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RESUMen
En este estudio se evaluó la toxicidad de los fármacos antiinflamatorios no esteroideos, ibuprofeno y paracetamol, a través del bioensayo de comportamiento de evasión y tiempo de retención de rojo neutro (TRRN) para evaluar la estabilidad de la membrana lisosomal sobre la lombriz de tierra Eisenia fetida. La CE80 para la evasión fueron 54,8 mg/kg para ibuprofeno y 223,8 mg/kg para paracetamol. El TRRN, la concentración más baja a la cual se observa efecto (CBOE) de la pérdida de la estabilidad de la membrana lisosomal fue a los 5 mg/kg de ibuprofeno y 100 mg/kg de paracetamol. Estos resultados, indican que la presencia de ambos fármacos en suelos afecta la selección del hábitat y provocan daño celular en E. fetida. La prueba de tiempo de retención de rojo neutro fue más sensible que el de conducta de evasión y confirma que es un biomarcador de alerta temprana de efectos tóxicos.
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ABSTRACT
This study evaluated the toxicity of the non-steroidal anti-inflammatory drugs ibuprofen and paracetamol in the earthworm Eisenia fetida using the avoidance behavior test and the neutral red retention time (NRRT) assay. The EC80 values for avoidance behavior were 54.8 mg kg⁻¹ for ibuprofen and 223.8 mg kg⁻¹ for paracetamol. The NRRT assay showed lysosomal membrane destabilization at concentrations as low as 5 mg kg⁻¹ for ibuprofen and 100 mg kg⁻¹ for paracetamol, corresponding to the lowest observed effect concentrations (LOEC). These results demonstrate that the presence of both pharmaceuticals in soil affects habitat selection and induces cellular damage in E. fetida. Moreover, the NRRTassay exhibited greater sensitivity than the avoidance behavior test, confirming its value as an early-warning biomarker of toxic effects. 
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introducción
Los productos farmacéuticos son considerados contaminantes emergentes que se caracterizan por encontrarse en general en bajas concentraciones en el ambiente y la mayoría no están regulados por agencias de protección ambiental (Rede et al., 2019; González y Fernández‐López, 2022). Al no ser eliminados totalmente en las plantas de tratamientos de aguas residuales (PTAR), pueden estar presentes en las diferentes matrices ambientales como en aguas, sedimentos y suelos (Nadais et al., 2018; Dey et al., 2019;  Shaheen et al., 2022; González y Fernández-López, 2022).
Algunos fármacos tienen la capacidad de llegar al medio natural y ser un peligro ambiental (Santos, et al., 2022). En este sentido, las descargas de aguas residuales domésticas son una de las principales vías de entrada a los ecosistemas acuáticos, a su vez estas aguas al ser utilizadas para el riego en la actividad agrícola pueden contaminar con fármacos dichos suelos (Li, 2014; (Food and Agriculture Organization of the United Nations [FAO], 2015). De esta manera, los suelos agrícolas pueden ser una ruta de exposición a este tipo de compuestos potencialmente tóxicos para la fauna que habita los suelos de los agroecosistemas. Por otra parte, otra ruta de contaminación del suelo por fármacos puede ser los biosólidos que se generan en las plantas de tratamiento de aguas residuales y el estiércol que contiene fármacos veterinarios que provienen de la ganadería, los cuales pueden ser aplicados como fertilizantes en la agricultura (Li et al., 2014, Rede et al., 2019; Choudhury et al., 2025). No obstante, lo anterior, aun cuando existe abundante evidencia de la presencia de estos agentes químicos en el ambiente acuático, se conoce poco acerca del comportamiento y las concentraciones de productos farmacéuticos en suelos (Rede et al., 2019). El impacto global de los productos farmacéuticos en los ecosistemas terrestres aún no está claro (Pino et al., 2015). Li (2014), Alistair et al., 2024 y Pérez-Lucas et al., (2024) señalan que los fármacos que no pueden degradarse mediante procesos naturales como biotransformación o fotólisis, se acumularán en el medioambiente.
A nivel mundial entre los fármacos más usados destacan los analgésicos (Carmona et al., 2014; Pino et al., 2015).  Dos de ellos, el paracetamol e ibuprofeno que han sido considerados prioritarios para su remoción ambiental, ya que pueden estar presentes en las descargas de efluentes de plantas de tratamiento de aguas urbanas  a cuerpos de aguas superficiales, las que a su vez pueden ser utilizadas como fuentes de agua para el riego de cultivos, acumulándose en los suelos,  lo que podría representar un riesgo de toxicidad para los organismos que allí habitan (Pino-Otín et al., 2017; Yang et al., 2021; Chacón et al., 2022; Shaheen et al., 2022; Egbeyemi  et al., 2023; McLain et al., 2023).
Entre los organismos del suelo que pueden estar potencialmente expuestos a los contaminantes emergentes de origen farmacéutico, se encuentran las lombrices de tierra, las que desempeñan un papel ecológico muy importante por su función detritívora. Las lombrices incrementan el transporte de nutrientes, contribuyen a la formación del suelo y a reducir la erosión (Bartlett et al., 2010; Palafox et al., 2012; Iryna et al., 2016; Boyle et al., 2019; Duque et al., 2023). Por lo tanto, los contaminantes emergentes como los fármacos presentes en las aguas residuales, biosólidos o estiércol pueden potencialmente afectar la fertilidad y función de los suelos (Mkhinini et al., 2019), así como la viabilidad y supervivencia de sus organismos asociados, entre los que destacan las lombrices.
La evaluación de la exposición a agentes químicos contaminantes, a través de la determinación de las concentraciones ambientales, no es suficiente para determinar sus efectos sobre los organismos. Por ello, se utilizan bioensayos de toxicidad como herramientas estandarizadas que permiten determinar tanto los efectos tóxicos agudos como los crónicos (Ulloa et al., 2014). El bioensayo de conducta de evasión con la lombriz de tierra Eisenia fetida se basa en la capacidad de las lombrices de seleccionar el hábitat mediante quimiorreceptores en el prostomio y en el segmento anterior, así como la distribución de tubérculos a lo largo del cuerpo, los cuales hacen a las lombrices muy sensibles a los agentes químicos en el ambiente y les permiten evitar condiciones ambientales desfavorables (Udovic y Lestan 2010; Alcívar et al., 2021). Por otra parte, están los biomarcadores que son respuestas a nivel celular y molecular de los organismos expuestos a contaminantes potencialmente tóxicos, y que se consideran herramientas de alerta temprana (Viarengo et al., 2007; Calisi et al., 2009).
La estabilidad de la membrana lisosomal es un indicador de daño en células eucariotas y es considerado biomarcador de evaluación del estado de salud en diversos organismos (Viarengo et al., 2007). El uso de este biomarcador deriva del hecho de que los lisosomas son organelos celulares capaces de secuestrar, almacenar y detoxificar compuestos orgánicos contaminantes incluyendo metales (Moore et al., 2004). El tiempo de retención de rojo neutro aplicado al análisis de la estabilidad de la membrana celular se basa en que los lisosomas en buen estado de salud retienen más tiempo el colorante que los alterados, son fáciles de visualizar y están presentes en todas las células nucleadas. Los lisosomas dañados no retienen el colorante rojo en el citosol, indicando posible daño severo conduciendo a la muerte celular (Viarengo et al., 2007; Calisi et al., 2011; Pantea et al., 2023). El tiempo de retención del colorante rojo neutro en los hemocitos vivos proporciona un índice confiable de salud del organismo (Moore et al., 2006). 
Los estudios sobre la toxicidad de los fármacos ibuprofeno y paracetamol en los organismos del suelo son pocos (Chacón et al., 2022).  Conocer los efectos de estos fármacos en los organismos del suelo permitirá determinar el riesgo ambiental y el establecimiento de normas ambientales para suelos. En esta investigación se postula que la presencia de los fármacos afecta la selección del hábitat y provocan daño celular en E. fetida. De acuerdo con lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar la toxicidad del ibuprofeno y el paracetamol en suelos, sobre E. fetida a través de bioensayos de comportamiento de evasión y la medición del TRRN.
Materiales y métodos
Preparación de soluciones y suelos de prueba.
En este estudio se utilizaron formulaciones comerciales de ibuprofeno de 600 mg y paracetamol de 500 mg a partir de los fármacos molidos en mortero de porcelana  se prepararon las soluciones stock en 1 L de agua destilada cada una de la siguiente forma:  la solución de ibuprofeno se preparó en un litro de agua destilada, disolviendo 600 mg del ingrediente activo con 116 mg de hidróxido de sodio para mejorar la solubilidad del fármaco, enseguida se calentó la solución por 30 minutos a 35°C mientras era agitada, al término se dejó reposar por 1 h y se filtró. La solución de paracetamol se preparó en un litro de agua destilada, disolviendo 1,6 g del ingrediente activo en 10 ml de metanol para mejorar la solubilidad del fármaco, aforando después con agua destilada, luego se calentó la solución a 35°C por 30 minutos con agitación; al término se dejó reposar y se filtró.  Las concentraciones de prueba en los suelos se determinaron de acuerdo con las concentraciones de efectos tóxicos reportadas Pino et al., (2015).  Se añadieron cantidades de paracetamol e ibuprofeno disueltas en el agua destilada al suelo de prueba tamizado (2 mm de abertura) y secado previamente al aire para alcanzar las siguientes concentraciones nominales: ibuprofeno 5, 15, 30, 50, 60 mg/kg y paracetamol: 100, 200, 400, 500, 600 mg/kg de peso seco del suelo. El suelo de prueba se obtuvo de una zona sin actividad antrópica en la Región de Valparaíso que pudiera afectar la calidad de los suelos.  Para descartar el efecto de los disolventes se realizó un control negativo con agua dilución y el disolvente según la norma Nch2083 (1999).  Para mantener las condiciones fisiológicas de las lombrices y facilitar el contacto de los agentes químicos con los organismos, el contenido de humedad del suelo se ajustó al 60 % del peso final listo para los bioensayos. El suelo de prueba tenía las siguientes características: pH 6,5; conductividad eléctrica de 620 µS/cm; 5,7 % de materia orgánica; textura: 46 % arena y 53 % arcilla y limo 1 % las cuales se determinaron según Sadzawka et al., (2006).  Las lombrices de tierra se obtuvieron de un centro de lombricultura en Pachamama en la comuna de Quillota (V Región, Chile Central).
Bioensayos de comportamiento de evasión 
Se llevaron de acuerdo con la norma (International Organization for Standardization [ISO] (2008), para ello se utilizaron recipientes plásticos de un litro de capacidad, los cuales se dividieron en dos secciones con una hoja extraíble. En una sección se colocaron 300 g de suelo de prueba y en la otra 300 g de suelo sin fármaco. Por cada suelo de prueba se consideraron cinco repeticiones con diez lombrices cada una. Las lombrices presentaron el mismo tamaño y madurez sexual, clitelio desarrollado y peso entre 300 mg y 600 mg. Para iniciar el bioensayo, se extrajo la lámina de plástico y diez lombrices de E. fetida se colocaron en la línea media que separaba las dos secciones. Las condiciones ambientales fueron con un régimen de 16 h luz/8 h oscuridad a una temperatura ambiental de 21 ± 2 °C. A las 48 h de exposición, se contó el número de lombrices en cada sección. El suelo se consideró tóxico o de baja calidad, cuando el porcentaje de lombrices en el suelo de prueba con el fármaco presentaba un 80 % de evasión, lo que indica que el suelo tiene efecto sobre los organismos y desde el punto de vista ecológico afecta la selección del hábitat (Hund-Rinke et al., 2005; Palafox et al., 2012). La prueba se consideró inválida cuando se observó más de una lombriz por repetición muerta o desaparecida al final del periodo de prueba y por lo tanto se repetía el bioensayo.
Determinación del tiempo de retención de rojo neutro (TRRN)
Se utilizaron individuos adultos de E. fetida con clitelo desarrollado y peso entre 300 mg y 600 mg, previamente aclimatados. En placas Petri de 9 cm de diámetro, se colocaron 50 g de suelo, los cuales contenían los fármacos en las mismas concentraciones del bioensayo de evasión. Se realizaron tres repeticiones por concentración cada una con diez lombrices. Las condiciones ambientales fueron las mismas que en el bioensayo de evasión de conducta (ISO, 2008). Una vez transcurrido el tiempo de exposición de 48 h, se extrajeron las lombrices, se limpiaron con agua destilada y se les extrajo fluido celómico con una jeringa de insulina (Weeks y Svendsen, 1996). Al momento de la extracción del fluido, la jeringa contenía 10 µL de solución Ringer (compuesta por 24.5 g NaCl, 0.79 g KCl, 1.24 g CaCl2∙2H2O, 4.6 g MgCl2, 2.52 g Na2SO4, en 1 L de agua destilada). Se depositaron 40 μL de la mezcla de hemolinfa y solución Ringer en proporción 1:1 en un portaobjetos por 30 s para provocar la adhesión de los hemocitos. Posteriormente se agregaron lentamente 40 μL de la solución de tinte rojo neutro, que se preparó disolviendo 20 mg de rojo neutro en 1 mL de dimetil sulfoxido (Harreus et al., 1997), finalmente se colocó el cubreobjetos y se realizó la observación inmediatamente con microscopía óptica (lente 40x). Las observaciones fueron continuas hasta alcanzar el 50 % de las células teñidas o transcurridos más de 50 min, con un máximo de 60 min.  (Hønsi et al., 2003)
Análisis estadístico de datos
Se realizaron pruebas de normalidad mediante el análisis de Kolmogorov-Smirnov. La CE80-48 h se determinó de acuerdo con la norma ISO (2008). Para relacionar las variables, se realizaron análisis de regresiones y correlaciones de Spearman. Para comparar las variables respuesta entre los tratamientos y determinar las concentraciones más baja a la cual se observa efecto se realizaron análisis no paramétrico de Kruskal-Wallis y de comparación múltiple de Tukey, con el 95 % de confianza y un nivel de significancia α de 0,05, utilizando el software Minitab 19.
Aspectos éticos
La investigación se realizó cumpliendo los procedimientos de bioseguridad y protocolos estandarizados de bioensayos con las lombrices de tierra de la especie Eisenia fetida.


RESULTADOS
En la (Fig. 1a) se observa que a medida que aumenta la concentración de ibuprofeno, aumenta el porcentaje de evasión de las lombrices, con excepción del suelo con la concentración más baja, que fue preferido por las lombrices. Se encontró una correlación significativa (r = 0,79; p <0,0001) entre el porcentaje de evasión y las concentraciones de ibuprofeno. Los suelos con concentraciones desde los 60 mg/kg de ibuprofeno fueron tóxicos, ya que el porcentaje de evasión fue superior al 80 %, siendo la CE80-48 h de 54,8 mg/kg, es decir la concentración que provoca la evasión del 80 % de las lombrices expuestas. En la (Fig. 1b) se observa que el porcentaje de evasión es superior al 80 % en todas las concentraciones de paracetamol con excepción de la concentración de 100 mg/kg del fármaco, por lo que a partir de 200 mg/kg de paracetamol, los suelos son tóxicos. Se encontró una correlación significativa entre el porcentaje de evasión y las concentraciones de paracetamol (r = 0,68; p < 0,0001), siendo la CE80-48 h de 223,8 mg/kg. En la (Fig. 2a) se observa que los tiempos de retención de rojo neutro en celomocitos de E. fetida expuesta a ibuprofeno, presentaron diferencias significativas con el control (92 minutos), fluctuando entre los 22 minutos a los 50 minutos. Se encontró una correlación significativa entre el TRRN y las concentraciones de ibuprofeno r= -0,81 (p < 0,05). El LOEC (Low Observed Effect Concentration) fue de 5 mg/kg de ibuprofeno. En la (Fig. 2b) se observa que los tiempos de retención del rojo neutro en E.fetida expuesta a paracetamol fueron significativamente menores que el control en todas las concentraciones de prueba, los tiempos fluctuaron entre 21 minutos y 56 minutos. Se encontró correlación entre los tiempos de retención y el porcentaje de evasión en ambos fármacos: ibuprofeno r= -0,88 (p < 0,0001) y paracetamol r = -0,73 (p < 0,0001) (Figs. 3a y 3b). La concentración mas baja a la que se observa efecto es a 100 mg/kg de paracetamol.  En la (Fig. 4a,b,c,d) se  puede observar la intrusión del colorante rojo neutro en los diferentes tipos de celomocitos identificados amebocito granulocitos, con pseudópodos y  eliocitos evidenciando el daño a membrana de los lisosomas.

DISCUSIÓN
En este estudio se evidencia que ibuprofeno y paracetamol, en las concentraciones evaluadas, permanecen biodisponibles en el suelo y generan efectos tóxicos en E. fetida, siendo el ibuprofeno más tóxico que el paracetamol. Estos efectos coinciden con lo reportado por Pino et al. (2015), quienes observaron una mayor toxicidad aguda por ibuprofeno en ensayos de mortalidad con la misma especie, registrando valores de CL₅₀ de 64,80 mg/kg y 693,50 mg/kg para ibuprofeno y paracetamol, respectivamente, que son más alto que las concentraciones en el presente estudio, lo que se podría deber a que la variable respuesta fue la mortalidad. Estas concentraciones en el suelo podrían desde el punto de vista ecológico afectar la selección del hábitat en la fauna edáfica como las lombrices de tierra, impidiendo su alimentación y reproducción. El efecto citotóxico observado de ibuprofeno y paracetamol sobre los celomocitos de E. fetida dependiente de las concentraciones de los compuestos, también ha sido reportado con otros fármacos como   diclofenaco y simvastatina (Pino et al., 2015).   Al respecto, si bien no es claro el mecanismo del efecto citotóxico del ibuprofeno y paracetamol, podría ser a través de la generación de especies reactivas de oxígeno que provocan estrés oxidativo y lipoperoxidación (Paroloni et al., 2009; Wen et al., 2017). Por otra parte, en el caso del paracetamol, Parolini et al., (2010) señalan que producto de su metabolismo se genera un metabolito NAPQI (N-acetil- p-benzoquinona imina), que se destaca por ser tóxico, puede unirse a proteínas celulares y reducir el glutatión (GSH) intercelular en el hígado, lo que provoca estrés oxidativo y una sobreproducción de quimiocinas proinflamatorias, que puede provocar la muerte de hepatocito (Wang et al., 2024). También el efecto citotóxico sobre la membrana lisosomal ha sido reportado con ácido perfluorooctanoico y que estaría asociado a peroxidación lipídica y estrés oxidativo en E. fetida (Wang et al., 2021). La correlación inversa entre los tiempos de retención y el porcentaje de evasión en ambos fármacos, sugiere que las lombrices evitan o escapan del suelo que provoca daño celular por desestabilización de la membrana de los lisosomas de celomocitos en E. fetida, como un mecanismo de protección. Al respecto, la intrusión del colorante rojo neutro en los diferentes tipos de celomocitos identificados correspondientes a eliocitos, amebocitos granulocitos y amebocitos con seudópodos evidencia el daño a membrana de los lisosomas, lo que podría provocar apoptosis, es decir muerte celular y afectar el sistema inmunológico a estos organismos haciéndolos más susceptibles a potenciales enfermedades.
Estos fármacos han sido detectados en América del norte y Europa, generalmente provenientes de las descargas de aguas residuales tratadas a cuerpos de aguas, aplicación de biosólidos a suelos agrícolas, siendo las concentraciones que se reportan tanto en aguas como en suelos del orden de microgramos y nanogramos (Aznar et al., 2013; Sharma et al., 2020). Estas concentraciones detectadas en suelos están muy por debajo de las que generan efectos tóxicos en este estudio, por lo tanto, el riesgo para E. fetida es bajo. Debido a que las concentraciones de efectos tóxicos son mayores a las que se encuentran en el ambiente, surge por una parte la necesidad de realizar estudios que permitan evaluar los efectos crónicos a mayores tiempos de exposición y por otra parte evaluar el efecto los productos de degradación por exposición a la radiación solar UV en este tipo de compuestos, lo que podrían ser más tóxicos que los originales.

CONCLUSIONES
Los fármacos ibuprofeno y paracetamol en su formulación comercial en suelos afectan la selección del hábitat y provocan daño celular en la lombriz de tierra E. fetida, siendo ibuprofeno más tóxico que paracetamol. En este estudio, la prueba del tiempo de retención de rojo neutro fue más sensible que el comportamiento de evasión y confirma que es un biomarcador de alerta temprana de efectos tóxicos. Finalmente, la pérdida de la estabilidad lisosomal en los celomocitos de E. fetida por la presencia de los fármacos ibuprofeno y paracetamol afecta su comportamiento de evasión.
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TABLAS Y FIGURAS
Figura 1. Promedios y desviación estándar de la comparación del porcentaje (%) de comportamiento de evasión de E. fetida entre suelos con diferentes concentraciones de Ibuprofeno (a) y Paracetamol (b). Letras diferentes indican diferencias significativas entre concentraciones (p <0,05).

a)
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Figura 2. Promedios y desviación estándar de la comparación del tiempo de retención de rojo neutro en celomocitos de E. fetida entre suelos con diferentes concentraciones de Ibuprofeno (a) y Paracetamol (b). Letras diferentes indican diferencias significativas entre concentraciones (p < 0,05).
a)
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Figura 3. Relación entre el % de evasión y tiempo de retención de rojo neutro en E. fetida expuesta a Ibuprofeno (a) y Paracetamol (b).
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Figura 4. Tipos de celomocitos teñidos de E. fetida. (a): eliocitos teñidos; (b): amebocitos granulocitos sin teñir; (c): amebocitos granulocitos con tinción intralisosomal; (d): amebocitos con pseudópodos teñidos (40x).
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