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1. Resumen

Los contaminantes emergentes son sustancias potencialmente dafinas para los
seres vivos y el medio ambiente. Actualmente, son compuestos detectados con
frecuencia en los ecosistemas acuaticos, suponiendo una gran amenaza para la
biodiversidad asociada. En este trabajo se estudia la toxicidad ejercida por dos
farmacos considerados contaminantes emergentes, la azitromicina y la
hidroxicloroquina, sobre Chlamydomonas reinhardtii, una especie de microalga
de agua dulce. Para ello, se expone a la microalga a concentraciones crecientes
de cada uno de los contaminantes de forma individual. Los resultados revelan
que la azitromicina inhibe el crecimiento microalgal incluso a las concentraciones
mas bajas ensayadas (0,5-2,5 mg I%). En cambio, fueron necesarias
concentraciones mas elevadas de hidroxicloroquina para observar afectacion en
este parametro. Esto se refleja en los valores de concentracion efectiva media
(ECs0) obtenidos a las 72 horas de exposicion a sendos antimicrobianos, siendo
la ECso para la azitromicina de 0,80 mg I y la ECso para la hidroxicloroquina de
19,43 mg I't. En cuanto al andlisis de la viabilidad celular y la tasa de fotosintesis,
bajas concentraciones de azitromicina provocan alteraciones en la actividad
fotosintética de C. reinhardtii, mientras que la hidroxicloroquina, en las
concentraciones testadas (10-30 mg I'1), disminuye la viabilidad celular. Futuros
ensayos en donde se evaluasen los efectos combinados de ambos
contaminantes ayudarian a ampliar el conocimiento sobre su modo de accion en
los ambientes naturales.

Palabras clave: Chlamydomonas reinhardtii, microalga, contaminantes
emergentes, azitromicina, hidroxicloroquina, toxicidad.

Resumo

Os contaminantes emerxentes son sustancias potencialmente prexudiciais para
0s seres vivos e 0 medio ambiente. Actualmente, son compostos detectados con
frecuencia nos ecosistemas acuaticos, supofiendo unha gran ameaza para a
biodiversidade asociada. Neste traballo se estuda a toxicidade exercida por dous
farmacos considerados contaminantes emerxentes, a azitromicina e a
hidroxicloroquina, sobre Chlamydomonas reinhardtii, unha especie de microalga
de auga doce. Para iso, exponse a microalga a concentraciéns crecentes de
cada un dos contaminantes de forma individual. Os resultados revelan que a
azitromicina inhibe o crecemento microalgal incluso as concentracibns mais
baixas ensaiadas (0,5-2,5 mg I'Y). En cambio, foron necesarias concentracions
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mais elevadas de hidroxicloroquina para observar afectacion neste parametro.
Isto refléxase nos valores de concentracion efectiva media (ECso) obtidos as 72
h de exposicidén a sendos antimicrobianos, sendo a ECso para a azitromicina de
0,80 mg I'* e a ECso para a hidroxicloroquina de 19,43 mg I'1. En canto a andlise
da viabilidade celular e a taxa de fotosintese, baixas concentracions de
azitromicina provocan alteracions na actividade fotosintética de C. reinhardtii,
mentres que a hidroxicloroquina, nas concentracions testadas (10-30 mg %),
diminde a viabilidade celular. Futuros ensaios onde se avaliasen os efectos
combinados de ambos contaminantes axudarian a ampliar o cofilecemento sobre
0 seu modo de accidn nos ambientes naturais.

Palabras chave: Chlamydomonas reinhardtii, microalga, contaminantes
emerxentes, azitromicina, hidroxicloroquina, toxicidade.

Abstract

Emerging pollutants are substances potentially harmful to living organism and the
environment. Currently, they are compounds frequently detected in aquatic
ecosystems, posing a great threat to the associated biodiversity. This work
studies the toxicity exerted by two drugs considered emerging pollutants,
azithromycin and hydroxychloroquine, on Chlamydomonas reinhardtii, a
freshwater microalgae species. To do this, the microalgae is exposed to
increasing concentrations of each of the pollutants individually. The results show
that azithromycin inhibits microalgal growth even at the lowest concentrations
tested (0.5-2.5 mg I'Y). Instead, higher concentrations of hydroxychloroquine were
necessary to observe involvement on this parameter. This is reflected in the half
maximal effective concentration values (ECso) obtained after 72 hours of
exposure to both antimicrobials, being the ECso for azithromycin 0.80 mg It and
being the ECso for hydroxychloroquine 19.43 mg I'X. As for the analysis of cell
viability and the photosynthetic rate, low azithromycin concentrations cause
alterations in the photosynthetic activity of C. reinhardti, while
hydroxychloroquine, at the tested concentrations (10-30 mg I'*) decreases cell
viability. Future trials evaluating the combined effects of both pollutants would
help to increase the knowledge about their action mode in natural environments.

Keywords: Chlamydomonas reinhardtii, microalga, emerging pollutants,
azithromycin, hydroxychloroquine, toxicity.
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3. Introduccion

En las ultimas décadas, la industrializacion, el desarrollo tecnoldgico y el
incremento progresivo de la poblacién estdn provocando una mayor deteccién
en los ecosistemas acuaticos de sustancias potencialmente causantes de
efectos nocivos en los seres vivos y el medio ambiente. Estos compuestos,
conocidos como contaminantes emergentes (CEs), son de distinto origen y
naturaleza quimica, encontrandose dentro de este grupo productos
farmacéuticos, plaguicidas, cosméticos, productos de limpieza y productos de
higiene personal, entre otros (Reinoso Carrasco et al., 2017).

El consumo y uso de estas sustancias esta aumentando progresivamente, lo que
conlleva impactos sanitarios, econémicos, ecoldgicos y sociales (Puri etal.,
2023; Naskar et al., 2022). Las actividades humanas, como la industrial, la
agricultura y ganaderia intensivas y el consumo humano, junto a su dificil
degradacion en las plantas de tratamiento de aguas residuales, estan
provocando que los CEs lleguen a los ambientes acuaticos (Reinoso Carrasco
et al., 2017).

Su presencia en dichos ambientes promueve la pérdida de habitats y de la
biodiversidad asociada (Var6 Galvai et al., 2016). La mayoria de estos
compuestos son disruptores endocrinos (Ministerio Para la Transicién Ecoldgica
y El Reto Demografico, s.f.), pudiendo ejercer ademas otros tipos de efectos
téxicos agudos o crénicos.

Incluso en las bajas concentraciones en las que son detectados, desde pg It a
ng Iy en raras ocasiones en mg I'* (Dalu & Tavengwa, 2022; Nie et al., 2013),
son capaces de provocar efectos adversos en los organismos no diana (Moro et
al., 2014).

En cuanto a la regulacién de los CEs, la Comision Europea aprueba cada dos
afos la “Lista de Sustancias Prioritarias”. Se trata de una relacion reducida de
CEs, segun su peligrosidad y que esta basada en la “Lista de Observacion”
(creada en 2013), que incluye algunos de los contaminantes emergentes que se
detectan en alguno de los 36 puntos de muestreo situados a lo largo de la
geografia espafiola. Pese a todo, gran cantidad de los CEs no estan sometidos
a una regulacién gue limite su presencia en el agua (Ministerio Para la Transicién
Ecoldgica y ElI Reto Demogréfico, s. f.).

Las microalgas son microorganismos no diana muy utilizados en la deteccion de
contaminantes en aguas y en estudios de toxicidad in vitro (Esperanza et al.,
2019). Constituyen la base de la red tréfica acuatica lo que provoca que cualquier



alteracion que les afecte, pueda causar efectos de mayor magnitud en otros
organismos situados en niveles troficos superiores (Nie et al., 2013).

Las microalgas que habitan dichos ambientes acuaticos son unos excelentes
bioindicadores de los cambios ambientales espaciales y temporales. Gracias a
su ciclo de vida corto y a su rapido crecimiento, permiten evaluar y predecir
cambios medioambientales a corto plazo. En consecuencia, nos proporcionan
informacion sobre la calidad quimica del agua para ayudar en la toma de las
medidas necesarias para proteger el ecosistema (Omar, 2010).

Dentro de los CEs, destaca en los ultimos afios la preocupacion por la presencia
de farmacos en los medios acuéticos. Los farmacos no son absorbidos en su
totalidad por el cuerpo humano, siendo excretados a través de la orina y las
heces lo que provoca su llegada a dichos sistemas acuaticos a través de las
aguas residuales (Moro et al., 2014).

Este trabajo se centra en dos compuestos farmacéuticos ampliamente
distribuidos y frecuentemente detectados en las aguas dulces, la azitromicina
(antibidtico) y la hidroxicloroquina (antimalarico) (Mao et al., 2021; Gimus &
Gumus, 2022). El incremento exponencial durante las ultimas décadas del
consumo de antibiéticos (Mao et al., 2021) y otros medicamentos (Guindon et al.,
2022), junto a su potencial efecto perjudicial en organismos no diana, unido a la
elevada sensibilidad frente a los cambios ambientales de las microalgas, hacen
de vital importancia conocer los potenciales mecanismos de toxicidad de estos
contaminantes sobre dichos microorganismos fotosintéticos para poder evaluar
correctamente los riesgos medioambientales (Mao et al., 2021).

4. Objetivos

La finalidad de este trabajo es evaluar el potencial efecto toxico de dos
contaminantes emergentes, azitromicina e hidroxicloroquina, a distintas
concentraciones sobre la microalga dulceacuicola Chlamydomonas reinhardtii.
Para ello, se analizan los parametros clasicos de un estudio toxicolégico:
densidad celular, tasas de crecimiento, viabilidad celular y actividad fotosintética.

5. Material y métodos
5.1. Descripcion de la especie

La especie utilizada en el estudio es Chlamydomonas reinhardtii Dangeard. La
cepa (CCAP 11/32A mt+) se obtuvo de la Coleccion de Cultivos de Algas y



Protozoos (CCAP, Culture Collection of Algae and Protozoa) del Laboratorio
Marino de Dunstaffnage (Escocia, Reino Unido).

De acuerdo con la clasificacion de Bold (Bold & Wynne, 1985), el género
Chlamydomonas forma parte de la division Chlorophyta, y se enmarca en la clase
Chlorophyceae, orden Volvocales y familia Chlamydomonadaceae.

C. reinhardtii es una microalga verde dulceacuicola, unicelular y haploide de
aproximadamente 10 um (Merchant et al., 2007) muy empleada en estudios
fisioldgicos, bioquimicos, moleculares y genéticos que crece rapidamente en
cultivos axénicos (Grossman et al., 2003).

Su importancia como microalga modelo en la investigacion radica en que su ciclo
vital es sencillo, se puede aislar facilmente y se ha secuenciado su genoma
(Harris, 2001; Rasala & Mayfield, 2011). En particular, es de gran utilidad en
estudios toxicoldgicos debido a su gran sensibilidad frente a los contaminantes
ambientales (Costa et al., 2016).

En cuanto a su biologia celular, destaca la presencia de dos flagelos en su parte
anterior con funcién locomotora, también empleados para el apareamiento
(Merchant et al.,, 2007). Habitualmente, presenta numerosas mitocondrias y
vesiculas citoplasmaticas, junto a dos vacuolas contractiles en el polo anterior
de la célula (Merchant et al., 2007; Harris, 2009). Por su parte, el aparato de
Golgi se situa frecuentemente alrededor del nicleo. Sus cloroplastos destacan
por sus variadas morfologias, desde aquellos mas simples en forma de canal o
de copa, hasta los de mayor complejidad con forma de canasta. En ellos se
pueden encontrar uno 0 mas pirenoides y una mancha ocular (Harris, 2009).

C. reinhardtii se reproduce tanto de forma sexual (Harris, 2009) como asexual.
Presenta dos tipos de células sexuales: mating type plus (+) y mating type minus
() (Lv et al., 2022). Por ello, con la finalidad de evitar la reproduccion sexual, en
este estudio se han empleado células con sélo uno de los dos tipos de células,
concretamente, el tipo plus (mt+).

5.2. Cultivo microalgal

Los cultivos stock de Chlamydomonas reinhardtii se preparan en matraces
Erlenmeyer de 250 ml empleando el medio comercial GOLDMEDIUM — FWS
(Fresh Water Species) cuya composicion se detalla en el Anexo I. Para la
preparacion del cultivo axénico, se afiaden 0,3 ml de una solucién de
oligoelementos (Algal-1, Nutricion Avanzada S.A.), 1 ml de cada una de las tres
soluciones de nutrientes de este medio (Anexo |) y la cantidad de agua destilada
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y de cultivo necesarios para obtener una densidad celular de 150.000 células
ml* con un volumen final de cultivo de 100 ml. La densidad seleccionada permite
ajustar el crecimiento de la microalga C. reinhardtii a una curva de crecimiento
sigmoidea que alcance la fase estacionaria tras 72 h en los cultivos control o no
expuestos al contaminante.

Los cultivos mantienen en una cdmara con una temperatura constante de 22 °C,
con ciclos de luz: oscuridad de 12:12 h y bajo unas condiciones de intensidad
luminica de 100 umol fotén m? sty en agitacién continua en un orbital a 150
rom. Todo el material, medios y reactivos utilizados en este trabajo se
esterilizaron en un autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

5.3. Contaminantes: Azitromicina e Hidroxicloroquina

La azitromicina (AZT) es un antibiético macrolido de amplio espectro que inhibe
la sintesis proteica bacteriana (da Luz et al., 2021). Estd ampliamente distribuido
y es detectado en aguas dulces en concentraciones de hasta 50 pg I'* (Mao et al.,
2021). Se utiliza para tratar infecciones bacterianas: enfermedades respiratorias,
infecciones agudas de los senos paranasales y del oido, bronquitis crénica e
infecciones de la garganta y las amigdalas. Ademas, también es efectivo contra
la enfermedad inflamatoria pélvica, enfermedad ulcerosa genital e infecciones de
la uretra y cuello uterino junto a infecciones de la piel (National Center for
Biotechnology Information, 2023). Asimismo, se empleé durante la pandemia del
SARS-CoV-2 para combatir la COVID-19 (Andreani et al., 2020).

Este antibidtico se considera de especial relevancia ecotoxicolégica debido a la
elevada frecuencia con la que es detectado, junto a su consideracion como
persistente y toxico a bajas concentraciones (Almeida et al., 2021).

Por su parte, la hidroxicloroquina (HCQ) es un medicamento antimalarico con
propiedades quimioterapéuticas y antiinflamatorias, que frecuentemente se
utiliza para tratar enfermedades como la artritis reumatoide y el lupus eritematoso
sistétmico (Gumus & Gumus, 2022). Es detectado en las aguas en
concentraciones de hasta 2,97 ug I'* (Marques et al., 2023). Al igual que la AZT,
en los inicios de la pandemia del SARS-CoV-2 fue recetado para combatir el
COVID-19 por sus propiedades antibacterianas, antifUngicas y antivirales
(Morgado-Carrasco et al., 2022). La HCQ se incluye en la Lista de Medicamentos
Esenciales de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Gumus & Gumdas,
2022).



Los riesgos de este derivado de la quinolina en el medioambiente no se conocen
con exactitud, pero, se ha descrito que tiene propiedades persistentes, toxicas,
cancerigenas y teratogénicas (Gumus & Gumus, 2022).

Las propiedades fisico-quimicas de ambos contaminantes se muestran en la
Tabla 1.

Tabla 1. Propiedades fisico-quimicas de la azitromicina e hidroxicloroquina.

Propiedades Azitromicina @ Hidroxicloroquina °

Estructura quimica

| =
AN ‘ -
Formula molecular C3sH72N2012 C18H26CIN3O
CAS Reg. Ne°. 83905-01-5 118-42-3
Masa molecular 749,0 335,9
(g mol)
Solubilidad en agua  2,37:103(25 °C) 2,61-10%2

(g

a https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/447043

b https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/12947
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5.4. Preparacion de las soluciones stock de los contaminantes

La solucién stock de AZT utilizada en este estudio se elabora a partir de
azitromicina dihidratada comercial (Sigma-Aldrich) en agua destilada a una
concentracion de 5 mg I'1. Dicha solucién se conserva a - 20°C.

Por su parte, la solucion stock de HCQ se prepara a partir de hidroxicloroquina
comercial (Sigma-Aldrich) en agua destilada a una concentracion de 60 mg Ity
se conserva en una nevera a 4°C.

5.5. Analisis mediante citometria de flujo (CMF)

La citometria de flujo (CMF) es un método analitico que proporciona una
medicion rapida de caracteristicas fisicas y quimicas de las células suspendidas
en un fluido liquido, haciéndolas pasar de forma consecutiva e individualmente
por una zona delimitada de analisis, produciendo una sefial individual al ser
iluminadas por un haz de laser. Con esta técnica se puede estudiar la
complejidad y el tamafio celular, permitiendo analizar simultaneamente multitud
de pardmetros fisico-quimicos en células individuales (Barrera Ramirez et al.,
2004).

El andlisis de las células de C. reinhardtii se realiza en un citébmetro de flujo
CytoFLEX de Beckman Coulter, con un laser como una fuente de luz que emite
a 488 nm (luz azul). Dicho equipo presenta cuatro detectores de fluorescencia
segun la longitud de onda captada: FL1 (505-550 nm, luz verde), FL2 (550-600
nm, luz amarilla), FL3 (600-645 nm, luz naranja) y FL4 (645-700 nm, luz roja,
autofluorescencia de la clorofila) (Esperanza et al., 2019). La luz dispersada,
normalmente 20° respecto del eje del haz de laser, es detectada por un canal o
detector frontal (FSC, Forward Scatter Channel), cuya intensidad determina el
tamafio de la particula analizada y permite discriminar entre células y restos
celulares. Por su parte, la luz dispersada aproximadamente 90° respecto del haz,
es analizada en un detector lateral (SSC, Side Scatter Channel) que determina
la complejidad intracelular de las células presentes en la muestra (Rahman, s. f.).
Las células de C. reinhardtii se seleccionan en todos los protocolos en base a su
tamafio (FSC) y contenido en clorofila (detector FL4).
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5.5.1. Determinaciéon de la densidad celular

El crecimiento celular de un cultivo es un parametro ampliamente utilizado en
estudios toxicologicos ya que refleja el estado fisioldgico de las células. Para ello,
se debe establecer previamente la densidad celular de los cultivos expresada en
células mlt. En este trabajo se analiza cada 24 h hasta completar un total de 72
h de exposicion a los contaminantes y se determina por medio del recuento del
namero de células microalgales presentes en los cultivos mediante CMF, a partir
de 15 pl de cada muestra y condicion experimental.

5.5.2. Determinacién de las tasas de crecimiento

Se calculan las tasas de crecimiento (u), expresadas en dial, para cada
tratamiento y tiempo ensayado a partir de los datos de la densidad celular,
aplicando la siguiente formula:

M = [log(Nt ) — log(No)] / log2 (t - to)

Dénde:

¢ No Yy Nt densidades celulares inicial y final durante el periodo estudiado,
expresado en células ml?.

e toy t: tiempos inicial y final del periodo estudiado, ambos expresados en
dias.

5.5.3. Andlisis de la viabilidad celular

El estudio de la viabilidad celular se lleva cabo mediante CMF empleando para
ello ioduro de propidio (IP). Este fluorocromo se excita a 488 nm y emite en torno
a 625 nm.

Una caracteristica en la que se basa este método de analisis es la integridad de
la membrana, siendo un buen indicador de mortalidad celular, ya que dicha
integridad es vital para el correcto funcionamiento de la célula (Buysschaert
et al., 2016). Esta técnica se asienta en que una célula viable mantiene el control
de transporte de sustancias a través de la membrana plasmatica y, por lo tanto,
el IP no es capaz de penetrar en ella debido a su tamafio y carga (células IP -).
En cambio, si las células estdn muertas (no viables) no seran capaces de
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controlarlo, por lo que el fluorocromo se introducira en la célula, intercalandose
en el ADN de doble cadena (células IP +). De esta forma, el empleo de IP se
postula como un buen método para estudiar la viabilidad celular (Buysschaert
et al., 2016).

Para realizar el andlisis, se extraen 250 ul de cada una de las réplicas bioldgicas
de cada tratamiento, y se preparan suspensiones celulares ajustando la
densidad celular a 150.000 células mlt en tampén fosfato salino pH 7,2 (PBS,
Phosphate Buffered Saline) y se afiaden 2,5 pl de ioduro de propidio de una
solucién stock a 1 mg ml=,

Tras 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, las muestras se
analizan en el citometro en el detector FL3 y el resultado se expresa en
porcentaje de células viables (células IP-) con respecto al total de células
analizadas.

5.6. Analisis de la actividad fotosintética mediante fluorometria de la
modulacion de amplitud de pulso (PAM)

Se monitoriza la actividad fotosintética de los cultivos tras 72 h de exposicion a
los contaminantes, empleando la fluorometria de modulacién de amplitud de
pulso (PAM, Pulse Amplitude Modulation).

Para ello, se cuantifica la eficiencia fotosintética (QY, Quantum Yield) del
fotosistema Il (PSII, Photosystem Il) utilizando el fluorimetro AquaPen-C-AP-100,
gue permite medir la fluorescencia de los pigmentos fotosintéticos de las células
microalgales de forma rapida y precisa. Este dispositivo esta equipado con un
emisor LED azul (455 nm) que excita las clorofilas (mediciones de cultivos de
algas y suspensiones de células vegetales) y un emisor LED rojo-naranja (630
nm), adecuado para mediciones en cianobacterias. La sensibilidad del
fluorimetro es extremadamente elevada, permitiendo detectar hasta 0,5 pg
clorofila I'* (Photon Systems Instruments, 2021)

La medicion del QY del PSII (eficiencia en la conversion de la luz absorbida por
el fotosistema en luz emitida en forma de fluorescencia) (Sadjadi, 2021), se basa
en que cuando el PSII esta funcionando en condiciones éptimas no es capaz de
absorber toda la luz, emitiendo la luz restante en forma de fluorescencia, la cual
es utilizada por el dispositivo para calcular la eficiencia fotosintética o QY. En
cambio, si el rendimiento es malo, absorberd toda la luz recibida y la
fluorescencia emitida sera baja. Por lo tanto, las microalgas que estan en
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condiciones Optimas presentan valores elevados de QY, mientras que disminuira
en aquellas sometidas a estrés (Alaya Esmoris, 2021).

Se analizan 3 ml de muestra con 150.000 células ml* en tampén PBS de cada
una de las réplicas de cada tratamiento, mantenidas 30 minutos en oscuridad
con la finalidad de permitir la apertura de los centros de reaccion del PSII
(Salazar et al., 2016).

5.7. Célculo de la concentracion efectiva media (ECso)

Uno de los indices mas empleados en estudios toxicologicos para evaluar el
efecto de diversos contaminantes sobre el crecimiento microalgal es la
concentracion efectiva media (ECso, Half maximal Effective Concentration). Se
define como la cantidad del compuesto toxico necesario para provocar una
inhibicién del 50% en el crecimiento de una especie. Su empleo permite
comparar féacilmente los resultados experimentales obtenidos en distintos
ensayos toxicologicos.

A partir de los datos de las tasas de crecimiento obtenidos mediante CMF, la
determinacion de la ECso se realiz a las 24, 48 y 72 horas de exposicion a cada
contaminante utilizando el programa CompuSyn (Chou & Martin, 2005).

5.8. Disefio experimental

Para evaluar los posibles efectos toxicos de la AZT y la HCQ sobre las células
de C. reinhardtii se realizaron dos ensayos independientes con una duracion de
72 h. Las concentraciones testadas para ambos contaminantes fueron 0,5; 1;
1,5;2y2,5mglty10, 15, 20, 25y 30 mg I'%, respectivamente.

Los cultivos se elaboran a una densidad inicial celular de 150.000 células ml-,
afadiéndose 30 ml de cultivo a cada una de las 3 réplicas biol6gicas para cada
condicion experimental, incluidos los cultivos control. Los tratamientos se
mantienen en agitacion en un orbital a 150 rpm en las mismas condiciones de
temperatura, duracion e intensidad de luz mencionadas anteriormente para el
cultivo stock microalgal.

El analisis de los parametros de crecimiento celular se realiza a las 24, 48y 72
h de exponerlos a los contaminantes, mientras que la viabilidad celular y
actividad fotosintética se examina al término de los ensayos, transcurridas 72 h
de cultivo (Figura 1).
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Figura 1. Composicion gréfica en la que se ilustra el disefio experimental. Creada con la
aplicacién BioRender.

5.9. Analisis estadistico

Se determinaron las medias y las desviaciones estandar de las tres réplicas de
cada tratamiento y los cultivos control para cada uno de los parametros
estudiados.

El andlisis estadistico de los datos se realiza empleando el programa estadistico
IBM SPSS Statistics v. 27. Para testar la hipotesis nula (Ho): “La concentracién
de contaminante emergente ensayado no afecta al parametro de estudio”, se
analiza estadisticamente mediante un andlisis de la varianza de las medias de
una via (ANOVA, Analysis of Variance). Cuando se rechaza Ho, es decir, cuando
las diferencias son significativas, se utiliza una prueba post hoc denominada test
de Tukey para determinar de donde provienen las diferencias. El nivel de
significacion que se aplica es a= 0,05 (p-valor < 0,05).

Las graficas se disefiaron utilizando la plataforma de gréficos cientificos y
analisis estadistico SigmaPlot v. 13.0. En las tablas y figuras los resultados se
expresan como la media de los valores obtenidos + la desviacion estandar.
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6. Resultados y discusion
6.1. Efectos de los contaminantes sobre el crecimiento microalgal

El crecimiento de los cultivos de C. reinhardtii se vio afectado por la presencia
en el medio de AZT e HCQ a las concentraciones ensayadas.

En el transcurso de las primeras 24 h los cultivos expuestos al antibiotico AZT
aumentaron su densidad celular, sin diferencias significativas entre los distintos
tratamientos y con el control (p-valor < 0,05) (Figura 2A, Tabla 2). En el caso de
la HCQ, también crecieron en dicho periodo de tiempo en una proporcion similar
al control, salvo a las concentraciones de 25 y 30 mg It en las que se observo
una fuerte inhibicién (Figura 2B, Tabla 3). En cambio, se produjo una inhibicién
del crecimiento en todos los tratamientos expuestos a cualquiera de los
contaminantes a partir de las 24 h, incrementandose dicho efecto a partir de la
concentracion de 1 mg I'%, en el caso de la AZT y a partir de 15 mg It en la HCQ
y con el tiempo de exposicion, en ambos casos (Tablas 2 y 3). En consecuencia,
se observé que el efecto inhibitorio del crecimiento de ambos contaminantes
sobre la microalga C. reinhardtii es concentracion-dependiente, siendo mas
potente el ejercido por la AZT, donde la magnitud de las concentraciones
ensayadas y las diferencias entre las mismas, son mucho menores que en la
HCQ (Figuras 2A-B, Tablas 2 y 3). Resultados similares para la AZT fueron
obtenidos por Mao et al. (2021). De la misma manera, Marques et al. (2023)
reportaron afectacién en el crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris tras ser
expuesta a la HCQ.
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Figura 2. Dinamica de crecimiento de Chlamydomonas reinhardtii en respuesta a la
exposicion a la azitromicina (A) e hidroxicloroquina (B).

Por lo tanto, los resultados de este estudio muestran que la presencia de AZT en
el medio de cultivo afecta significativamente al crecimiento de C. reinhardtii para
todas concentraciones de contaminante ensayadas a partir de las 48 h de
exposicidn (p-valor < 0,05) (Tabla 2). No se hallaron diferencias significativas en
el nivel de afectacion entre los tratamientos de 1 mg ' y superiores a lo largo del
tiempo de estudio, observandose tan solo entre dichos tratamientos con respecto
al tratado con la menor concentracién de contaminante (0,5 mg I'!). La HCQ
también inhibié el crecimiento de la microalga, encontrandose diferencias
significativas con respecto al control durante todo el periodo de estudio (p-valor
< 0,05) para los tratamientos expuestos a 25 mg Il y superiores, y a partir 15 mg
I de HCQ a medida que se aument6 el tiempo de exposicion (Tabla 3).

Tabla 2. Tasas de crecimiento de C. reinhardtii tras 24, 48 y 72 h de exposicién a diferentes
concentraciones de azitromicina.

Tasas de crecimiento
Azitromicina
(mg/l) 24 h 48 h 72 h
Control 1,30+£0,522 1,57+0,01°2 1,53+0,00°2
0,5 1,40+0,16 2 1,32 +0,01° 1,05+0,03°
1,0 1,07 £0,08 2 0,71+0,04°¢ 0,52+0,04°¢
1,5 1,16 £ 0,082 0,64 £0,08°¢ 0,44 £0,03°¢
2,0 1,33+£0,19° 0,73+0,08°¢ 0,51+0,05¢
2,5 1,39 +£0,082 0,73+0,04°¢ 0,50+0,02°¢
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Tabla 3. Tasas de crecimiento de C. reinhardtii tras 24, 48 y 72 h de exposicién a diferentes
concentraciones de hidroxicloroquina.

Tasas de crecimiento
Hidroxicloroquina
(mg/l) 24 h 48 h 72 h
Control 1,19+ 0,20 @ 1,54+ 0,052 1,29+ 0,04 2
10 1,43+0,0872 1,56 + 0,09 @ 1,41+0,052
15 1,33+0,22 2 0,96 £1,13° 0,98 +0,07°
20 0,94 +0,08 P 0,72+0,09° 0,58 +£0,04¢
25 0,40+0,17°¢ 0,36 +0,14°¢ 0,20+ 0,099
30 0,22+0,14°¢ 0,00 +0,14 ¢ 0,00+£0,22¢

La ECso determinada para la AZT fue de 1,52 mg Ity 0,80 mg It tras 48 y 72 h
de exposicidn, respectivamente. No se obtuvo la concentracion efectiva media
para dicho contaminante tras 24 h de exposicion, dado que no se observé un
efecto inhibitorio estadisticamente significativo con respecto a los cultivos control
(Tabla 2). La ECso de la HCQ fue de 24,96 mg I'1; 19,16 mg Ity 19,43 mg I*a las
24, 48 y 72 h, respectivamente. En consecuencia, la toxicidad de ambos
contaminantes sobre la microalga C. reinhardtii aumenta con el tiempo, siendo
incapaces las células de superar la inhibiciébn, ya que cuanto mas tiempo
transcurre es necesaria una menor cantidad de contaminante para provocar el
mismo nivel de dafio (salvo pequefas diferencias entre la ECso de la
hidroxicloroquina a las 48 y 72 h). Los valores obtenidos de ECso implican que,
dado que se incluyen dentro de los rangos de solubilidad en agua de ambos
contaminantes (Tabla 1), dichas concentraciones de contaminante se pueden
encontrar en los medios acuaticos naturales.

6.2. Efectos de los contaminantes sobre la viabilidad celular

La viabilidad celular del cultivo de C. reinhardtii no se vio alterada por la presencia
de AZT en el medio después de 72 h, mientras que la presencia de HCQ si que
provoco efectos sobre este parametro.
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Figura 3. Efecto de la exposicion a la azitromicina (A) e hidroxicloroquina (B) sobre la
viabilidad celular de Chlamydomonas reinhardtii. Las letras (a, b, c¢) indican diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos. Aquellos que tienen la misma letra indican
gue las diferencias no son significativas.
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Los cultivos expuestos a la AZT presentaron un porcentaje de células viables
(IP-) muy elevado, siempre superior al 97 % y similar al control cuyas diferencias
no fueron estadisticamente significativas (p-valor > 0,05) (Figura 3A). Resultados
similares fueron obtenidos por Almeida et al. (2021), los cuales tampoco hallaron
afectacion fotosintética en las concentraciones de contaminante mas bajas
ensayadas, observando un porcentaje de células viables en torno al 80%. En el
caso de la HCQ, dicho porcentaje fue muy similar al del tratamiento expuesto a
10 mg It donde las diferencias tampoco fueron significativas (Figura 3B). Sin
embargo, se produjo una pérdida de gran magnitud en la viabilidad celular en los
tratamientos expuestos a concentraciones de HCQ de 15 mg I'* y superiores,
cuyas diferencias respecto al control y al tratamiento de 10 mg I fueron
estadisticamente significativas (p-valor < 0,05). Dicha pérdida se increment6 a
medida que se aumentd la concentracion de contaminante en los cultivos, si bien,
las diferencias observadas entre los tratamientos de 15, 20 y 25 mg I'* no fueron
estadisticamente significativas entre si. En cambio, si lo fueron las encontradas
entre la concentracion de 30 mg I respecto a los tratamientos de 15, 20y 25 mg
I cuyo porcentaje de viabilidad se situ6 en torno al 5%. A conocimiento de los
autores, el presente estudio es el primero en el que se ha analizado la posible
afectacion de la hidroxicloroquina sobre la viabilidad celular de un organismo
fotosintético como Chlamydomonas reinhardtii.

6.3. Efectos de los contaminantes sobre la actividad fotosintética

La actividad fotosintética de las células de C. reinhardtii se vio severamente
afectada por la presencia de AZT en el medio, mientras que no se vio perjudicada
por la presencia de HCQ.
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Figura 4. Efecto de la exposicidon a la azitromicina (A) e hidroxicloroquina (B) sobre la
actividad fotosintética de Chlamydomonas reinhardtii. Las letras (a, b, ¢) indican diferencias
significativas entre los diferentes tratamientos. Aquellos que tienen la misma letra indican
que las diferencias no son significativas.

Ante la presencia de AZT en el medio, los valores de QY del control difirieron en
gran medida y de forma estadisticamente significativa, de los obtenidos en todos
los tratamientos expuestos al contaminante (Figura 4A). De igual forma, se
determinaron diferencias significativas entre el rendimiento fotosintético del
tratamiento expuesto a 0,5 mg I! respecto a las concentraciones superiores del
contaminante. Las concentraciones de 1 mg I y superiores presentan un
rendimiento fotosintético infimo, con diferencias muy pequefas entre ellas,
siendo tan solo significativas las obtenidas entre los tratamientos de 1y 2,5 mg
I1. Mao et al. (2021) también determinaron en su estudio afectacion fotosintética
en las células C. reinhardtii al ser expuestos al mismo contaminante.

Acorde a los resultados obtenidos en la medicion de la fluorescencia, la
presencia de HCQ no afectdé al rendimiento fotosintético de las células
microalgales (Figura 4B). Los valores de rendimiento cuantico del control y de
todos los tratamientos fueron elevados, siendo las pequeiias diferencias
encontradas entre ellos y con respecto al control, y no significativas (p-valor >
0,05).

La AZT ejerce su toxicidad inhibiendo la sintesis proteica al unirse al ARNr 23S
de la subunidad 50S del ribosoma bacteriano. Esto impide la realizacion del paso
de transpeptidacién y el ensamblaje de la subunidad 50S del ribosoma en la
formacion de proteinas, inhibiendo asi su sintesis (Almeida et al., 2021). De esta
forma, la AZT podria inhibir la sintesis de las proteinas situadas en el cloroplasto
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de las microalgas, provocando alteraciones en el proceso fotosintético o, incluso,
inhibiéndolo por completo, afectando finalmente al crecimiento celular (Liu et al.,
2011), tal y como se confirma en el presente estudio.

Por otra parte, algunos compuestos toxicos pueden provocar una reduccion de
la tasa de transporte de electrones en los centros de reaccion del PSII
(Franqueira et al., 2000), lo que promueve la formacion especies reactivas de
oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species). Las ROS tienen como principal diana
en los organismos fotosintéticos los centros de reaccion del fotosistema | (PSl,
Photosystem I) y PSII situados en los tilacoides del cloroplasto, o que provocaria
dafios en las membranas celulares y la consecuente pérdida de viabilidad celular
(Almeida et al., 2021). Por lo tanto, debido a las alteraciones observadas en la
viabilidad celular (HCQ) y en la fotosintesis (AZT), se deberia estudiar a futuro la
produccion de ROS frente a ambos contaminantes.

En la Tabla 4 se muestran resumidos los principales resultados obtenidos en
este estudio.

Tabla 4. Evaluacion de la afectacion al crecimiento, viabilidad y actividad fotosintética de las
células de Chlamydomonas reinhardtii tras 72 h de exposicién a la AZT e HCQ. Las flechas
orientadas hacia abajo indican una disminucién significativa en el pardmetro de estudio con
respecto al control, indicandose la concentracion a partir de la cual se observaron dichas
diferencias. El signo “=" denota diferencias no significativas en el parametro de estudio con
respecto al control.

72h AZT HCQ
Crecimiento ‘ (0,5 mg I') ‘ (15 mg I)
Viabilidad = & asmgr)
Fotosintesis ‘ (0,5mg I'") =
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7. Conclusiones

El presente estudio demuestra que la azitromicina inhibe el crecimiento de C.
reinhardtii, incluso a las concentraciones mas bajas ensayadas (0,5-2,5 mg I%),
mientras que, la hidroxicloroquina, ejerce su toxicidad a concentraciones mas
altas de contaminante (15-30 mg I'). Esto se ve reflejado en los valores de ECso
de ambos contaminantes: 1,52 mg Iy 0,80 mg I* para la AZT (tras 48 hy 72 h
de exposicion, respectivamente) y 24,96 mg I'*; 19,16 mg Ity 19,43 mg I para
la HCQ (tras 24, 48 y 72 h, respectivamente). La inhibicion del crecimiento es
concentracion-dependiente en ambos antimicrobianos.

La AZT disminuye fuertemente el rendimiento fotosintético a todas las
concentraciones ensayadas. Se determind que la presencia de AZT no
disminuye la viabilidad celular.

La exposicion de C. reinhardtii a concentraciones elevadas de HCQ disminuye
fuertemente la viabilidad de sus células. La actividad fotosintética de las células
de C. reinhardtii no se ve afectada por la presencia de HCQ en el medio.

Conclusioéns

O presente estudo demostra que a azitromicina inhibe o crecemento de C.
reinhardtii, incluso as concentracidons mais baixas ensaiadas (0,5-2,5 mg %),
mentres que, a hidroxicloroquina, exerce a sua toxicidade a concentracions mais
altas de contaminante (15-30 mg I1). Isto vese reflexado nos valores de ECso de
ambos contaminantes: 1,52 mg It e 0,80 mg I'* para a AZT (tras 48 h e 72 h de
exposicion, respectivamente) e 24,96 mg I'%; 19,16 mg It e 19,43 mg I'* para a
HCQ (tras 24, 48 y 72 h, respectivamente). A inhibicibn do crecemento é
concentracion-dependente en ambos antimicrobianos.

A AZT diminle fortemente o rendemento fotosintético a todas as concentracions
ensaiadas. Determinouse que a presenza de AZT non diminde a viabilidade
celular.

A exposicion de C. reinhardtii a concentracions elevadas de HCQ diminue
fortemente a viabilidade das suas células. A actividade fotosintética das células
de C. reinhardtii non se ve afectada pola presenza de HCQ no medio.
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Conclusions

The present study shows that azithromycin inhibits the growth of C. reinhardtii,
even at the lowest concentrations tested (0.5-2.5 mg I?%), while
hydroxychloroquine exerts its toxicity at higher contaminant concentrations (15-
30 mg I'Y). This is reflected in the ECso values for both contaminants: 1.52 mg I
and 0.80 mg I'* for AZT (after 48 h and 72 h of exposure, respectively) and 24.96
mg I'; 19.16 mg It and 19.43 mg I'* for HCQ (after 24, 48 and 72 h, respectively).
Growth inhibition is concentration-dependent for both antimicrobials.

AZT strongly decreases photosynthetic yield at all concentrations tested. The
presence of AZT was not found to decrease cell viability.

Exposure of C. reinhardtii to high concentrations of HCQ strongly decreases the
viability of its cells. The photosynthetic activity of C. reinhardtii cells is not affected
by the presence of HCQ in the medium.
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9. Anexo |

9.1. Composicion del medio GOLDMEDIUM-FWS:

Solucion 1: 51,5 g de la mezcla de NaNOs+ KH2POa. Disolver en agua destilada
y completar hasta 1000ml.

Solucion 2: 15,0 g de MgS04.7H20. Disolver en agua destilada y completar
hasta 1000ml.

Solucion 3: 0,5 g de CaClz.H20. Disolver en agua destilada y completar hasta
1000ml.

Solucién de Oligoelementos: 0,25 g de Algal en 50 ml de H20 destilada.

Esterilizacion en autoclave de las soluciones a 121°C durante 20 min.
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