicas
de Paracetamol de w1=0,05; w1=0,53; y w1=0,95. La raz6n por la que tomamos
estas 3 fracciones masicas es que abarcan todo el rango de w;(0,1).

Finalmente, se ha validado estimando la concentracion efectiva media del resto
de las observaciones (w1=0,20; w1=0,375; w1=0,77 y w1=0,85). Es decir, se
compara la concentracion efectiva media experimental de estas 4 Ultimas
fracciones masicas con la estimada mediante el ajuste a las fracciones
masicas de w1=0,05; w1=0,53; y w1=0,95.

23



Materiales y métodos @

ESCUELA DE INGENIERIAS
Universidad deValladolid INDUSTRIALES

Los procedimientos asociados a los modelos ICIM e ICIM(3) y se presentan en
la Figura 3.6. Es preciso destacar que los pasos a y b se han realizado
previamente en el apartado dedicado a los modelos CA e IA.

Datos
experimentales

Componentes de
las mezclas

Curva Efecto-Concentracién
de los componentes

b
\ 4

[ Modelos CA e IA Nsa
c| N=7
Y Y
N=7 Modelo ICIM j Modelo ICIM(3) €=
d d’
\ 4

\ 4
N=6 Validacion interna Validacion modelo | N=4
(LOOCV) ICIM(3)

Figura 3.6. Esquema de los modelos ICIM e ICIM(3).
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4. Resultados y discusion.
4.1. Ecotoxicidad individual de Edaravone y Paracetamol.
4.1.1. Determinaciones mediante Microtox®.

En la Figura 4.1 se muestran los resultados ecotoxicolégicos obtenidos para el
farmaco Edaravone partiendo de soluciones madre de 400 y 600 mg/L,
siempre atendiendo a la solubilidad del compuesto, y para tiempos de
exposicion de 5y 15 minutos.

CH
Edaravone Oy
N—N
N O
60
S 71
R 40 s+ ECp 15 min:
2 i1 170,10 mg/L @5 min
(] .« o
o 20 R 15 min
ECso 5 min: ¢ ¢
1 158,17 mg/L:
0 ’J_ J: g/L: 2
0 50 100 150 200 250 300

-20
Concentracion (mg/L)

Figura 4.1. Curva Concentracion-Efecto del farmaco Edaravone.

Como se observa en la Figura 4.1, las dos curvas varian levemente para los dos
tiempos de ensayo, esto significa que la emision de luz continda decreciendo
después de 5 minutos. Este fendmeno ocurre para todos los experimentos con
Edaravone, es consecuencia de que cada compuesto quimico afecta de
diferente forma a los microorganismos, ya que los mecanismos de accion en
éstos difieren también.

En algunos casos, el efecto sobre la luminosidad es suficiente para t=5 min, en
otros es necesario disponer de los resultados a los 15 minutos, para una mayor
fiabilidad. Se han realizado todos los ensayos para estos dos tiempos, tal y
como se recomienda en el manual del equipo.

En la Figura 4.2 se presentan los resultados obtenidos de ' para diferentes

concentraciones del farmaco Edaravone, una vez linealizados éstos mediante
la transformacion logaritmica propuesta en la ecuacion [3.3].
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CHs
Edaravone ~r

N—N
8
0,00
0,00 05 1,00 1,50 2,50 3,00

050 y=0,9712x - 2,1358
c R? = 0,9832 _
00 ®5 min
< 1,00 .

- Y = 1,0979x - 2,4491 15 min

R2=0,9779
-1,50 4
-2,00
log (C)

Figura 4.2. Curva log I vs log (Concentracion).

A partir de la Figura 4.2. realizamos una interpolacion lineal para log(lN=0 (es

decir, =1, que se corresponde a la concentracion C=ECsp), tal como

explicamos en el apartado de calculos, obteniendo los siguientes resultados:
myg

m
ECso(15 min) = 170,10 Tg

Dando como resultado los siguientes intervalos de confianza, para un nivel de
confianza del 95%:

= 5 minutos: ECs0 €[117,23 - 213,42] mg/L.
= 15 minutos: ECs0 € [125,82 - 229,97] mg/L.

Calculados con ayuda de las ecuaciones [3.6] y [3.7].

Con respecto a las Unidades de Toxicidad (UT), se hallan por medio de la
ecuacion [3.5]

UT(5min) = - 0 -
min) = ECso(%) (M) * 100 -
270 mg/L
UT (15 min) = 100 100 = 1,59
(15 min) = p—rs = (M) £100
270 mg/L
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Segun el criterio de clasificacion propuesto en la Tabla 3.2, Edaravone estaria
incluido en el grupo de compuestos “moderadamente toxicos”.

En relacion con el Paracetamol, en las Figuras 4.3. y 4.4. se grafican los

resultados para soluciones madre de concentracion 2000 mg/L, siempre
atendiendo a la solubilidad del compuesto.

H
N,

Paracetamol /@/ \H/C”f’
80 HO 0
60
S ECs, 15 min:
° 697,34 mg/L
3] 40 ® 5 min
QL
- ® 15 min
20 :
ECso 5 min: ¢
0 583,78 mg/L:
0 200 400 600 800 1000

Concentracion (mg/L)

Figura 4.3. Curva Concentracion-Efecto del farmaco Paracetamol.

H
Paracetamol /Q/NYCHS
HO

0,40
0,20

0,00
10,200,00 1,00 2,00 3,00 4,00

-0,40 y=1,1983x - 3,3148
0,60 R?=0,9713
-0,80
-1,00
-1,20
-1,40

®5 min

log ()

o ® 15 min

y =1,3465x - 3,8287
R?*=0,9885

log (C)
Figura 4.4. Curva log I vs log (Concentracion).

Analogamente al Edaravone, las concentraciones efectivas medias resultantes
serian:

ECso(5 min) = 583,78 9

mg

ECs0(15 min) = 697,34 —
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Dando como resultado los siguientes intervalos, para un nivel de confianza de
95%:

= 5 minutos: ECso0 € [392,23 - 868,88] mg/L.
= 15 minutos: ECso € [466,54 - 1042,33] mg/L.

Igualmente, calculados con ayuda de las ecuaciones [3.6] y [3.7].

Por otro lado, como se ha realizado para Edaravone, aplicamos la ecuacion 3.5
con el fin de determinar las Unidades de Toxicidad (UT).

_ 100 100
UT(min) = g = (583,78 mg/L) 100 1,54
900 mg/L
_ 100 100
UT (15 min) = ECoa (%) (697,34 mg/L) oo = 1,29
900 mg/L

De acuerdo con el criterio de clasificacion propuesto en la Tabla 3.2, el
Paracetamol perteneceria al grupo de compuestos “moderadamente téxicos”
para t=5 minutos y de “ligeramente toxicos” para t=15 minutos.

Tanto en la curva log I vs log (C) del Edaravone como en la del Paracetamol se
observa un aumento de la dispersion de los resultados a medida que se reduce
la concentracion, esto se debe a los errores relativos de pipeteo, que se hacen
mas notables en las disoluciones mas diluidas.

No se tiene constancia de que existan estudios ecotoxicologicos previos del
farmaco Edaravone para la bacteria Vibrio fisheri, por tanto, no es posible
realizar una comparacion con otros resultados. De acuerdo con el Sistema
Globalmente Armonizado de Clasificacion y Etiquetado de Productos Quimicos
(GHS), Edaravone se incluiria en la categoria de “No toxicos” (ECs0>100 mg/L).

Con relacion a estudios ecotoxicologicos previos del Paracetamol, Ortiz et al.
(2014) obtienen resultados muy similares a los nuestros. Asimismo, también
clasifican al farmaco como “No toxico”, al poseer una ECs50>100 mg/L,
atendiendo al criterio de clasificacion GHS.

Finalmente, cabe destacar que estos valores de ecotoxicidad individual son

imprescindibles para calcular posteriormente las ECso esperadas en mezclas
binarias de estos dos farmacos.
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4.1.2. Estimacion mediante ECOSAR™

A continuacién, se presentan los resultados de ecotoxicidad predichos por el
software ECOSAR™ para los farmacos Edaravone y Paracetamol. Es necesario
destacar que ECOSAR™ no permite estimar ecotoxicidades de mezclas, sino
Unicamente de especies puras.

Tabla 4.1. Resultados de ecotoxicidad para Edaravone y Paracetamol predichos por

ECOSAR™,
Parametro de ecotoxicidad (mg/L)
Aguda Cronica
LCso Fish LCso ECso Chv Chv Chv
(96 h) Daphnid Green Fish Daphnid | Green
Compuesto (48 h) Algae Algae
(96 h)
Edaravone 44,754 26,766 24,710 4,651 3,016 7,264
Paracetamol 3000,054 | 1477,661 | 611,425 | 247,963 | 97,009 | 116,66

Los valores de la Tabla 4.1. se han extraido de la hoja de resultados de
Edaravone y Paracetamol, Tablas A.2.1 y A.2.2 del Anexo A.2

Como se aprecia en la Tabla 4.1. los valores de ecotoxicidad entre los dos
compuestos difieren enormemente para todos los organismos de estudio. Esta
variacion es mucho mas marcada que en el caso experimental con las bacterias
Vibrio fischeri

Ademas, se consigue una mayor semejanza ecotoxicologica con las algas
verdes. En el estudio de lrusta et al. (2011) se evalla la ecotoxicidad de 27
compuestos activos farmacéuticos y de higiene personal (PPCPs) a nivel
experimental y predictivo, la mayor correlacion que obtiene es al comparar
valores experimentales (Vibrio fischeri) con QSAR (algas verdes), por lo que
concuerda con nuestro resultado.

Asimismo, para ambos compuestos se manifiesta un aumento de la
sensibilidad del organismo a medida que éste desciende en complejidad
(Peces>Daphnia>Algas verdes), resultando las algas verdes las mas sensibles
a los farmacos, al igual que en la publicacion de Irusta et al. (2011) para el
Paracetamol. En el caso del farmaco Edaravone no se dispone de trabajos
previos que nos permitan contrastar los resultados.
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Si clasificamos a ambos compuestos seglun el criterio establecido por el
Sistema Globalmente Armonizado de Clasificacion y Etiqguetado de Productos
Quimicos (GHS) (Naciones Unidas, 2011), se concluye que Paracetamol se
incluiria en el grupo de “No toxicos”, que coincide con el determinado
experimentalmente. Edaravone perteneceria a la categoria de “Danino para
organismos acuaticos”, que no concuerda con el calculado en el ensayo de
bioluminiscencia. En lrusta et al. (2011) se menciona que esta discrepancia en
las categorias entre los datos experimentales y predictivos puede deberse a
que no se han contemplado otros factores, como la concentracion de estas
sustancias en el medio acuatico.

A la vista de los resultados de las Tablas del Anexo A.2 y los datos
experimentales sobre Vibrio fischeri (organismo mas semejante), se ha
supuesto que los farmacos actian por medio de la narcosis simple no polar
(Neutral Organic SAR), este mecanismo esta referido a la linea base de
toxicidad o a la toxicidad minima. Se entiende como narcosis simple no polar
a la pérdida reversible de la conciencia inducida por un compuesto quimico
(Mayo et al., 2017), en cambio los compuestos narcéticos polares presentan
una toxicidad por encima de la minimay estan caracterizados por tener enlaces
de hidrégeno (Verhaar et al., 1992).

Es necesario destacar que, en el caso del Paracetamol, la narcosis simple viene
respaldada por estudios QSAR de Ortiz et al., 2014, pero para Edaravone no
disponemos de trabajos previos, por lo que se planteara la hipétesis de que su
medio de accion es también la narcosis simple.

Asimismo, comprobaremos si los supuestos han sido correctos, apoyandonos
en dos ecuaciones QSAR desarrolladas por Vighi et al. (2009), que estiman la
respuesta de dos modos de accion en la bacteria Vibrio fischeri: narcosis simple
(ecuacion [4.1]) y narcosis polar (ecuacion [4.2]), para t=15 minutos. En ambas
expresiones, la concentracion efectiva media viene dada en mmol-L-1.

1 [4.1]
log| =—=—— | = 0,94 - log(K,,,) — 2,61
ECSO,narc

R? = 0,92

1 [4.2]
log| =—=—— | = 0,502 - log(K,,,) — 0,294
ECSO,polar

R?>=10,82
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Donde:
ECs0 nare: Concentracion efectiva media en Vibrio fischeri si el mecanismo

de accion fuera la narcosis simple [=] mmol-L-1
ECs0 potar: Concentracion efectiva media en Vibrio fischeri si el mecanismo
de accion fuera la narcosis polar. [=] mmol-L1

Cabe destacar que las dos ecuaciones dependen de lo fiable que sea el valor
del coeficiente de particion octanol/agua, Kow. En el caso del Edaravone no
existen datos experimentales, por lo que lo estimamos por medio del software
ECOSAR™,

Con relacion a comparar cuanto se aleja cada farmaco de la linea base, que
seria el efecto toxico minimo o efecto narcético, se calcula el llamado ratio de
toxicidad, TR (Vighi et al., 2009) que para la harcosis simple viene dado por la
ecuacion [4.3].

TR = ECSO,narc [4.3]
ECSO,exp

Donde:

ECs50,exp: Concentracion efectiva media experimental en Vibrio fischeri, que
pasamos de mgLl a mmolLl (MW4.=151,17 mgmmol3;
MW>=174,20 mg:mmol1)

Aplicando las ecuaciones [4.1] y [4.2] y estimando un log (Kow)=2,562 para el
Edaravone (ECOSAR™ )y un log (Kow)=0,460 para el Paracetamol, éste Gltimo
nos lo proporciona el software de forma experimental, se obtienen los
resultados que se presentan en la Tabla 4.2.

Tabla 4.2. Ratios de toxicidad de los farmacos Edaravone y Paracetamol.

EC50 exp EC50, narc T ECs50narc | ECsopolar T = ECs0p01ar
(mg/ L) (mg/ l) E C50,exp (mg/ L) E CSO,exp
Paracetamol (1) | 697,34 | 22 754,41 32,63 45,14 0,06
Edaravone (2) 170,10 277,18 1,63 4,58 0,03
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A la vista de los resultados de la Tabla 4.2, deducimos que el Edaravone puede
clasificarse como un compuesto cuyo principal medio de accion es la narcosis
simple (TR=1,63; segln este cociente, la ECso estimada segln la narcosis
simple es la mas parecida a la que resulta de la medicion experimental.

Con relacion al Paracetamol, parece ser que ninguno de los dos mecanismos
se acerca a la ecotoxicidad experimental, por lo que no es posible incluirlo en
ninguno de los dos grupos. De acuerdo con Vighi et al. (2009), existen
compuestos quimicos que no se corresponden con narcéticos simples ni con
narcoéticos polares, se trataria de unas sustancias con un modo de actuar muy
especifico, que estaria relacionado con la fisiologia de la bacteria Vibrio fischeri.

Por otro lado, observamos que el grupo hidrazina, que solo esta presente en el
farmaco Edaravone (Tabla A.2.1 del Anexo A.2) posee un mayor efecto, ya que
los valores ecotoxicologicos son aproximadamente de un orden de magnitud
mas pequenos, comparados con el otro grupo funcional amida que nos
presenta el software, el cual también forma parte de la molécula de
Paracetamol (Tabla A.2.2 del Anexo A.2). Esa podria ser una de las razones que
explicarian la diferencia de ecotoxicidad entre la molécula de Edaravone y la de
Paracetamol.

4.2. Ecotoxicidad de mezclas binarias Paracetamol/Edaravone
4.2.1. Determinacion experimental mediante Microtox®

A continuacion, se muestran las graficas experimentales Concentracion-Efecto,
obtenidas mediante ensayos de bioluminiscencia con Microtox® para
soluciones acuosas de mezclas binarias de Edaravone y Paracetamol. Las
graficas de las Figura 4.5 representa los resultados ecotoxicolégicos obtenidos
para mezclas binarias Paracetamol/Edaravone con diferentes proporciones de
cada uno de los dos farmacos (Fracciones masicas de Paracetamol: w1=0,05;
w1=0,20; w1=0,375; w1=0,53; w1=0,77; w1=0,85 y w1=0,95).

En algunos casos no se incluye intervalo de confianza, esto es debido a que
para esas concentraciones los ensayos se realizaron Unicamente por
duplicado.

En la Figura 4.5 se representan las curvas Concentracion-Efecto de diferentes
mezclas binarias Paracetamol/Edaravone, a partir de las cuales se han
obtenido las correspondientes concentraciones efectivas medias
experimentales de las mezclas, (ECso)mixexp, tal y como se hizo para estos
compuestos individualmente.
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Figura 4.5. Curvas Concentracion-Efecto de las mezclas binarias
Paracetamol/Edaravone.
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En las Figuras 4.6 y 4.7 se han representado los valores de (ECso)mixexp, asi
como los valores esperados tedricamente si las mezclas exhibieran un
comportamiento ideal, (ECso)*mix, para diferentes tiempos de exposicion y
proporciones relativas Paracetamol/Edaravone en la mezcla.

Mezclas binarias Paracetamol/Edaravone (5 min)

CHa

700 o
/f
600 NN (ECog)mi, idest = 425,61w; + 158,17

O !
500 /

=
S~ /I
£ °
s;400 __,./ ® Experimental
é ”,—‘
= 300 ./,/" Tedrico ideal
E"), 200 ‘,! """" e - N_cH
3
ST
0
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

W1=Wparacetamol

Figura 4.6. ECso de mezclas binarias Paracetamol/Edaravone (5 min).

Mezclas binarias Paracetamol/Edaravone (15 min)

00 o :
600 @
»
= 500 (ECso)miy, ideal = 527,24w, + 170,1
ob 5. )
£ 400 .,/ ® Experimental
= 300 e Tebrico ideal
© 200 e 0T e "
[ /@NTCHg
100 ‘o )
0
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
W1=Wparacetamol

Figura 4.7. ECso de mezclas binarias Paracetamol/Edaravone (15 min).

Como se observa en las Figuras 4.6 y 4.7 y en la Tabla 4.5, los valores de
(ECs0)mixexp €N disoluciones con fracciones masicas de Paracetamol mayores
de 0,2 son menores que los valores tedricos ideales (ECso)*mix. ESto significa
que la mezcla de los dos farmacos es mas ecotoxica en este rango de
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concentraciones que la que cabria esperar debido al efecto aditivo de
ecotoxicidades individuales; en otras palabras, la mezcla induce un efecto
sinérgico. Se define el sinergismo como un aumento del efecto inhibitorio
respecto al efecto aditivo (tedrico ideal); el antagonismo seria el inverso del
sinergismo, es decir, un aumento del efecto estimulatorio.

Sin embargo, para disoluciones concentradas en Edaravone (w1<0,2) sucede
lo contrario, la presencia de pequenas cantidades de Paracetamol en
Edaravone disminuye la ecotoxicidad de la mezcla con respecto a la que
tedricamente cabria esperar, es decir, tiene un efecto antagénico. Es
destacable que esta clase de efecto disminuya al aumentar el tiempo de
exposicion (ver Figuras 4.6 y 4.7), al igual que en los trabajos de Ortiz et al.
(2016).

Por otro lado, Ortiz et al. (2016), en su estudio de ecotoxicidad en mezclas de
PhAC'’s, sugieren que un comportamiento diferente respecto al ideal podria ser
causado por la formacion o transformacion de las sustancias debido a
interacciones naturales, cambios a nivel fisicoquimico o en las condiciones
ambientales.

Tabla 4.5. ECso experimentales y tedricas ideales en mezclas binarias

Paracetamol/Edaravone.
Experimental Teobrico ideal
(ECs0)mix.exp (Mg/L) (ECs0)mix* (Mmg/L)

w1 (W/W) w2 (W/W) 5 min 15 min 5 min 15 min
0 1 158,17 170,10 158,17 170,10
0,05 0,95 201,04 204,41 179,45 196,47
0,20 0,80 205,69 228,52 243,30 275,55
0,38 0,63 216,86 227,05 317,78 367,82
0,53 0,47 232,98 272,37 382,18 447,60
0,77 0,23 329,48 377,58 485,57 575,67
0,85 0,15 407,66 457,20 519,94 618,26
0,95 0,05 440,55 550,93 562,50 670,98
1 0 583,78 697,34 583,78 697,34

Finalmente, en Cedergreen et al. (2008) se analiza el sinergismo/antagonismo
de mas de 98 mezclas diferentes de pesticidas y farmacos sobre una gran
variedad de bacterias, entre las que esta incluida Vibrio fischeri. En el
mencionado estudio se demuestra que las desviaciones sinérgicas son raras:
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Unicamente un 6% de mezclas analizadas mostraba de forma severa una
sinergia ecotoxicologica. Ademas, se sugiere que solo en el caso de que en la
mezcla se incluya un potencial agente sinérgico cabria esperar este Ultimo
efecto. Por ende, es muy probable que la mezcla binaria
Paracetamol/Edaravone contenga un agente de este tipo, en otras palabras,
se trata de una mezcla de PhAC’s para tener en cuenta como riesgo ambiental
potencial.

4.2.2. Estimaciones mediante los Modelos CA, IA e IAl.

La estimacion de la concentracién efectiva media de una mezcla binaria
Paracetamol/Edaravone mediante el modelo CA (Concentration Addition),
(ECs0)mix,ca, Se ha obtenido aplicando la expresion [3.8].

En cambio, para hallar la concentracion efectiva media de la mezcla binaria por
el modelo IA, el procedimiento es un poco mas laborioso ya que debe obtenerse
mediante un proceso iterativo, como se ha mencionado en el apartado de
“Materiales y Métodos”.

En primer lugar, deben encontrarse las curvas Concentracion-Efecto de cada
compuesto, que se han ajustado a la funcion de Weibull (ecuacién [3.11])y a
la expresion [3.12], para los modelos IA e |Al, respectivamente. Los parametros
de ajuste a, B y p obtenidos son los que se recogen en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Parametros de ajuste de las funciones sigmoides, de los modelos IA e IAl,
para las curvas Concentracién-Efecto de los farmacos Paracetamol y Edaravone.

Ei(c)) = Fi(c;)) | Tiempo de ensayo
Modelo Ifuncif’)n Bmin| 15 min
sigmoide

A o -6,23 -7,34

Paracetamol (Weibull) B 211 2.44
(=1 1Al o 1,20 | 1,35
Edaravone A o] -4,43 -4,81
(j=2) (Weibull) B 1,84 1,98

IAl o 0,97 1,10

En la Figura 4.8 se representan las curvas de ajuste de la funcion de Weibull
(ecuacion [3.11 ]) para el modelo IA a los 5 minutos y 15 minutos.

36



Resultados y discusion @

. ESCUELA DE INGENIERIAS
Universidad deValladolid INDUSTRIALES
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Figura 4.8. Curvas Concentracion-Efecto de ambos farmacos a los 5y 15 minutos
(Funcién de Weibull).

Con relacion al modelo IAl, como se ha mencionado en el apartado de
“Materiales y Métodos”, se ha efectuado una linealizacion de la ecuacion de
ajuste [3.12] para hallar el parametro pj, dando como resultado la ecuacion
lineal [3.13], que graficamente se representa en la Figura 4.9, para tiempos de
exposicion de 5y 15 minutos.

Funcién de ajuste del modelo 1Al Funcién de ajuste del modelo IAl
linealizada (5 min) linealizada(15 min)
0,60 0,60
y =0,9713x - 2,1363 y = 1,0989x - 2,4513
0.20 R?=0,9832 020 R2=0,9778
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£ -0,20 0 4 5 0,20 0 4
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S 0,60 8, @ Edaravone
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=4 00 o -L00 @ Paracetamol
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- R?=0,9883 140 y =1,1981x - 3,3147
-1,40 . R?=0,9713
-1,80 °
-1,80 y
log (Concentracién) log (Concentracion)

Figura 4.9. Linealizacion de la curva Concentracion-Efecto de ambos farmacos a los
5y 15 minutos (Funcion de ajuste modelo IAl).

Una vez conocidas las curvas Concentracion-Efecto del Paracetamol y del
Edaravone, se han encontrado por iteracion los valores de concentracion de la
mezcla binaria que hacen que el efecto ecotoxicolégico de esta mezcla sea 0,5
para una proporcion relativa dada de Paracetamol/Edaravone, de acuerdo con
la expresion [3.10], para el modelo IA y [3.15], para el modelo IAl. Estas
concentraciones seran, por tanto, la (ECso)mixia Yy la (ECso)mixial
respectivamente, para una proporcion relativa dada de
Paracetamol/Edaravone en la mezcla.
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A continuacion, en las Figuras 4.10 y 4.11 se presentan, en forma de grafica,
los resultados de ecotoxicidad media efectiva estimada mediante los modelos
CA, 1A e IAl, y los datos experimentales obtenidos, para tiempos de ensayo de 5
y 15 minutos.

Mezclas binarias Paracetamol/Edaravone (5 min)

600 CHs
ey
500
=
= 400
£ ® Experimental
x 300 Tedrico ideal
ug 200 7 —— Modelo CA
w o~ R oy ——Modelo IA
100 H@Q T Modelo IAI
0

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

lewparacetamol

Figura 4.10. (ECso)mix estimadas por los modelos CA, IA e IAl (t=5 min)

Mezclas binarias Paracetamol/Edaravone (15 min)
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100 /@/ 70( s Modelo IAl
HO
0
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

W1=Wparacetamol

Figura 4.11. (ECso)mix €stimadas por los modelos CA, IA e |Al (t=15 min)

Se observa que los dos modelos tradicionales poseen un gran poder de
prediccion de la ecotoxicidad de la mezcla. Sin embargo, parece haber una
ligera discrepancia para t=5 minutos: el modelo IA predice una mayor
ecotoxicidad que el CA en un cierto intervalo (w1>0,5), esto concuerda con lo
obtenido por Villa et al. (2014), aunque en otros estudios sucede justo lo
contrario, como, por ejemplo, Backhaus et al. (2000) o Faust et al. (2003).
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Por otro lado, en Backhaus et al. (2004) se afirma que los modelos CA e IA son
equivalentes si se cumplen las siguientes condiciones: 1) la curva
Concentracion-Efecto de cada compuesto puede ser descrita por el modelo de
Weibull, 2) estas curvas son paralelas y 3) que [3 sea aproximadamente 2,3.

A la vista de la Figura 4.8, se deduce que la segunda condicion se verifica 'y, a
partir de la Tabla 4.6, la tercera. Por tanto, ambos modelos son equivalentes,
lo que explica la minima diferencia en la ecotoxicidad estimada por ambos, ya
gue en este caso Unicamente coexisten dos componentes (Villa et al., 2014).
Se espera que al aumentar el nimero de sustancias presentes en la mezcla
disminuya adn mas la varianza del modelo IA, como ya se ha constatado en
compuestos narcoticos simples para el modelo CA (Cedergreen et al., 2008).

En este dltimo articulo, Cedergreen et al. (2008), encontramos un minucioso
estudio acerca de la precision de los modelos CA e IA. Entre las bacterias
estudiadas se encuentran las Vibrio fischeri, para las cuales alrededor del 60%
de los ensayos no pudieron ser descritos por ninguno de los dos modelos;
aproximadamente un 15% con el IA, pero no con el CA; un 5% con el CA, pero
no con el IA; y en torno a un 20% por ambos. Como consecuencia, surge la
necesidad de refinar nuestras predicciones con otros modelos que reflejen la
complejidad de los mecanismos de accion de forma mas precisa, esto se
abordara en apartados posteriores.

Es destacable que a bajas concentraciones de Paracetamol (menores de 5%
en masa) ninguno de los tres modelos sea capaz de representar el antagonismo
que se observa de forma experimental; por tanto, es en ese intervalo donde
presentaran la mayor limitacion. A pesar de eso, los tres modelos han logrado
una muy buena prediccion, con un coeficiente de determinacion mayor de 0,95
en todos los casos. (Ver Tabla 4.7)

Tabla 4.7. Resumen de errores cometidos por los modelos CA, IA e IAl

Error medio Coeficiente de determinacion, R2
5 min 15 min 5 min 15 min
Modelo CA 9,72% 7,93% 0,9679 0,9909
Modelo IA 7,30% 7,54% 0,9618 0,9893
Modelo IAl 7,88% 6,78% 0,9549 0,9877

Si realizamos un analisis de los errores (Tabla 4.7) respecto a los datos
experimentales, el modelo CA es visiblemente el que peor poder de prediccion
posee, esto concuerda con Backhaus et al. (2000), quienes afirman que el
modelo IA posee un mayor poder de prediccion que el CA en mezclas binarias
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con distintos mecanismos de accion, como es nuestro caso. EI modelo IAl
presenta un error medio ligeramente mayor que el modelo IA a los 5 minutos,
pero para t=15 minutos presenta un error medio de 6,78%, asi que es el que
menor discrepancia posee con los datos experimentales, es decir, presenta una
mejora notable respecto a los modelos tradicionales (Rider et al., 2005).

4.2.3. Estimacion por ajuste de datos experimentales con el modelo tipo van
Laar

El resultado experimental presentado en las Figuras 4.6 y 4.7 sigue una curva
que nos lleva a pensar que seria posible modelarla matematicamente por
medio de coeficientes de actividad ecotoxicolégica, tal y como se indico6 en el
apartado 3.4.5, realizando una analogia con la ley de Raoult.

El modelado se efectlia sobre 3 puntos experimentales de la muestra (fraccion
masica de Paracetamol: w1=0,05; w1=0,53 y w1=0,95), de esta forma, se

verificara la bondad de la prediccion con el resto de las concentraciones.

Los parametros resultantes, ademas del error y del coeficiente de
determinacion, se muestran en la Tabla 4.8.

Tabla 4.8. Resumen de los parametros del modelo tipo van Laar.

A12 A2q Error medio R2
5 min -0,6821 -18,0958 9,00% 0,9127
15 min -0,6894 -14,1118 10,61% 0,9693

Las predicciones de las concentraciones efectivas medias, (ECso)mixvL,
obtenidas con los parametros de interaccion binaria, A12 y A21 de la Tabla 4.8 y
las ecuaciones [3.17], [3.18] y [3.19] se presentan en las Figuras 4.12y 4.13.
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Mezclas binarias Paracetamol/Edaravone (5 min)
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Figura 4.12. (ECso)mix, v. €stimadas por el modelo tipo van Laar (t=5 min).

Mezclas binarias Paracetamol/Edaravone(15 min)
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Figura 4.13. (ECso)mix, v. €stimadas por el modelo tipo van Laar (t=15 min).

Como se puede apreciar, por medio de un ajuste a 3 puntos experimentales el
modelo efectia una prediccion razonablemente buena, pero seguimos sin
detectar el efecto antagonico que caracteriza la curva experimental a bajas
concentraciones de Paracetamol (Figuras 4.12y 4.13)

No tenemos constancia de que existan estudios en los que se proponga la

ecuacion tipo van Laar como modelo de prediccion en ecotoxicologia, por lo que
no es posible contrastar nuestras predicciones con otras mezclas de farmacos.
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4.2.4. Estimacion por ajuste de datos experimentales con el modelo ICIM

Como consecuencia de la imposibilidad de predecir hasta ahora el efecto
antagonico de la curva experimental, se ha decidido investigar en la bibliografia
con el objetivo de encontrar un nuevo modelo que, como veremos mas
adelante, si sea capaz de hacerlo, este modelo es el ICIM, propuesto por Qin et
al. (2011).

En las Figuras 4.14 y 4.15 se grafican las predicciones de las concentraciones
efectivas medias estimadas con el modelo ICIM, empleando 3 datos
experimentales como entrenamiento.

Mezclas binarias Paracetamol/Edaravone(5 min)
700

600

H U
o O
o O

300 ® Experimental

(EC50)mix

Teorico ideal

——ICIM(3)

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00
wl=wparacetamol

Figura 4.14. (ECso)mixicim €stimada el modelo ICIM(3) (t=5 min)

Mezclas binarias Paracetamol/Edaravone(15 min)
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Figura 4.15. (ECso)mix,icim €stimada por el modelo ICIM(3) (t=15 min)
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Se observa tanto a los 5 como a los 15 minutos (Figuras 4.14 y 4.15) un ajuste
excelente del modelo. Ademas, en este caso, el modelo ICIM(3) predice el
efecto antagonico de la curva experimental, a bajas concentraciones relativas
de Paracetamol, con suficiente exactitud.

Tabla 4.9. Resumen de los parametros del modelo ICIM(3).

bo b1 b2 Error medio R2
5 min 0,6696 0,2428 0,4942 551% 0,9640
15 min 2,1350 15,3710 -15,1767 3,93% 0,9857

Como puede apreciarse, el modelo predictivo ICIM(3), aunque precise de un
minimo de determinaciones experimentales, si lo comparamos con los modelos
CA, IA, IAl y van Laar, conduce a estimaciones de ECso,mix CONn menores errores
medios. Qin et al. (2011) alcanzan resultados similares con mezclas de otros
compuestos, en su mayoria herbicidas.

Asimismo, el modelo ICIM(3) es el Unico capaz de predecir el efecto antagénico
de la curva experimental, algo que no habia sucedido hasta ahora con ninguno
de los modelos expuestos en este trabajo. Podemos afirmar que el modelo ICIM
supone un aporte significativo en el campo de la cuantificacion de la
ecotoxicidad en mezclas.

Finalmente, con relacion a la validacion interna leave-one-out del ajuste

completo a la curva experimental, los parametros resultantes se encuentran en
la Tabla A.6.3. del Anexo.
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5. Conclusiones

Por medio del ensayo Microtox® se concluye que el farmaco Edaravone esta
incluido en el grupo de “No toxicos” de acuerdo con el sistema de clasificacion
GHS, mencionado en el apartado “Materiales y Métodos”. En cambio, si lo
clasificamos por Unidades de Toxicidad (UT), se englobaria dentro de los
compuestos “moderadamente toxicos”.

Asimismo, cabe destacar que los resultados obtenidos para el Paracetamol
coinciden con los obtenidos previamente por Ortiz et al. (2014), ya gue ambos
clasifican al farmaco como “No toxico”, al poseer una ECs50>100 mg/L. Si
atendemos a la clasificaciéon por Unidades de Toxicidad (UT) el farmaco, se
encuentra en el grupo de los “moderadamente toxicos” para t=5 minutos y en
el de “ligeramente toxicos” a los 15 minutos.

Para mezclas binarias Paracetamol/Edaravone, a fracciones masicas de
Paracetamol por encima de 0,2 se concluye que existe una sinergia (aumento
del efecto inhibitorio) entre ambos compuestos, ya que la mezcla en conjunto
es mas ecotoxica de lo esperado teéricamente. Sin embargo, para fracciones
masicas de Paracetamol por debajo de este valor, existe una ligera accion
antagonista (aumento del efecto estimulatorio).

Se ha desarrollado un nuevo modelo tipo van Laar para la estimacion de
propiedades ecotoxicolégicas de la mezcla binaria Paracetamol/Edaravone,
que ha ofrecido buenos resultados de prediccion.

Finalmente, se han aplicado 3 modelos puros de prediccion ecotoxicologica de
la mezcla binaria Paracetamol/Edaravone (CA, 1A e IAl) y 2 modelos
combinados que requieren una minima determinacion experimental (van Laar
e ICIM), encontrandose que la mejor prediccion de los datos experimentales se
obtiene con el modelo ICIM (Integrated Concentration Addition with
Independent Action), ya que es el Gnico que logra predecir tanto la sinergia
como el antagonismo de las mezclas, ademas de obtener excelentes
parametros de ajuste.
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7. Anexos.

A.1. Ensayo Microtox® “Test Basico”.

Situar cubetas limpias en los orificios desde Al a C5 (1540,5°C). Colocar
una cubeta en el orificio destinado a las bacterias (5,5+1°C) con 1000
UL de la solucion de reconstitucion (agua desionizada ultrapura)

Anadir 500 L de diluyente (NaCl al 2%) en las cubetas B1 a C5.
Anadir 1500 pL en las cubetas Al a A4.

Colocar 3000 uL de la muestra a analizar en la cubeta A5 y agregar
después 300 pL de OAS (NaCl al 22%). Mezclar aspirando y
descargando con la pipeta y descartar 1500 pL.

Preparar soluciones seriadas de forma que la relacion de
concentraciones de la muestra entre soluciones adyacentes sea 1:2.
Para ello, se transfieren 1500 pL desde A5 a A4, A4 a A3 y desde A3 a
A2. Mezclar varias veces con la pipeta antes de cada transferencia.

Retirar 1500 uL de la cubeta A2. De esta manera, en la cubeta Al solo
se encuentra diluyente.

En este punto, las concentraciones de las soluciones en las cubetas son las

siguientes:

1 2 3 4 5
m{’ A

(muestra) (muestra) (muestra) (muestra) (muestra)

B

C
Figura A.1.1. Esquema cubetas Microtox®

g) Esperar b minutos a que las soluciones se estabilicen en torno a la

temperatura de trabajo (15°C).
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h) Tomar un vial de bacterias Vibrio fischeriy mezclar rapidamente con los

1000 uL de la solucién de reconstitucion previamente enfriada. El
objetivo es crear una suspension de microorganismos.

De inmediato transferir 10 pL de la suspension a las cubetas B1 a B5y
C1laChb.

Esperar 15 minutos a que la emision de luz llegue a un estado
estacionario y medir la luminiscencia para el estado inicial.

Transferir 500 pL de solucion de Al a B1, de A2 a B2, de A3 a B3, de
A4 a B4, de A5 a B5. Igualmente, transferir 500 uL de soluciéon de Al a
Cl,deA2aC2,deA3aC3,de AdaCdydeA5acCb.

Medir la luminiscencia a los 5 minutos y 15 minutos. Las
concentraciones después de ejecutar este paso vienen detalladas en la
Figura A.1.2.

5%
(muestra)

11%
(muestra)

22%
(muestra)

45%

(muestra) (muestra)

DO -

DO -

i ® -

i@ -

i@ -
@

Figura A.1.2. Esquema cubetas Microtox®
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A.2. Hoja de resultados de ECOSAR™,

Tabla A.2.1. Resultados estimados para el compuesto Edaravone.

ECOSER vl1.11 Class-specific Estimations
Hydrazines
Emides
Predicted

ECOSAR Class Organism Duration End Pt mg/L (ppm)}
Hydrazines : Fish 9¢-hr LC50 1.052
Hydrazines : Daphnid 48-hr LC50 4.142
Hydrazines : Green Algae 96-hr EC50 0.297
Hydrazines : Fish Chv 0.049 !
Hydrazines : Daphnid Chv 0.253 !
Hydrazines : Green Algae Chv 0.098
Amides : Fish 96-hr LC50 20.625
Amides : Daphnid 48-hr LC50 17.528
Amides : Green Rlgae 96-hr EC50 0.732
Amides : Fish Chv 0.049
Amides : Daphnid Chv 1.425
Amides : Green Rlgae Chv 0.872
Amides : Fish (SW) 96-hr LC50 18.322
Amides : Mysid (SW) 96-hr LC50 1.384
Neutral Organic SAR : Fish 96-hr LC50 44754
{(Baseline Toxicity) : Daphnid 48-hr LC50 26.7686

: Green Algae 96-hr EC50 24710

: Fish Chv 4,651

: Daphnid Chv 3.016

: Green Algae Chv 7.264
Note: * = asterisk designates: Chemical may not be soluble encugh to

Tabla A.2.2. Resultados estimados para el compuesto Paracetamol.

ECOSAR vl.1ll Class-specific Estimations
Phenols
Imides
Phenol Emines
Predicted
ECOSAR Class Organism Duration End Pt mg/L (ppm)
Phenols : Fish S96-hr LC50 388.874
FPhenols : Daphnid 48-hr LC50 58.976
FPhenols : Gresen Algae 96-hr EC50 315.037
Phencols : Fish chv 31.330
Phenols : Daphnid Chv 11.247
FPhenols : Gresen Algae Chv 150.%15
Phenols : Fish (38W) S96-hr LC50 232.600
Phenols : Earthworm l4-day LC50 598.633
FPhenols : Lemna gibba T-day ECS50 407.783
Zmides : Fish 96—hr LC50 570.176
Emides : Daphnid 48-hr LCS50 1276.330
Emides : Green Rlgae 9&-hr ECS50 12.862
Emides : Fish Chv 0.39%1
Emides : Daphnid Chv 25.903
Emides : Green Rlgae chv 6.309
Zmides : Fish (8W) 96-hr LC50 495.8320
Emides : Mysid (SW) 9&-hr LC50 19.251
Phenol Emines : Fish 96-hr LC50 25.146
Phenol Emines : Daphnid 48-hr LCS0 1.513
Phenol Zmines : Green Rlgae S96-hr EC50 11.464
Phenol Emines : Fish chv 2.128 !
Phenol Emines : Daphnid Chv 1.002
Phenol Emines : Green Rlgae Chv 1.554
Neutral Organic SER : Fish 9&-hr LCS50 3000.054
{(Baseline Toxicity) : Daphnid 48-hr LCS50 1477.661
: Gresn Algae 96-hr EC50 611.425
Fish Chv 247.963
Daphnid Chv 97.009
Gresen Rlgae Chv lle.&60
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A.3.

Tabla A.3.1. Resultados del ensayo Microtox® para la solucion patron de Sulfato de

Resultados del estudio ecotoxicologico mediante el ensayo
de bioluminiscencia.

Zinc (50 mg/L)
Sulfato de Zinc (ZnS04)
log(C) log (I) Ci Efecto (%)
t=5 min t=15 min (mg/L) | t=5 min =15 min
0,75 -0,81 0,12 5,63 13,38 56,92
1,05 -0,40 0,49 11,25 28,38 75,72
1,35 -0,06 0,74 22,50 46,10 84,43
1,65 0,20 0,93 45,00 61,02 89,48
0,45 -1,42 -0,22 2,81 3,58 36,79
0,75 -0,74 0,23 5,63 15,45 63,05
1,05 -0,43 0,46 11,25 26,89 73,97
1,35 -0,23 0,65 22,50 36,84 81,60
0,75 -0,79 0,27 5,63 13,89 65,21
1,05 -0,40 0,67 11,25 28,51 82,33
1,35 -0,02 0,94 22,50 48,53 89,80
1,65 0,14 1,03 45,00 58,03 91,36
0,75 -0,79 0,22 5,63 13,97 62,61
1,05 -0,43 0,50 11,25 27,12 76,14
1,35 -0,29 0,64 22,50 33,89 81,23
1,65 0,15 0,98 45,00 56,00 89,65
0,45 -0,99 -0,19 2,81 9,26 38,92
0,75 -0,60 0,21 5,63 19,82 61,40
1,05 -0,30 0,52 11,25 33,03 76,54
1,35 0,01 0,82 22,50 50,05 86,73
0,45 -1,44 -0,31 2,81 3,40 32,77
0,75 -0,76 0,17 5,63 14,64 59,53
1,05 -0,42 0,45 11,25 27,23 73,62
1,35 -0,06 0,80 22,50 46,33 86,33
0,45 -0,89 -0,16 2,81 11,10 40,03
0,75 -0,61 0,19 5,63 19,73 60,54
1,05 -0,37 0,41 11,25 29,57 71,76
1,35 -0,08 0,68 22,50 45,36 82,82
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Tabla A.3.2. Resultados del ensayo Microtox® para la solucién patrén de
Triclosan (4,8 mg/L)

Triclosan
log(C) log (I) Ci Efecto (%)
t=5 min t=15 min (mg/L) | t=5 min t=15 min

-0,57 -0,19 -0,30 0,27 39,18 33,62
-0,27 0,39 0,40 0,54 71,22 71,29
0,03 1,11 1,34 1,08 92,73 95,66
0,33 1,87 2,14 2,16 98,68 99,29
-0,57 -0,15 -0,24 0,27 41,15 36,24
-0,27 0,41 0,40 0,54 72,08 71,71
0,03 1,25 1,52 1,08 94,63 97,05
0,33 1,89 2,15 2,16 98,74 99,29
-0,57 -0,17 -0,27 0,27 40,12 35,01
-0,27 0,39 0,41 0,54 71,21 72,07
0,03 1,21 1,48 1,08 94,16 96,80
0,33 1,74 1,99 2,16 98,20 98,98
-0,57 -0,27 -0,11 0,27 34,73 43,40
-0,27 0,18 0,43 0,54 59,93 72,79
0,03 0,88 1,17 1,08 88,38 93,70
0,33 1,16 1,48 2,16 93,42 96,82
-0,57 -0,24 -0,12 0,27 36,45 42,91
-0,27 0,19 0,41 0,54 60,59 71,69
0,03 0,83 1,10 1,08 87,01 92,62
0,33 1,05 1,34 2,16 91,87 95,61
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Tabla A.3.3.

Resultados del ensayo Microtox® para el farmaco Paracetamol.

Paracetamol (acetaminofén)
log(C) log (I) Ci Efecto (%)
t=5 min t=15 min (mg/L) | t=5 min =15 min

2,05 -0,96 -1,16 112,50 9,97 6,43
2,35 -0,56 -0,70 225,00 21,53 16,68
2,65 -0,19 -0,33 450,00 39,25 32,02
2,95 0,15 0,09 900,00 58,25 55,40
2,05 -0,85 -1,10 112,50 12,43 7,43
2,35 -0,45 -0,61 225,00 26,15 19,83
2,65 -0,08 -0,20 450,00 45,17 38,61
2,95 0,27 0,19 900,00 64,92 60,67
2,05 -0,73 -0,99 112,50 15,57 9,26
2,35 -0,38 -0,60 225,00 29,17 20,15
2,65 -0,06 -0,25 450,00 46,59 35,91
2,95 0,27 0,15 900,00 65,04 58,61
2,05 -0,93 -1,07 112,50 10,47 7,86
2,35 -0,55 -0,68 225,00 22,15 17,18
2,65 -0,17 -0,23 450,00 40,23 37,30
2,95 0,18 0,13 900,00 60,10 57,22
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Tabla A.3.4. Resultados del ensayo Microtox® para el farmaco Edaravone.
Edaravone
log(C) log (I) Ci Efecto (%)
t=5 min t=15 min (mg/L) | t=5 min =15 min

1,35 -0,82 -0,96 1,35 -0,82 -0,96
1,65 -0,59 -0,73 1,65 -0,59 -0,73
1,95 -0,27 -0,36 1,95 -0,27 -0,36
2,26 -0,01 -0,09 2,26 -0,01 -0,09
1,35 -0,70 -0,81 1,35 -0,70 -0,81
1,65 -0,52 -0,63 1,65 -0,52 -0,63
1,95 -0,24 -0,27 1,95 -0,24 -0,27
1,35 -0,86 -0,99 1,35 -0,86 -0,99
1,65 -0,54 -0,60 1,65 -0,54 -0,60
1,95 -0,25 -0,31 1,95 -0,25 -0,31
1,35 -0,83 -1,00 1,35 -0,83 -1,00
1,65 -0,53 -0,65 1,65 -0,53 -0,65
1,95 -0,24 -0,30 1,95 -0,24 -0,30
2,26 0,06 0,00 2,26 0,06 0,00
1,35 -0,84 -0,98 1,35 -0,84 -0,98
1,65 -0,60 -0,72 1,65 -0,60 -0,72
1,95 -0,28 -0,36 1,95 -0,28 -0,36
2,26 0,03 -0,03 2,26 0,03 -0,03
1,35 -0,71 -0,86 1,35 -0,71 -0,86
1,65 -0,45 -0,54 1,65 -0,45 -0,54
1,95 -0,20 -0,25 1,95 -0,20 -0,25
2,26 0,11 0,06 2,26 0,11 0,06
1,05 -1,08 -1,40 1,05 -1,08 -1,40
1,35 -0,75 -0,89 1,35 -0,75 -0,89
1,65 -0,47 -0,58 1,65 -0,47 -0,58
1,95 -0,19 -0,24 1,95 -0,19 -0,24
0,75 -1,51 -1,78 0,75 -1,51 -1,78
1,05 -1,12 -1,23 1,05 -1,12 -1,23
1,35 -0,83 -0,97 1,35 -0,83 -0,97
1,65 -0,51 -0,56 1,65 -0,51 -0,56
1,53 -0,74 -0,80 1,53 -0,74 -0,80
1,83 -0,42 -0,45 1,83 -0,42 -0,45
2,13 -0,10 -0,14 2,13 -0,10 -0,14
2,43 0,23 0,21 2,43 0,23 0,21
1,53 -0,63 -0,71 1,53 -0,63 -0,71
1,83 -0,39 -0,43 1,83 -0,39 -0,43
2,13 -0,07 -0,10 2,13 -0,07 -0,10
2,43 0,27 0,25 2,43 0,27 0,25
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Paracetamol (5%)/Edaravone (95%) (w/w).

Tabla A.3.5. Resultados del ensayo Microtox® para la mezcla

Paracetamol (5%)/Edaravone (95%) (w/w)
log(C) log (I) Ci Efecto (%)
t=5 min t=15 min (mg/L) | t=5 min t=15 min

1,54 -0,73 -0,79 34,97 15,68 13,94
1,84 -0,53 -0,43 69,95 22,75 27,27
2,15 nd nd 139,90 nd nd
2,45 0,11 0,14 279,79 56,18 57,91
1,54 nd nd 34,97 nd nd
1,84 -0,49 -0,51 69,95 24,24 23,27
2,15 -0,20 -0,23 139,90 38,66 36,67
2,45 0,13 0,11 279,79 57,26 56,30
1,54 -0,57 -0,70 34,97 21,02 16,77
1,84 -0,35 -0,39 69,95 30,64 28,77
2,15 -0,13 -0,15 139,90 42,58 41,69
2,45 0,23 0,19 279,79 62,83 61,00
1,54 -0,73 -0,79 34,97 15,68 13,94
1,84 -0,53 -0,43 69,95 22,75 27,27
2,15 nd nd 139,90 nd nd
2,45 0,11 0,14 279,79 56,18 57,91

nd: valor no disponible

Paracetamol (20%)/Edaravone (80%) (w/w)

Tabla A.3.6. Resultados del ensayo Microtox® para la mezcla

Paracetamol (20%)/Edaravone (80%) (w/w)
l0g(C) log (I) Ci Efecto (%)
=5 min t=15 min (mg/L) | t=5 min =15 min

1,59 -0,82 -0,91 39,24 13,11 10,89
1,89 -0,45 -0,62 78,49 26,40 19,04
2,20 -0,14 -0,17 156,98 41,89 40,28
2,50 0,13 0,05 313,95 57,47 52,85
1,59 -0,50 -0,57 39,24 23,84 21,29
1,89 nd nd 78,49 nd nd
2,20 -0,07 -0,06 156,98 45,56 46,45
2,50 nd nd 313,95 nd nd
1,59 -0,82 -0,91 39,24 13,22 10,91
1,89 -0,40 -0,47 78,49 28,49 25,44
2,20 -0,12 -0,15 156,98 43,22 41,34
2,50 0,24 0,20 313,95 63,64 61,36

nd: valor no disponible.
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Tabla A.3.7. Resultados del ensayo Microtox® para la mezcla

Paracetamol (37,5%)/Edaravone (62,5%) (w/w)

Paracetamol (37,5%)/Edaravone (62,5%) (W/w)
log(C) . log (M) . Ci .Efecto (%) .
t=5 min t=15 min (mg/L) [ t=5 min =15 min
1,66 -0,61 -0,75 45,76 19,77 15,04
1,96 -0,36 -0,48 91,53 30,47 24,97
2,26 -0,04 -0,09 183,05 47,74 44,66
2,56 0,31 0,23 366,10 67,06 63,14
1,66 -0,75 -0,91 45,76 14,96 10,99
1,96 -0,37 -0,36 91,53 29,67 30,51
2,26 -0,09 -0,10 183,05 45,04 44,14
2,56 0,23 0,22 366,10 63,01 62,32
1,66 -0,71 -0,53 45,76 16,17 22,66
1,96 -0,48 -0,44 91,53 24,94 26,39
2,26 -0,15 -0,10 183,05 41,62 44,44
2,56 0,21 0,21 366,10 61,86 61,81
1,66 -0,61 -0,75 45,76 19,77 15,04
1,96 -0,36 -0,48 91,53 30,47 24,97
2,26 -0,04 -0,09 183,05 47,74 44,66
2,56 0,31 0,23 366,10 67,06 63,14
Tabla A.3.8. Resultados del ensayo Microtox® para la mezcla
Paracetamol (53%)/Edaravone (47%) (w/w)
Paracetamol (53%)/Edaravone (47%) (w/w)
10g(C) log (I) Ci Efecto (%)
t=5 min t=15 min (mg/L) t=5 min t=15 min

1,73 -0,67 -0,89 53,44 17,63 11,45
2,03 -0,41 -0,51 106,88 27,81 23,74
2,33 -0,10 -0,16 213,75 44,41 40,94
2,63 0,28 0,22 427,50 65,36 62,66
1,73 -0,64 -0,74 53,44 18,73 15,45
2,03 -0,32 -0,42 106,88 32,11 27,50
2,33 -0,01 -0,08 213,75 49,15 45,52
2,63 0,34 0,27 427,50 68,48 64,89
1,73 -0,81 -1,01 53,44 13,28 8,97
2,03 -0,41 -0,56 106,88 27,86 21,58
2,33 -0,05 -0,14 213,75 47,26 41,91
2,63 0,30 0,22 427,50 66,53 62,42
1,73 -0,67 -0,89 53,44 17,63 11,45
2,03 -0,41 -0,51 106,88 27,81 23,74
2,33 -0,10 -0,16 213,75 44,41 40,94
2,63 0,28 0,22 427,50 65,36 62,66
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Tabla A.3.9. Resultados del ensayo Microtox® para la mezcla

Paracetamol (77%)/Edaravone (23%) (w/w)

Paracetamol (77%)/Edaravone (23%) (w/w)
log(C) log (I) Ci Efecto (%)
t=5 min t=15 min (mg/L) [ t=5 min t=15 min

1,86 -1,01 -1,26 73,13 8,87 5,23
2,17 -0,54 -0,60 146,25 22,19 20,16
2,47 -0,17 -0,23 292,50 40,06 36,81
2,77 0,17 0,15 585,00 59,67 58,58
1,86 -0,74 -0,92 73,13 15,45 10,69
2,17 -0,35 -0,45 146,25 30,98 26,13
2,47 -0,01 -0,09 292,50 49,57 44,53
2,77 0,33 0,27 585,00 68,31 65,06
1,86 -0,66 -0,85 73,13 18,10 12,46
2,17 -0,31 -0,46 146,25 32,68 25,95
2,47 0,02 -0,09 292,50 50,86 44,72
2,77 0,36 0,27 585,00 69,59 65,31
1,86 -1,01 -1,26 73,13 8,87 5,23
2,17 -0,54 -0,60 146,25 22,19 20,16
2,47 -0,17 -0,23 292,50 40,06 36,81
2,77 0,17 0,15 585,00 59,67 58,58
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Tabla A.3.10. Resultados del ensayo Microtox® para la mezcla

Paracetamol (85%)/Edaravone (15%) (w/w)

Paracetamol (85%)/Edaravone (15%) (w/w)
l0g(C) log (I) Ci Efecto (%)
t=5 min t=15 min (mg/L) [ t=5 min t=15 min

1,92 -0,72 -0,85 83,36 15,92 12,29
2,22 -0,36 -0,45 166,73 30,58 26,08
2,52 0,02 -0,06 333,45 51,24 46,41
2,82 0,37 0,31 666,90 69,93 67,13
1,92 -0,97 nd 83,36 9,77 nd
2,22 -0,56 -0,74 166,73 21,63 15,45
2,52 -0,12 -0,20 333,45 43,21 38,78
2,82 0,29 0,24 666,90 65,90 63,21
1,92 -0,94 -0,97 83,36 10,28 9,56
2,22 -0,60 -0,70 166,73 20,24 16,51
2,52 -0,25 -0,26 333,45 35,84 35,21
2,82 0,18 0,15 666,90 60,35 58,16
1,92 -0,72 -0,85 83,36 15,92 12,29
2,22 -0,36 -0,45 166,73 30,58 26,08
2,52 0,02 -0,06 333,45 51,24 46,41
2,82 0,37 0,31 666,90 69,93 67,13

nd: valor no disponible.

Tabla A.3.11. Resultados del ensayo Microtox® para la mezcla

Paracetamol (95%)/Edaravone (5%) (w/w)

Paracetamol (95%)/Edaravone (5%) (w/w)
log(C) . log (M) . Ci .Efecto (%) .
t=5 min t=15 min (mg/L) t=5 min t=15 min

2,04 -0,62 -0,79 108,56 19,04 13,91
2,34 -0,34 -0,53 217,13 31,40 22,88
2,64 0,08 -0,06 434,25 54,43 46,32
2,94 0,36 0,26 868,50 69,78 64,61
2,04 -0,57 -0,72 108,56 21,21 16,11
2,34 -0,20 -0,30 217,13 38,66 33,16
2,64 0,10 0,00 434,25 55,65 49,76
2,94 0,47 0,40 868,50 74,73 71,31
2,04 nd nd 108,56 nd nd

2,34 -0,75 nd 217,13 15,00 nd

2,64 -0,19 -0,46 434,25 39,07 25,63
2,94 0,24 0,10 868,50 63,43 55,51
2,04 -0,62 -0,79 108,56 19,04 13,91
2,34 -0,34 -0,53 217,13 31,40 22,88
2,64 0,08 -0,06 434,25 54,43 46,32
2,94 0,36 0,26 868,50 69,78 64,61

nd: valor no disponible.
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A.4. Resultados asociados a los modelos CA, IA e IAl

Tabla A.4.1. Concentraciones efectivas medias estimadas por el modelo CA (mgL1)y
sus errores relativos (%) respecto a los datos experimentales.

Modelo CA (Concentration Addition)
5 minutos 15 minutos
S (ECso)mixca | oo | (ECs0Imixea | o
(mg/L) (mg/L)
0,05 164,16 22,47% 176,79 13,52%
0,20 185,17 11,08% 200,41 12,30%
0,38 217,69 0,38% 237,42 4,57%
0,53 256,66 9,23% 282,53 3,73%
0,77 360,15 8,52% 406,55 7,67%
0,85 415,91 1,98% 476,03 4,12%
0,95 514,56 14,38% 603,77 9,59%

1 Relativo a la concentracion efectiva media experimental.

Tabla A.4.2. Concentraciones efectivas medias estimadas por el modelo IA (mgL1)y
sus errores relativos (%) respecto a los datos experimentales.

Modelo IA (Independent Action)

5 minutos 15 minutos

( 50)le,IA Errort E.* | Eo** ( 50)l‘l‘llX,IA Errort

(mg/L) (mg/L)

wi(w/w)| E1* E>**

0,05 0,01 ]| 0,49 164,85 18,34% 0,01 (0,50 183,94 13,52%

0,20 0,05 | 0,47 181,71 9,98% [0,03]0,48 208,40 12,30%

0,38 0,20 | 0,44 208,47 0,38% [0,08]0,46 245,73 4,57%
0,53 0,45 | 0,41 240,79 10,16% 0,13 (0,43 290,16 3,73%
0,77 0,27 | 0,32 329,06 9,31% |[0,25]0,33 408,26 7,67%
0,85 0,32 | 0,26 380,03 2,02% [0,31]0,27 473,42 4,12%
0,95 0,42 | 0,14 485,01 16,80% |[0,42 (0,14 597,82 9,59%

1 Relativo a la concentracion efectiva media experimental.
* Efecto estimado por la funcion de Weibull del componente 1.
** Efecto estimado por la funcion de Weibull del componente 2.
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Tabla A.4.3. Concentraciones efectivas medias estimadas por el modelo IAl
(Integrated Addition and Interaction) (mgL?1) y sus errores relativos (%) respecto a los
datos experimentales.

Modelo IAIl (Integrated addition and interaction)
5 minutos 15 minutos
T ECso)mixar | g0y |ECsOmixiar| g
(mg/L) (mg/L)

0,05 164,44 18,21% 178,14 12,85%
0,20 183,46 10,81% 204,31 10,59%
0,38 209,88 3,22% 242,11 6,63%
0,53 239,73 2,90% 285,02 4,65%
0,77 319,46 3,04% 396,39 4,98%
0,85 366,99 9,98% 460,00 0,61%
0,95 471,47 7,02% 590,15 7,12%

1 Relativo a la concentracion efectiva media experimental.
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A.5. Calculos y errores asociados a la estimacion mediante el
modelo tipo van Laar.

El primer paso es plantear la ecuacién que expresa la concentracion efectiva
media de la mezcla segln coeficientes de actividad “ecotoxicologicos”,
ecuacion [A.5.1].

2
[ECso0)] iy = D ECs0)jexp ¥ W

[A.5.1]
Jj=1

Nota: para no modificar la notacion de la ecuacion de van Laar y continuando
con lo propuesto hasta ahora en apartados previos, reservamos el subindice 1
al Paracetamol y el 2 para el Edaravone.

Los coeficientes de actividad se hallan a partir de la ecuacion de van Laar para
cada componente (ecuaciones [A.5.2] y [A.5.3]).

A 2 [A.5.2]
In (y1) = Az 2102 ]

AWy + Ayw,

AW 2 [A.5.3]
In (y3) = Ay, 22 ]

AWy + Az w,

Aplicamos las ecuaciones [A.5.2] y [A.5.3] para cada fraccibn masica. Se
observa que las incognitas son los coeficientes de interaccion binaria A12 y Ao1.

A continuacion, procedemos a obtener la ecuacion de ajuste con ayuda del
complemento Solver de Microsoft Excel. Para ello, empleamos la funcién
objetivo (FO) dada por la ecuacion [A.5.4], es decir, realizamos un ajuste por
minimos cuadrados a los datos experimentales cambiando los coeficientes de
interaccion binaria.

3
2
FO = MIN Z ([ECSO( Wj)]mix,exp - [ECSO( Wj)]mix,VL)i [A54]
i=1

Donde:
[ECSO( w-)] , : concentracion efectiva media experimental a una fraccion
I dmix,exp
masica wi.
[ECso(w))]_. @ concentracion efectiva media estimada a partir de la
50 J mix,VL

ecuacion tipo van Laar a una fraccion masica w;.
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Una vez que conocemos los coeficientes de interaccion binaria, ya estamos en
condiciones de hallar la ecotoxicidad estimada por la ecuacion de tipo van Laar.
Recordemos que este ajuste se realiza en la practica sobre tres puntos
(fraccion masica de Paracetamol: w1=0,05; w1=0,53 y w1=0,95), el resto nos
sirven de validacion del modelo.

Los resultados para t=5 minutos y t=15 minutos se presentan en las Tablas
A.5.2 y A.5.3, respectivamente.

Tabla A.5.1. Resultados modelo tipo van Laar para t=5 minutos.

wi(w/w) | ¥y Y2 [ECs0 wi)]miX'VL Error!
(mg/L)

0,05 0,5069 | 0,9999 165,05 17,90%
0,20 0,5120 | 0,9984 186,12 9,51%
0,38 0,5209 | 0,9912 212,02 2,23%
0,53 0,5335 0,9712 236,68 1,59%
0,77 0,5837 | 0,7982 291,27 11,60%
0,85 0,6293 [ 0,5709 325,83 20,07%
0,95 0,7933 | 0,0428 440,28 0,06%

1 Relativo a la concentracion efectiva media experimental

Tabla A.5.2. Resultados modelo tipo van Laar para t=15 minutos.

wy (W/w) | Yy Y2 [ECSO(En‘;’i/)L])miX'VL Error!
0,05 0,5037 | 0,9999 179,14 10,89%
0,20 0,5103 | 0,9979 206,97 0,62%
0,38 0,5217 | 0,9886 241,53 11,38%
0,53 0,5378 | 0,9633 275,01 18,04%
0,77 0,6006 | 0,7583 351,94 6,82%
0,85 0,6552 | 0,5151 401,49 1,51%
0,95 0,8308 | 0,0380 550,68 25,00%

1 Relativo a la concentracion efectiva media experimental.
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A.6. Resultados asociados al modelo ICIM y a su validacion.

Tabla A.6.1. Ajustes al modelo ICIM(3) para t=5 minutos.

(EC50)mix 1cm
Wl(W/W) log((ECSO)le,CA) log((ECSO)le,lA) (mg/L)
0,05 2,2153 2,2171 201,0196
0,53 2,4094 2,3816 270,2016
0,95 2,7114 2,6857 452,2041

Tabla A.6.2. Ajustes al modelo ICIM(3) para t=15 minutos.

(ECs50) mixiciM
Wl(W/W) log((ECSO)le,CA) log((ECSO)le,lA) (mg/L)
0,05 2,2474 2,2647 204,4141
0,53 2,4511 2,4626 272,8551
0,95 2,7809 2,7766 550,6263

Tabla A.6.3. Validacién del modelo ICIM* para t=5 minutos y 15 minutos.

t= 5 minutos t=15 minutos

i | waw/w) | 10g((ECs0)'mixicm)i | MSE; | 108((ECs0) mixicim); MSE;
1| 005 2,2487 2,98E-03 2,3050 3,05E-05
2| 0,20 2,3086 2,12E-05 2,3192 1,58E-03
3] 038 2,3605 5,93E-04 2,3924 1,31E-03
4] 053 2,4172 2,48E-03 2,4430 6,13E-05
5| 077 2,5101 5,94E-05 2,6023 6,38E-04
6| 085 2,5435 4,46E-03 2,6674 5,39E-05
7| 095 2,8650 4,89E-02 2,6962 2,02E-03

CV (5 min) = 8,49E-03 CV (15 min) = 8,13E-04

* La validacion por medio del método LOOCV (leave-one-out cross validation) se realiza con la
muestra completa (N=7).
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