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EL MAESTRO NO SABE

El “indagador” se acerco respetuosamente
al “discipulo” y le pregunté «¢;Cuél es
el sentido de la vida humana?»

El “discipulo” consulté las palabras

escritas de su “maestro” y, lleno de
confianza, respondio con las palabras

del propio “maestro”. «La vida humana no es,
sino la expresion de la exuberancia de Dios».

Cuando el “indagador” se encontré con el
“maestro” en persona, le hizo la misma
pregunta; y el “maestro” le dijo:

«No lo sé».

El “indagador” dice: «No lo sé». Lo cual exige honradez.

El maestro” dice: «No lo sé». Lo cual requiere tener una mente mistica, capaz de
saberlo todo a través del no-saber.

El “discipulo” dice: «Yo lo sé». Lo cual requiere ignorancia, disfrazada de
conocimiento prestado.




Resumen

. RESUMEN

El carbaril inhibe la acetilcolinesterasa (ACHasa) en tejidos del sistema nervioso
central (SNC) y periférico de vertebrados, dando como resultado un exceso de
acetilcolina en los receptores neurales. La inhibicién de la enzima causa una serie
de efectos toxicos de tipo agudo, mediados por interacciones del transmisor con

receptores muscarinicos, nicotinicos y del SNC.

Debido a la escasa estabilidad de los carbamatos en cuerpos acuaticos, se dificulta
establecer una relacién entre la contaminacién y el impacto bioquimico en los

organismaos.

Un modelo toxocinético-toxodinamico puede ser de utilidad predictiva al relacionar
uno de los principales efectos téxicos del carbaril (inhibicion de ACHasa) y el curso

temporal de su concentracion tisular.

Bajo estas consideraciones, se desarrolld un modelo cuantitativo basado en la
toxocinética del carbaril y el efecto sobre Ia actividad de las ACHasas, empleando al

caracol Pomacea patula.

Se utilizé un sistema de contaminacion semiestatico con una concentracion subletal

de carbaril (1.46 pg/mL) correspondiente a 1/10 de la CLsg a 96h.

La deteccion del carbamato en tejido se realizé por cromatografia liquida de alta

resolucion (HPLC) y derivatizacién postcolumna.
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Resumen

Se evalud el proceso de bioconcentracion y eliminacioén del plaguicida en muestras
del gasterépodo. Paralelamente bajo las mismas condiciones, se determino la

actividad de las ACHasas.

Un modelo monocompartimental sirvio para describir cuantitativamente estos
fenémenos. La bioconcentracién de carbaril fue trifasica alcanzando el estado
estacionario (4.2 ug/g de tejido) y una inhibicién promedio de ACHasas de 86%,
dentro de las primeras 7 h de intoxicacién. El factor de bioconcentracion (FBC) fue
calculado al estado estacionario, resultando un valor de 2.97 sobre base de peso
huimedo. La transferencia de los caracoles a un medio libre de carbaril después de
72 h de exposicion, fue seguida por una eliminacion monofésica del contaminante

con una vida media de 1.0 h.

Una correlacion significativa (r = 0.87) fue encontrada entre los niveles tisulares de
carbaril (proceso de bioconcentracion) y la inhibicibn de ACHasa, no siendo asi
durante la fase de eliminacion, donde una inhibicion significativa de la enzima fué
apreciada durante las 72 h de monitoreo, a pesar de que los niveles del plaguicida en

la glandula digestiva fueron despreciables desde las 7 h.

Este estudio aporta una herramienta cuantitativamente potencial para la
extrapolacion de efectos toxicoldgicos producidos por carbaril, de un organismo a

otro y puede emplearse ademas, para el monitoreo de la biodisponibilidad del
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Resumen

xenobidtico en muestras ambientales, asi como para el disefio de medidas

protectoras en envenenamiento por inhibidores de esterasas.
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Abstract

II. ABSTRACT

Water concentrations of contaminants sometimes are unreliable indicators of
potentially harmful effects, because the fate of the chemicals may be affect by certain
characteristics of the aquatic environment. Several authors have suggested that
body concentration is a better indicator of toxic effects than water or sediment
concentrations (Landrum et al.,, 1992). The persistence of carbaryl in the water
medium is short, for the most part, due to a rapid degradation (Fisher and Lohner,

1986).

However, it is potent inhibitor of ACHase, even at sublethal concentration (Murty and

Ramani, 1992).

For xenobiotics and their metabolites which form readly reversible interactions with
target sites for toxicity (eg. Enzymes), the level of xenobiotic present in the target site
should be directly related to the biochemical response over a concentration range.
The goal of this study was to develop a kinetic model to evaluate the
bioconcentration of carbaryl and inhibition of ACHase in fresh water amphibious

snail Pomacea patula.

While ACHase inhibition is not a toxic effect per se, it is an index of the probability

that acute carbamate toxicity will occur (Taylor, 1980).
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Abstract

Organisms were exposed to 1.46 pg/mL (carbaryl) (1/10 of LCso — 96 h) during 72 h
using a semi-static contamination system; bioconcentration and elimination
experiments were performed evaluating simultaneously ACHase activity. The
inhibition of the digestive gland ACHase reached 86% when the carbaryl
concentration (Cge) in tissue was 4.2 ug/g. The increased enzyme inhibition was
observed concomitantly with the bioconcentration of carbaryl until 7 h. ACHase
inhibition was linearly dependent on the uptake and bioconcentration of

carbaryl (r =0.87).

The transfer of snails to carbaryl-free water after 72 h of exposure was followed by
rapid monophasic elimination with a half-life of 1.0 h. However, ACHase activity levels
never returned to control values. These results showed that the bioconcentration

might be playing a critical role in contributing to the toxicity of carbaryl.
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VIII. INTRODUCCION

Por miles de anos el hombre ha considerado a los insectos como una plaga que
habia que destruir. La descripcion de la plaga de la langosta en el libro del Exodo, del
antiguo testamento, por ejemplo, atestigua la hostilidad histérica del hombre para con
estas especies. Y efectivamente, desde que la agricultura empezd, invasiones de

artropodos han destruido en reiteradas ocasiones las cosechas del hombre.

Entre las plagas que inhiben el crecimiento de cosechas, las de insectos y de
hongos, asi como las de malas hierbas, son las méas importantes y la idea de

combatirtas con productos quimicos no es del todo nueva.

No se puede negar que los plaguicidas han mejorado nuestras vidas, por la facil

asequibilidad y desde hace algun tiempo también, por su menor costo.

Las cosechas han sufrido menos pérdidas y en particular los estragos debidos a las
enfermedades transmitidas por vectores, se han mitigado con las aplicaciones de
agroquimicos, también ha habido, como resulta evidente, consecuencias
desafortunadas en ocasiones para el medio ambiente, tales como la contaminacion
de los rios y el surgimiento de especies resistentes. Ademas, el hecho de que
algunos plaguicidas se acumulan en plantas y animales acuaticos, hace que sus

efectos nocivos no solo permanezcan, sino que sean de alta peligrosidad por su




___ Introduccién

caracter aditivo, que es pasible detectar a lo largo de cadenas alimenticias (Turk,

1984).

En la actualidad en México, ya se encaminan esfuerzos tendientes a determinar la
distribucién y magnitud de la contaminaciéon de origen agricola, los mecanismos a
través de los cuales actuan los plaguicidas sobre la fisiologia de los organismos y de
los dafios potenciales que pueden producir al incorporarse a los ecosistemas

(SEMARNAP, 1996).

1. FUENTES DE PLAGUICIDAS EN AGUA

Aun cuando la importancia relativa de las diferentes fuentes de plaguicidas en agua
pueda diferir de la de suelos, las rutas de entrada son las mismas, involucrando tanto

aplicaciones intencionales como no intencionales.

1.1. Aplicaciones intencionales

Los plaguicidas son usados para el control de malas hierbas y el crecimiento
exagerado de algas en estanques y arroyos; para el control de insectos, mosquitos,
larvas, depredadores de peces de utilidad econdmica; para remover desechos de
peces o peces enfermos, antes de la restauracion de estanques. Cada uno de esos
procedimientos puede resultar en la contaminacion de las aguas superficiales y el
grado y duracion son funciones de las condiciones del medio ambiente acuético y de

la naturaleza del plaguicida invoiucrado.




1.2. Aplicaciones no intencionales

Las aguas son contaminadas en la misma forma como los suelos a través de la
aspersion de plaguicidas durante la aplicacién o la caida de la lluvia y polvo.
Adicionalmente, el agua puede contaminarse a través de la erosion del suelo,
efluentes industriales, aguas negras y ocasionalmente por derrames. Con la

excepcion de la accion atmosférica, muchas de esas contaminaciones son locales.
2. CARBAMATOS

Los carbamatos son compuestos organicos de sintesis. Una de sus caracteristicas
fisicoquimicas principales es la descomposicidn en la naturaleza, en una escala de
tiempo que se mide en dias o semanas, en lugar de aflos como los organoclorados.
La desaparicion rapida ofrece grandes ventajas, porque estos materiales presentan

una menor tendencia a propagarse y moverse a lo largo de las cadenas alimenticias.

El carbaril es uno de los plaguicidas mas utilizados en nuestro pais, principalmente
en los distritos de riego. Este compuesto es un insecticida de contacto con pocas
propiedades sistémicas y de amplio espectro de actividad, efectivo contra muchos
insectos plaga de frutales, hortalizas y algodén; sirve para el control de lombrices de

tierra e insectos en céspedes.




2.1. Caracteristicas fisicoquimicas del carbaril

SINONIMOS: Acido carbamico, metil, 1-Naftil ester, acido metil carbamico-1-naftil

o)

|
O-C-NH-CH;

FORMULA QUIMICA: C12H11NO, Oe
PESO MOLECULAR: 201.14

DESCRIPCION FISICA: Polvo cristalino sdlido, inodoro.

ester, 1-naftil metil carbamato; Sevin.

PUNTO DE FUSION: 142°C

SOLUBILIDAD: Agua 40 mg/L a 30°C, soluble en muchos solventes organicos.

2.1.1. Transformaciones abioticas

La persistencia de un compuesto depende de su estructura quimica, solubilidad en

agua y biodegradabilidad.

La literatura contiene una gran cantidad de informacidn sobre |a solubilidad en agua,
velocidad de hidrdlisis y otras propiedades quimicas de los plaguicidas. Para carbaril
por ejemplo, se menciona que tiene una ty; de 5 dias en agua, pero pruebas en
laboratorio utilizando agua destilada, indicaron que, aunque el quimico se degradd
rapidamente a pH's arriba de 8, éste fue mas estable a pH 6.3 con t, de varios

meses (Kuhr y Dorough, 1976).
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Se conoce que el contenido de sal de aguas naturales (fuerza idnica) puede afectar
la velocidad de hidrdlisis de los carbamatos. Demostrandose que el carbaril es mas
estable a la hidrélisis en aguas con alto contenido de sal, que en aguas dulces

(WHO, 1994).

Hay suficiente evidencia que sugiere, que la fotodescomposicion puede provocar
alguna pérdida de carbaril en aguas con superficies claras, que son expuestas a la
luz solar por periodos prolongados. En aguas turbias la penetracidon es altamente
restringida y la fotolisis desempefa un papel menor en la descomposicién de este

xenobibtico (WHO, 1994).

2.1.2. Transformaciones bibticas

Un gran numero de plantas y animales intervienen en la degradaciéon de plaguicidas
a través de una variedad de rutas. De todos los grupos implicados en degradaciones
directas, los microorganismos son de los mas importantes. Sin embargo, la
velocidad de hidrolisis del carbaril en condiciones de pH neutras y ligeramente
basicas fue mucho mas rapida que la determinada en agua esterilizada. Por lo que
se ha considerado que la degradacion de carbaril por los microorganismos en agua
natural tiene un papel secundario si se compara con la hidrélisis quimica. (Paris y

Lewis, 1973).
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Se ha determinado la velocidad de degradacion del carbaril a pH 6.8, tanto con
bacterias obtenidas del sedimento de un lago, como sin ellas. Sin microorganismos,
la tio de carbaril obtenida bajo condiciones aerdbicas fue de 8.3 dias y en
anaerébicas de 15.3 dias. Con la adicién de bacterias la ti, fue de 6.8 y 5.8 dias
respectivamente. Después de introducir al medio glucosa y peptona, la ti fue
reducida aun mas a 3.8 y 4.2, lo que indica que la degradacién bacteriana es mas
importante para la estabilidad del carbaril en situaciones de anaerobiosis. (Liuy col,

1981).

Los materiales humicos disueltos (MHD) son componentes ubicuos del sistema
acuatico que pueden afectar la disponibilidad y la toxicidad en el medio. Estos
materiales constituyen del 60 al 80% del total de compuestos organicos en aguas
superficiales, sedimentos y suelos. Pueden formar complejos con contaminantes
organicos e inorganicos, afectando las caracteristicas fisicoquimicas de lo mismos.
Los mecanismos implicados no son claros y varian dependiendo de la naturaleza del
xenobidtico y la composicién general del medio acuatico. En algunos casos, el
enlazamiento de los toxicos organicos a los MHD, puede aumentar su solubilidad en
agua. En un estudio realizado por Benson y Long (1991) se demostré que la
interaccion (carbaril-MHD), aumentd la toxicidad del plaguicida. Sin embargo, la

toxicidad fue afectada por el tiempo de interaccidon y ta concentracion de MHD.




2.2. Toxicologia de carbamatos

La acetilcolina (ACH) es un importante neurotransmisor tanto en el sistema nervioso
central como en el periférico de vertebrados. Un gran nimero de fibras periféricas
del sistema nervioso auténomo la sintetizan y liberan; estas se denominan fibras
colinérgicas, es decir, actuan mediante la liberacién de dicha sustancia. Entre ellas
se encuentran todas las fibras eferentes preganglionares y las fibras motoras
somaticas (no autonémicas) que inervan el masculo esquelético. Asi pues, casi todas
las fibras eferentes que salen del sistema nervioso central son colinérgicas. Ademas,
todas las fibras parasimpaticas posgariglionares y algunas fibras simpaticas

posganglionares también son colinérgicas.

Las terminales de las neuronas colinérgicas contienen gran numero de pequefas
vesiculas envueltas por membranas que se concentran cerca de la porcion sinaptica
de la membrana celular. Estas vesiculas contienen acetilcolina en alta concentracion
asi como otras moléculas (por ejemplo péptidos) que posiblemente pueden actuar

como cotransmisores del impulso nervioso.

La mayor parte de la ACH es sintetizada en el citoplasma a partir de la colina y la
acetilcoenzima A (acetilCoA) mediante la accion catalitica de la enzima colina
acetiltransferasa. La AcetilCoA es sintetizada en las mitocondrias, las cuales se
encuentran en gran numero en las terminaciones nerviosas. La colina es

transportada mediante un mecanismo de membrana desde el liquido
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extracelular hasta la terminal de l|a neurona. El almacenamiento de la ACH en
vesiculas se logra mediante el empaquetamiento de "quanta" de moléculas de

ACH, por lo general 1,000 a 50,000 moléculas por "quantum".

La liberacion del transmisor ocurre cuando un potencial de accién llega a la terminal
y desencadena la entrada de suficientes iones Ca*?. Se cree que el aumento en la
concentracion de Ca*? desestabiliza las vesiculas de almacenamiento. Luego ocurre
la fusién de las membranas vesiculares con la membrana terminal, dando lugar a la
expulsidn exocitica de varios centenares de quanta de moléculas de ACH y de

cotransmisor hacia la hendidura sinaptica.

Se desconoce el papel fisiolégico del cotransmisor. Después de ser liberadas por la
terminal presinaptica, las moléculas de ACH pueden unirse a un receptor colinérgico
(colinoceptor) y ser activado. Generalmente con mucha rapidez, toda la ACH liberada
se difunde hasta llegar al alcance de una molécula de acetilcolinesterasa (ACHasa),
la cual degrada de manera eficaz a la ACH produciendo colina y acetato, y con ello

termina la accién del transmisor (Katzung, 1991).
2.3. Mecanismo de accion de carbamatos

El carbaril pertenece a los compuestos con accién anticolinesterasica,
estructuralmente analogo a los carbamatos terapéuticos: fisostigmina y neostigmina.

Debido a su estructura relativamente simple, es un compuesto modelo para estudios
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toxicélogicos y metabdlicos representativos del grupo carbamato. Su modo de accidon

es similar a los organofosforados.

Por otra parte, el mecanismo de toxicidad mas aceptado para los insecticidas
carbamicos implica la inhibicion de enzimas esterasas de tipo B, que son las que

hidrolizan esteres con radicales alquilicos y se inhiben con los organofosforados.

La enzima colinesterasa posee en su estructura proteica, una parte responsable de
la actividad catalitica, denominada sitio activo que consta de dos subsitios. Cada
uno juega un papel importante para explicar la afinidad por sustratos catiénicos y por
sus inhibidores, sobre todo para compuestos que poseen un atomo de nitrdgeno
cargado positivamente unido a grupos metilo y etilo. Se ha postulado la combinacion
de estos sustratos a la enzima en los dos subsitios distintos en el centro activo. El
primero de ellos, el lugar anionico, es una region de la superficie de la molécula
cargada negativamente, que se combina con la carga positiva del &tomo de nitrdgeno
cuaternario del sustrato mediante una interaccion principalmente hidrofébica. El
segundo sitio estearico parece combinarse con el grupo carboxilico del enlace éster y

es el responsable de la afinidad y la hidrdlisis del sustrato, Figura No. 1.
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Figura No. 1. Interaccién de acetilcolina y la enzima acetilcolinesterasa

Acetilcolinesterasa: Una representacién de la estructura de la enzima con: a). Interacién en el sitio
aniénico y estearico de la acetilcolina, b). Centro estearico con la presencia de dos restos de

aminoacidos (histidina y serina), ¢). Ataque nucleofilico del sustrato sobre la enzima, d). Acetilacién
de la acetilcolinesterasa, con hidroélisis del sustrato.
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La hidrélisis de la ACH en el centro estearico se produce por la intervencién de dos
restos de aminodacidos la histidina y serina. En reposo el OH de la serina establece
un enlace con el N imidazdlico de la histidina, con desplazamiento del protdon de Ser
a His y se postula la participacion de un residuo de aspartato, contituyendo una
triada catalitica. Asi es posible la formacion de un puente de hidrégeno desde el N
de la His al O insaturado de la ACH. Lentamente el O alcohdlico de la Serina realiza
un ataque nucleofilico sobre el enlace acilo oxigeno de la ACH, originando la
hidrélisis y esterificacion de la serina (acetilacion). Posteriormente la hidrélisis del
nuevo éster regeneraria la enzima (desacetilacion). De manera similar para la
actividad anticolinesterasica, parece que los carbamatos requieren de un grado de
semejanza estructural con la ACH, por lo que estos compuestos compiten
fuertemente con ella por los sitios reactivos en la ACHasa. La estabilidad del
complejo enzima-inhibidor, depende de la complementaridad del plaguicida con el
sitio blanco (Kolbezen y col, 1954). Los carbamatos que tienen menor
complementaridad con el sitio activo, pueden removerse mas facilmente, dando lugar
a la reactivacion de las ACHasas. Si estos complejos no se disocian desde el sitio
activo, un ataque nucleofilico del grupo éster (localizado en el sitio esteratico en la
enzima) o en el grupo carbonilo de la molécula de carbamato puede ocurrir,
obteniéndose una enzima carbamilada estable y un grupo saliente (Kallander y col.,

1997), ver Figura No. 2
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Figura No. 2.
Mecanismo de accién de carbamatos

Acetilcolinesterasa: Una representacién de la enzima para ilustrar: a). El sitio estearico libre, b).

Formacion de un puente de hidrégeno entre el N de histidina y el O del carbaril c). Carbamilacion del
grupo serina e hidrdlisis de la molécula.
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Generalmente, la velocidad de descomposicién hidrolitica de la enzima carbamilada

esta en situacion intermedia entre la enzima acetilada y la fosforilada.

Los signos y sintomas de intoxicacion por el carbaril, son tipicamente colinérgicos,

con lagrimacién, salivacidon, miosis, convulsiones y muerte.

Para carbaril y otros carbamatos, se recomienda el sulfato de atropina como antidoto
para el envenenamiento. La administracion de pralidoxima (2-PAM) que se usa
generalmente en el tratamiento de intoxicacién por organofosforados, no se
recomienda en el tratamiento de envenenamiento por carbamatos, incluso hay

reportes de que el 2-PAM aumenta la toxicidad de carbaril (Larrel y col. 1989).

2.4. Metabolismo de carbamatos

Los carbamatos se metabolizan por medio de dos mecanismos basicos; (ambos
implican una descomposicidn del enlace éter carbamato), un ataque esterasa directo
(via a), o por la oxidacion inicial por oxidasas de funcién mixta (MFQO) seguida de un

rompimiento hidrolitico de un intermediario inestable (via b). Ver Figura No. 3.

La hidrélisis de carbaril a «c-naftol es la principal ruta. El insecticida es metabolizado
por las enzimas localizadas en el reticulo endoplasmico liso, para formar 4
hidroxicarbaril, 5 hidroxicarbaril, 5,6 dihidro-5,6,-dehidroxicarbaril y 1-naftil-N-

hidrometil carbamato.
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Figura No. 3. Rutas principales del metabolismo del carbaril

Via (a) ataque de esterasas directo, via (b) atague por oxidacién de funciéon mixta, MFO. El carbaril
(1) a través de via a y b, es metabolizado a o naftol (2) y el compuesto hidroxilado (3). Se postula la
formacion de un grupo epoxi (4), la apertura del anillo da lugar al diol (5), subsecuente metabolismo
por via a y b genera el diol fenélico (6).
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Muchos animales excretan entre 65 y 75% de la radioactividad derivada de carbaril
(1-naftil'® C) en la orina después de 24 h. La principal diferencia entre varias

especies estudiadas es el grado de rompimiento de carbaril a «<-naftol (Knaak y col.,

1968). Los tejidos hepaticos han demostrado hidrolizar y conjugar carbaril.

Los N-hidroxil- metil derivados de N-metilcarbamatos como carbaril y propoxur son
suficientemente estables y pueden aislarse de mezclas de microsomas incubados;
sin embargo, estos derivados son una via menor en el metabolismo. La hidrdlisis de
los carbamatos resulta invariablemente en la pérdida de su actividad
anticolinesterasica, pero los productos de oxidacién que son formados por enzimas
microsomales pueden presentar alguna actividad anticolinesterasica y no
necesariamente son menos toxicos que el compuesto original (Oonnithan y Casida,

1968).

Las reacciones hidroliticas con carbamatos son catalizadas por carboxilesterasas.
Los productos carecen de actividad anticolinesterasica. Las reacciones oxidativas se
llevan a cabo por el citocromo Pssp, familia de enzimas localizados en el reticulo
endoplasmico del higado y tejidos extrahepaticos. La etapa inicial en el proceso
oxidativo consiste en el enlazamiento del sustrato a la forma oxidada del citocromo
Psso, que da lugar a un cambio espectral de tipo | o tipo Il. Los sustratos tipo |
exhiben una absorbancia espectral con un maximo a 385-390 nm y un minimo

aproximadamente 420nm.
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Aquellos sustratos que se enlazan a mitocondrias hepaticas y exhiben un maximo a
420 — 435nm vy a través de 390-410 nm se denominan sustratos tipo II. Cuando el
carbaril se agrega a microsomas hepaticos de ratas no tratadas, se obtiene un
débil espectro tipo |. Los metabolitos procedentes de la hidrélisis y oxidacion de
carbamatos son excretados como glucurénidos y sulfatos. El grado relativo de
formacion de glucuronidos y sulfatos con los carbamatos, depende del sustrato,

especie y dosificacién. Ambas vias conjugativas son saturables (Knight y col., 1986).

3. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE COLINESTERASAS EN ORGANISMOS

ACUATICOS

Habig y DiGiulio (1991), presentan un resumen de tdpicos a este respecto: La ACH
tiene un papel esencial pero diferente en vertebrados e invertebrados. Las
colinesterasas representan el sitio de accion tanto para organofosforados como para

carbamatos, debido a su papel de remocion de exceso de ACH por hidrdlisis.

En invertebrados, el papel de la ACH como neurotransmisor estd menos claro.
Patrones de inervacion y funciones han sido estudiados principalmente en artrépodos
y moluscos. En contraste con los vertebrados, los crustaceos tienen tanto
motoneuronas excitatorias como inhibitorias (neuronas periféricas) que utilizan otros
transmisores. La ACH parece funcionar principalmente como un transmisor para

fibras sensoriales aferentes.
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Dentro de los crustaceos, el tejido neural de cangrejos (ganglios) tiene
principalmente ACHasa verdadera, en otras especies como las langostas se ha
localizado a esta enzima y a la butirilcolinesterasa. Las ACHasas son enzimas
enlazadas principalmente a las membranas. Las fracciones subcelulares de tejidos
neurales de cangrejos indican que mucha de la actividad de la ACHasa se asocia
con las fracciones sinaptosomales y microsomales, mientras que en las fracciones

citosodlicas, la actividad es muy baja.

En caracoles terrestres se ha informado de una alta actividad de colinesterasas en
hemolinfa. En cefaloépodos y bivalvos, se ha detectado la presencia de estas enzimas

con actividad moderada.

Adicionalmente, estudios recientes con el cangrejo azul (Callinectes sapidus) y el
pez gato (Ictalurus puntactus), revelaron diferencias en propiedades bioquimicas
de sus respectivas ACHasas. Estas propiedades incluyen especificidad de sustratos,
perfiles de actividad-pH, solubilizacion de enzimas enlazadas a la membrana, Kms y
la sensibilidad in vitro hacia inhibidores. Las enzimas neuronales del cangrejo
presentaron mayor capacidad para hidrolizar sustratos alternativos que las del pez.
La afinidad de las ACHasas del cangrejo fueron mayores para el sustrato
acetiltiocolina, comparativamente con las del pez. Las enzimas de este crustaceo
fueron también mas sensibles a varios inhibidores. La diferencia en el tiempo de
reactivacion de la enzima entre carbamatos y organofosforados (OF), tiene

implicaciones en el uso de la actividad de las ACHasas como monitor biolégico,
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porque la enzima inhibida por carbamatos, sufre una reaccién mas rapida,
permitiendo asi diferenciar entre estos toxicos. En el caso de los OF el tiempo de
recuperacion muy grande de la enzima sugiere que, este parametro depende

principalmente de la sintesis de nuevas enzimas. (Edwards y Fisher, 1991).

Es de interés observar como la vida media (t12) de diversos compuestos, varia con
el tipo de érgano blanco e inhibidores de la ACHasa in vivo, tal es el caso del
organofosforado di-isopropil-fluorofosfato (DFP) que presenta una ti, alta muy
similar en el cerebro y musculo de pez, pero en el higado el valor de este parametro
disminuye en forma significativa. En los cangrejos la ti, obtenida de ganglios es
comparable a la del tejido neural y muscular del pez. Sin embargo, en los crustaceos
no hay diferencia entre el tejido ganglionar con la del hepatopancreas, que es un
organo con funciones similares al higado de peces. Este hecho puede relacionarse
con el metabolismo mas lento de compuestos oganofosforados en el
hepatopancreas. De esta manera, aunque la ty2 de un xenobidtico puede ser
considerablemente diferente entre peces y cangrejos, debido a un metabolismo
mayor en higado y rifdn de los primeros, la ti; en tejidos blanco como el neural es

similar en ambas especies. (Edwards y Fisher, 1991).

4. ORGANISMOS DE PRUEBA

Los gasterépodos son la clase mas amplia entre los moluscos. Se han descrito

varios miles de especies vivientes, aceptando que éstos animales estan ampliamente
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distribuidos en ecosistemas de agua dulce, donde a menudo representan la

comunidad mas productiva.

En la vertiente del Golfo de México, formando parte de la fauna silvestre de rios,
embalses y lagunas, se encuentra distribuido el caracol dulceacuicola denominado
"tegogolo" del género Pomacea, y cuyas caracteristicas morfoldgicas vy
organolépticas le hacen una especie de alta demanda en la region, destindndose
para autoconsumo en algunos lugares de los estados de Veracruz y Tabasco vy
especificamente en Catemaco, donde es una fuente de ingresos econdémicos, ya que

constituye un recurso explotable a nivel comercial (Carredn, 1998).

Ademas de estas caracteristicas, otras de tipo fisioldgico y bioquimico en primera
instancia como las que se mencionan a continuacion, parecen sugerir el uso de este
tipo de moluscos como candidatos potenciales en estudios toxicolégicos. Kerkut y
Cottrell (1963), reportaron la presencia y el papel de ACH e hidroxitriptamina en el
cerebro del caracol Helix spp. Singh :y Agarwal (1981), informaron que el
mexacarbato (carbamato) tiene alta actividad anticolinesterasica en el caracol Pila
globosa (Swainson). Fisher y Lohner (1984), mencionan que Helisoma spp
metaboliza el carbaril en una proporcion mas baja que otros organismos, entre ellos
la larva Chironomus riparius, el pez Gambusia affinis y el alga Oedogonium
cardiacum, concluyéndo que el caracol es una especie susceptible para el

monitoreo ambiental de la contaminacion por carbamatos. Otro estudio demostré
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el efecto de ésteres de colina, pilocarpina y serotonina sobre el corazdn del
gasteropodo Pomacea lineata (Spix) (Sampaio y col, 1988). Algunas técnicas han
evidenciado la organizacion del sistema nervioso en el gasteropodo Prosobranquia
Concholepas concholepas (Bruguiere) y puesto de manifiesto la actividad de las
ACHasas, asi como las propiedades de las enzimas, tales como: especificidad,
coeficiente de sedimentacién y solubilidad (Gonzalez vy col, 1990). Se ha
demostrado que la glandula digestiva del molusco Mytilus galloprovincialis, es
una fuente de actividad esterasica, condicion que permite emplearlo para evaluar la
exposicion ambiental a organofosforados y carbamatos (Ozretic y Krajnovic-Ozretic,

1992).
5. PROCESOS ECOTOXICOS

En el marco de la ecologia, la ecotoxicologia es el estudio de ciertas sustancias o

sus productos de degradacidn sobre el funcionamiento de los ecosistemas.

Una vez que los contaminantes alcanzan el ambiente acuatico, ya sea a través de las
emisiones atmosféricas, terrestres o bien mediante la descarga directa de efluentes,
pueden estar sujetos a una serie de procesos de distribucién y transporte, los cuales

condicionan el destino de las sustancias en el sistema (Connell, 1987).

La valoracion del efecto de un contaminante segun Repetto (1995), debe tener en

cuenta en términos cuantitativos, una serie de factores como son:
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Lugar, naturaleza y proporciones relativas (concentraciones) de la emision
contaminante.

Transporte geografico y alteraciones consecuentes a los mecanismos fisicos
implicados (adsorciones, absorciones, retenciones, diluciones, concentraciones,
etc.).

Transformaciones quimicas de naturaleza abidtica (hidrélisis por la humedad,
oxidaciones por el aire y la luz ultravioleta, condensaciones fotoquimicas, etc.).
Biotransformaciones a su paso por los diferentes organismos del ecosistema
(biodegradacién) y bioacumulacion a lo largo de las cadenas tréficas.
Incidencia de la exposicién sobre los organismos, poblaciones o comunidades
criticas.

Respuesta de los organismos a lo largo del tiempo.

6. BIOCONCENTRACION

La distribucién de los contaminantes en el medio ambiente acuatico, puede dar lugar

a su acumulaciéon en los sustratos bénticos, en la columna de agua y en los

organismos. La captaciaon corporal de xenobidticos por la fauna acuatica se realiza a

través de contacto directo, respiracién (de aire o agua) e ingestion de alimento.

Varios términos definen esos procesos: la bioconcentracion se refiere a la

acumulacion neta de un compuesto directamente desde agua por el organismo
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acuatico, considerando simultaneamente la captacién (ejemplo, branquias o tejido
epitelial) y eliminacién;, bioacumulacidén se utiliza para describir el aumento de
concentracion del xenobidtico en un organismo, a través de todas las rutas posibles
incluyendo el alimento y la biomagnificacion, se relaciona con un enriquecimiento del

compuesto a lo largo de una cadena tréfica, desde un nivel menor a uno mas atto.

El fendmeno de bioconcentracion se cuantifica empleando el factor de
bioconcentraciéon (FBC). E! FBC de un xenobidtico puede definirse como el
coeficiente de particién al equilibrio del contaminante entre el organismo, o en un
tejido en concreto y el medio ambiente. Varios intentos se han hecho para
correlacionar el FBC con propiedades fisicoquimicas intrinsecas en sistemas
acuaticos. Algunos relacionados con la solubilidad del agua (Chiou 1985, Geyer y
col., 1982 ) y otros, con el coeficiente de particion 1-octanol/agua (koa) para
diferentes organismos. Diversos autores encontraron expresiones muy similares de
correlaciones lineales entre el log del FBC y el log de koa. (Neely y col., 1974;
Hawker y Connel, 1986). En general, los compuestos que presentan correlacion

entre estos parametros poseen unlog koade 2 a6.5.

Cuando el FBC es del orden de uno, o menos, se evidencia que la sustancia en
cuestién no experimentd bioconcentracion, los FBC menores a 10 se consideran de
bajo nivel de concentracion, los de 10-100 son de caracter intermedio y los FBC

mayor de 100 se califican de alto potencial de bioconcentracion.
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El conocimiento de los FBC, puede ser util en la evaluacién de los riesgos en la salud

de los organismos, expuestos a contaminantes ambientales por largo plazo.

6.1. Potencial de bioconcentracién y toxicidad de sustancias quimicas

La dinamica de bioconcentracion es una clave importante en la distribucién ambiental
y ruta de toxicos de baja reactividad, caracterizados por su alta lipofilicidad (ejemplo,

plaguicidas organoclorados).

Por absorcion directa del medio o a través de las cadenas tréficas, las sustancias
quimicas siguen un proceso toxocinético en los seres vivos que en muchas
ocasiones, conducen a una captacion en los érganos corporales. Este proceso esta
en funcion de las caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia, sobre todo, de la
liposolubilidad, ya que favorece la absorcién y fijacién en varios tipos de tejidos,
especialmente los grasos, a la par que disminuye su hidrosolubilidad y posibilidad de

excrecioén por via urinaria, (Gaggi y col., 1992).

Ademas, el grado de bioconcentracidn potencial depende de muchos factores del
individuo, tales como: la temperatura, el estado fisiolégico que varia con el sexo y la

estacion, asi como la biomagnificacion potencial que aumenta con el nivel tréfico, por
ejemplo, organismos pequerios que tienen una gran area superficial/volumen, puede
esperarse que absorban contaminantes mas rapido que los de mayor tamario

(Newman y Mcintosh, 1983).
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Existen varios tipos de relacion entre la concentracidn final alcanzada por el
organismo y la existente en el medio ambiente, que no dependen del proceso de

absorcién, sino de su habilidad para excretar contaminantes:

La velocidad de excrecion del tdxico por el organismo es proporcional a la carga
corporal, a medida que se incrementa la captacién y los niveles corporales, sucede
lo mismo con la excrecién. (Schulz-Baldes, 1974).

El organismo almacena el téxico en mayor proporcién comparativamente con la
velocidad de excrecidén (Bryany Hummerstone, 1978).

El organismo excreta el téxico en mayor proporcidon como respuesta a cualquier

entrada adicional del mismo, desde el medio ambiente (Bryan, 1979).

6.2. Bioconcentraciéon de carbamatos

Debido a que la toxicidad crénica de los carbamatos es baja y raramente se alcanzan
concentraciones altas en el medio ambiente acuatico, el dafo de estos compuestos
es menospreciado. Sin embargo, es necesario considerar que son xenobidticos
inhibidores de la colinesterasa a concentraciones subletales y aun cuando los
compuestos originales han desaparecido, sus productos de degradacion o

metabdlicos contindan inhibiendo la enzima.
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6.3. Uso de modelos compartimentales en ecosistemas acuaticos

Un enfoque de modelos en ecosistemas acuéticos, se basa en el principio de
sobreposicion lineal, el cual se aplica a sistemas que cambian proporcionalmente con
la concentracion del contaminante. Muchos procesos que controlan el destino de los
xenobioticos son lineales y se gobiernan por la ley de Fick, lo que permite establecer
el modelo en base a los flujos e intercambio de material en los compartimientos
(Swartzman y Kaluzny, 1987). El compartimiento se define como un medio ambiental

u organismo en el cual el toxico se distribuye uniformemente.

Existen varios ejemplos de la aplicacién de modelos en el area acuatica, Soon y
Erstfeld en 1997, desarrollaron un modelo para simular la biocumulacion de toxicos
en diferentes condiciones de exposicidn de organismaos bénticos, para los cuales el
sedimento juega un papel muy importante en la biodisponibilidad. Este concepto se
empleo para predecir la distribucion de compuestos en las cadena tréficas, asi como

la captacion y la eliminacién desde cuerpos acuaticos (Cohen y col., 1990).

Existe la necesidad de conocer el comportamiento de un plaguicida introducido al
ecosistema y conjuntar los resultados cuantitativos obtenidos para el compuesto
dentro de un sistema predictivo. Los componentes pueden ser manejados con
ecuaciones causa-efecto, empleando un diagrama de sistemas que permite el

rearreglo en distintas relaciones y con la ayuda dela computadora se puede
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obtener el mejor ajuste del modelo, introduciendo las funciones de entrada

seleccionadas. (Simon y col., 1998).

Conjuntamente con el uso de modelos se emplean métodos analiticos que ayudan a
la identificacion, estimacion de parametros, analisis de sensibilidad y validacion. A su
vez, se puede lograr la estandarizacion, lo cual facilita la seleccién de modelos mas
adecuados para diagnosticar el comportamiento del compuesto en situaciones

medioambientales especificas.
6.3.1. Etapas en la construccion de modelos

Generalmente, el conocimiento de axiomas hace posible proponer varios modelos
concebidos fisicamente que tipifican el sistema bajo estudio. Ya que el propédsito del
modelo es permitir la eleccidon de una sola opcidn, con una descripcion de la misma,
esto da lugar a un procedimiento interactivo que comprende las siguientes cinco

etapas sucesivas:

9. ldentificar el propdsito del modelo.

10. Proponer modelos para representar el sistema.

11.Con la calibracidon y técnicas de estimacién de parametros, ademas de datos
experimentales sobre el sistema, se encuentran los estimados para los

parametros desconocidos en todos los modelos propuestos.
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12.Comparar los modelos identificados con un conjunto de datos adicionales, pero
de forma independiente. Aplicando técnicas estadisticas (ejemplo: bondad
de ajuste de los métodos, analisis residual y pruebas de hipotesis), uno puede
decidir cual de los modelos propuestos es tolerable, si no, se continua con el
proceso.

13. Tratar de indicar imperfecciones particulares en el modelo seleccionado y postular
uno nuevo con mejor ajuste, lo que hace necesario regresar a la segunda etapa

y continuar.

Es claro de acuerdo al esquema anterior, que la tarea de encontrar un modelo
confiable se basa en el sistema analitico y teécnicas estadisticas, también como en la
existencia de un amplio conjunto de datos experimentales y de campo (De Greef,

1993)

6.3.2. Teoria de modelos de bioconcentracion

La técnica mas simple para modelar la dinamica de los xenobibticos es tratar a los
organismos como un solo compartimiento. La captacion del toxico desde el agua es
la unica entrada y se asume que este proceso es proporcional a la concentracion del
mismo en el medio de exposicién. El compuesto en estudio se distribuye de manera
instantanea y homogénea, conformando un compartimiento que tiene la misma
disponibilidad para la depuracién. La velocidad de depuracion, independientemente

del mecanismo, se considera que es de primer orden. Para este modelo, el volumen
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permanece como un parametro constante. (Spacie y Hamelink, 1985). Ver Figura

No. 4.

Figura No. 4. Representacion del modelo de un compartimiento para la
bioconcentracion de carbaril en el caracol Pomacea patula, expuesto a una
concentracion constante del téxico en el medio (C,)

Empleando este modelo, el curso temporal de los residuos en el organismo esta

dado por:

dC/dt = captacion - pérdida = ksC, — keC (1)
donde:
Ca = concentracion del téxico en agua (ug/mL)

C = concentracion del quimico en el animal (ug/g)

t = tiempo (h)
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k. = constante de velocidad de captacién (mL/g.h suponiendo que la
densidad del tejido es de 1 g/mL.h™).
ke = constante de velocidad de primer orden para la depuracion ("

En el estado estacionario se tiene:

dC/dt = 0= Kk.Ca - keCee (2)

Por lo tanto, después de una exposicidn de duracion suficiente:
Ke
Cee= — GCi (3)
Ke

Donde Cge es la concentracion del xenobidtico en el organismo al estado

estacionario.

El FBC al estado estacionario puede definirse como:

CEE kc
FBC =

(4)
Ca ke

Para integrar esta ecuacion se asume que kg, ke y Ca permanecen constantes.
La forma integrada de la ecuacion (1) es:
Ke

C= Ca [1'e-ket] (5)
Ke

Las formas equivalentes son:

C = Cege [1-e™ (6)

C

FBC [1-e™! (7)
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El tiempo de experimentacién es un factor importante para obtener un valor mas
exacto del FBC vy se ha relacionado con la constante de depuracién del xenobiético
en el organismo de prueba. Hawker y Connel (1986), derivan tedricamente una

relacion que se aplica a peces y otros organismos acuaticos:

log FBC =log [ke/ke] = alogkoa+b  (8)
donde:
a y b son constante empiricas.

Koa = coeficiente de particion octanol/agua

A su vez existe una relacion lineal entre la constante de eliminacion (1/ke) y el koa
log 1/ke = xlog koa +y (9)

donde x,y son constantes.

Para los plaguicidas, los procesos de captacidn y subsecuente eliminacion por
organismos acuéticos en cuerpos de agua tratados o contaminados, han sido
caracterizados sobre las bases de una cinética de primer orden por el modelo
matematico de Eberhardt y col., (1971). Un resumen del tipo de datos requerido
para determinar el potencial de bioconcentracion de un plaguicida ha sido

proporcionado por Kenaga (1972).

Sin embargo, muy pocos modelos matematicos han examinado las perturbaciones

que producen los plaguicidas sobre los ecosistemas (Roberts, 1996).
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La validacion de los modelos en ecologia ha sido enfatizado por diversos
investigadores. Se ha sugerido que en los estudios multiespecies, se incluyan el
microcosmos y mesocosmos (MacKay y Paterson, 1982). Esta metodologia ya ha
sido aplicada, para examinar el destino de endosulfan en medios acuaticos usando

microcosmos (Peterson y Batley, 1993).

7. RELACION TOXOCINETICA-TOXODINAMICA

Para la evaluacion de la toxicidad de un contaminante se deben considerar tres

aspectos: la fase quimica, la toxocinética y la toxodinamica.

La fase quimica describe las propiedades fisicoquimicas del xenobidtico bajo estudio,
al cual el organismo es expuesto. Esto incluye la estabilidad del contaminante, su

solubilidad en agua, el tamafio de particula, etc.

La fase toxocinética estudia la relacion entre la dosis total del xenobiético
administrado y las concentraciones resultantes (forma inalterada y/o metabolitos)
que son alcanzadas en los tejidos y fluidos corporales del organismo expuesto, asi
como la intensidad y la velocidad de los procesos de absorcion, distribucion,

biotransformacién y excrecion.

La fase toxodinamica describe la interaccién del xenobiético y/o metabolitos con los

componentes celulares o extracelulares (receptores, sitios de accidn) que al ser
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modificados en sus funciones se expresan en términos de toxicidad, para el caso de

los plaguicidas. Ver Figura No. 5.

Introduccic

Téxico Toéxico
Exposicion Cinética Dinamica Efectos
Distribucion Mecanismos de Téxicos
Accién
Unién a "blancos ——J» Sin efecto
> Irrelevantes”
Cambios
Bioquimicos y ___»Sin efecto
Fisiolégicos
Irrelevantes
Almacenamiento
A
Excrecién
Inactivacion
\ 4
Absorcién Distri- ctiva- Cambios
bucién cién Bioquimicos y =T TOXICIDAD
Fisiologicos
Unién a "blancos
Relevantes"
Pruebas de Pruebas de exposiciéon | Evaluacion de efectos
Exposicién y efecto adversos

Figura No. 5. Destino y reacciones de los plaguicidas en los organismos vivos
(tomado de serie plaguicidas No. 2, SEMARNAP, 1996).
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La importancia del manejo simultaneo de datos farmacocinéticos y farmacodinamicos
(FC-FD) ha permitido la prediccién del curso temporal de la intensidad del efecto
farmacolégico in vivo (Schwinghammer y Kroboth, 1988). Aun en el éarea
farmacocinética, a la fecha no ha sido posible establecer este tipo de relaciones para
algunos farmacos de interés terapéutico, debido a la escases de métodos para
evaluar adecuadamente su efecto y por consiguiente su intensidad (Granados y col.,

1991).

Un modelo toxocinético-toxodinamico (TC-TD) ha sido estudiado ampliamente con la
morfina y su efecto analgésico (Dahlstrém y col., 1978). Para algunos plaguicidas
como el DFP se han desarrollado modelos TC-TD basados fisiolégicamente en la
inhibicién de la acetilcolinesterasa (Gearhart y col., 1990). Sin embargo, no se tiene
conocimiento del estudio de la relacién entre la cinética de bioconcentracion del

carbaril y su efecto sobre las ACHasas.

IX. HIPOTESIS

Si los modelos toxocinéticos describen el curso temporal de la concentracion de los
xenobidticos en diversos tejidos y fluidos, entonces los niveles de los compuestos
pueden relacionarse con los efectos observados, lo cual permitiria expresar la

toxicidad en términos cuantitativos.
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Si el carbaril interacciona con la enzima acetilcolinesterasa formando un complejo
reversible, que representa un indice del efecto tdxico y ademas éste proceso es
dependiente de la dosis, entonces es probable establecer una relacion entre la

cinética de bioconcentracion del carbaril y la inhibicion de la acetilcolinesterasa.

X. OBJETIVOS

1. Objetivo general

El objetivo del presente trabajo, es describir un modelo toxocinético-toxicodinamico

para el carbaril en el caracol Pomacea patula.

1.1. Objetivos particulares

Determinacion de la velocidad de degradacién de carbaril en agua sintética.
¢ Determinacion del valor de la (CLsg) a 96 h del carbaril en el caracol Pomacea
patula.

¢ Evaluacion del efecto de oxigeno sobre la Clso del carbaril en el caracol

Pomacea patula.

¢+ Efecto del almacenamiento sobre las ACHasas en muestras de organismos

intoxicados con carbairil.

¢ Desarrollar y validar un método analitico para determinar carbaril en muestras de

agua y tejido.
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¢ Determinacién de la cinética de captacién, eliminacibn y factor de
bioconcentracién del carbaril en la glandula digestiva del caracol Pomacea patula
expuesto a una concentracion subletal del toxico.

+ Evaluacion de la actividad de la acetilcolinesterasa, durante los procesos de
captacion y eliminacion del carbaril en la gldndula digestiva del caracol Pomacea
patula expuesto a una concentracién subletal del toxico.

¢ Estimacién de la relaciéon entre los procesos cinéticos captacion-eliminacion y la
actividad de acetilcolinesterasa de carbaril en la glandula digestiva del caracol

Pomacea patula.

XI. MATERIAL Y METODOS

Los caracoles Pomacea patula fueron colectados de la laguna de Catemaco,
localizada en Veracruz, México. Los organismos se mantuvieron durante un mes
bajo condiciones de laboratorio para su aclimatacion. Las caracteristicas
fisicoquimicas del agua fueron las siguientes: temperatura 20° + 1° C, con aireacion

continua, pH 6.5, dureza total 48 mg/L como CaCOs.

El agua sintética fue preparada de acuerdo a Peltier y Weber (1985), usando agua
destilada con la adicién de las siguientes sales inorganicas: 2 mg/L KCI, 30 mg/L de

CaS04. H20, 30 mg/L de MgSO4 y 48 mg/L NaHCO:s.
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Los moluscos fueron alimentados ad /libitum con alimento para pez (tetramin), la
mortalidad de los organismos durante el periodo de aclimatacion fue menor del 1%.
Durante los bioensayos los animales no fueron alimentados. Se disefiaron camaras
de acrilico especialmente, para mantener sumergidos a los caracoles en el carbaril
durante todo el lapso de experimentacion y ademas, para que no tuvieran contacto
con las heces, ya que el piso tenia agujeros, lo que hacia que el material se
depositaréa en el fondo del recipiente e impedir con esto una posible coprofagia y con
ello, datos de bioconcentracion sobreevaluados (Scheerboom y Geldof, 1978). Ver

Figura No. 6.

OO

OXIGENO

Figura No. 6. tipo de jaula empleada para la contaminacion
del caracol P. patula

1. Cuantificacion de carbaril en muestras de agua

Se tomaron alicuotas de 20 mL, se agregdé 1.0 mL de 4-Bromo-3,5-dimetilfenil-N

metilcarbamato (BMCD) como estandar interno (El), a una concentraciéon de 48
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ug/mL) y se agitaron las mezclas en vortex con 80 mL de CHCI; tres veces
consecutivamente, por 3 min cada ocasion, centrifugando a 7000 rpm por 2 min.
Después de cada centrifugacion las fases se separaron juntando las cloroférmicas y
concentrandolas en el rotavapor hasta un volumen aproximado de 2 mL,
posteriormente se llevaron a sequedad con una corriente de nitrégeno suave y el

residuo se disolvié en 100 uL de metanol, se filtr6é a través de una membrana de 0.45

um , inyectandose una alicuota de 25 ulL, ver Figura No. 7.

MUESTRA
DE AGUA
EVAPORAR
v ) W
ADICIONAR
El
EXTRAER CON
CHC1 REDISOLVER EN
3 METANOL
CENTRIFUGAR
J FILTRAR 0.45 pm
E
INYECTAR HPLC
FASE
ORGANICA

Figura No.7. Esquema de preparacion de muestras de agua para la
cuantificacion de carbaril
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2. Determinacién de la velocidad de degradacién del carbaril en agua

El estudio cinético de la degradacién de carbaril fue realizado en agua sintética,
donde la concentracion final del téxico fue de 25 ng/mL, anteriormente una cantidad

minima de etanol (4mL/L) se empled para disolverlo.

Este medio se mantuvo con aireacidén constante, a una temperatura de 20°C y se
amortigud con acido sulfénico-3N-morfolino-2 hidroxipropano (MOPSO). Este buffer
bioquimico tiene dos caracteristicas importantes: no ser téxico y mantener constante
el pH a 6.5, el cual es un factor fisicoquimico relevante en la estabilidad y como
consecuencia en la toxicidad del carbaril. Para monitorear los cambios temporales
en la concentracién del carbaril, se tomaron alicuotas de 20 mL de agua diariamente

durante una semana y se analizaron por HPLC.

3. Determinacion del valor de CLsp @ 96 h del carbaril

El estudio de toxicidad aguda permiti6 la seleccién de una concentracion subletal de
carbaril (1/10 de la ClLso) para llevar a cabo los estudios cinéticos posteriores. Un
ensayo semiestatico (varios cambios del medio) durante 96 h fue realizado con
carbaril (Sevin 99%), para ello se prepararon diluciones del tdxico con la minima
cantidad de etanol (4mL/L), Ila eleccidn de este solvente fue hecha en base a la

literatura que recomienda el empleo de un solvente organico que no sea toxico, ni
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se degrade en medio acuoso, ya que puede tener efecto sobre la actividad de la

acetilcolinesterasa (Vander Wel y Welling, 1989).

Después de varias pruebas preliminares, las concentraciones seleccionadas para
determinar la toxicidad aguda fueron: 8.5, 10.8, 13.5, 17.0 y 21.5 ug/mL de carbaril
en agua dulce sintética. Se formaron siete grupos de 6 caracoles cada uno y fueron
colocados en camaras de acrilico sumergidas en 800 mL de cada una de las
concentraciones del xenobidtico. El medio oxigenado a saturacion, se mantuvo a un
pH de 6.5 con MOPSO. Se corrieron pruebas paralelas empleando un lote testigo
solo con agua y un lote control con etanol a la concentracion de 4 mL/L. Una vez
iniciada la prueba de toxicidad se procedid a monitorear visualmente el cierre del
caparazén de los caracoles y confirmar su muerte por estimulo al calor. Se conté el
numero de muertos y la Clsp se calculd mediante el método de Probits (Finney,

1971). Las determinaciones fueron realizadas por quintuplicado.

4. Efecto del contenido de oxigeno sobre la CLs del carbaril

Los efectos de la concentraciébn de oxigeno sobre la toxicidad del carbaril fueron
estudiados empleando el mismo modelo experimental para obtener la Clsy, las
condiciones fueron basicamente las mismas, pero se manejaron tres modalidades

de exposicion:

Metodo estatico con medio de prueba recién preparado, sin oxigenacion previa.
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Método estatico con medio aireado previamente durante 24 h.

Método semiestatico, con medio aireado hasta saturacion y cambio de 2 veces al dia.

Durante el lapso total de los bioensayos (96 h) se mantuvo una corriente ligera de

oxigeno.

5. Efecto del almacenamiento sobre las acetilcolinesterasas

Para investigar la posibilidad de este efecto sobre la reactivacion de las
colinesterasas, muestras de homogenados de glandula digestiva de caracoles
tratados con la concentracién subletal de carbaril (1.46 ug/mL) equivalente a (1/10 de
la CLsp) durante 72 h fueron almacenados a -20°C durante 3 dias, posteriormente
se determind la actividad de la acetilcolinesterasa tanto en homogenados testigo

como tratados.

6. Cinética de la bioconcentracién-eliminacién del carbaril en tejido y su

efecto sobre la actividad de las ACHasas en Pomacea patula

6.1. Curso temporal de Ja concentracion del carbaril en tejido

(bioconcentracion-eliminacién)

Para el experimento de bioconcentraciéon, se expusieron 60 caracoles a la

concentracion subletal de carbaril (1.46 uyg/mL). Con el fin de permitir el
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vaciamiento del estbmago, los caracoles permanecieron en ayunas 24 horas antes
de iniciar el experimento. Los organismos se dividieron en 10 grupos, seis por lote y
se colocaron en recipientes que contenian 800 mL de medio de intoxicacion para su
exposicion, bajo condiciones de aireaciébn y pH constante. Se sacrificaron los
animales de acuerdo al siguiente intervalo de tiempo: 0.3, 06,1, 2, 3,7, 12,24, 48y
72 h. Posteriormente los caracoles fueron enjuagados con agua destilada, separando
el tejido corporal total del caparazén y pesando la biomasa. La glandula digestiva de
tres caracoles se disecé y peso para formar un “pool”. Los otros tres caracoles fueron
empleados para medir la actividad de las ACHasas. El experimento se realizé por
triplicado. Se eligid la glandula digestiva debido a que, experimentos preliminares
realizados en el laboratorio de Toxicologia Acudtica, indicaron que en ella se
concentré la mayor parte del carbaril (90%). Datos basales fueron obtenidos de un

grupo de animales control y uno testigo.

La escala de tiempo elegida para monitorear el proceso de eliminacion, se basé en
estudios piloto. Los resultados indicaron que esta fase cinética se completé casi en
su totalidad en un periodo de 7 h, mientras que se considero la conveniencia de
continuar observando la inhibicidon enzimatica hasta las 72 h. Para este experimento,
48 caracoles intoxicados con 1.46 ug/mL de carbaril durante 72 h bajo las
condiciones de pH y oxigeno mencionadas anteriormente, se dividieron en
grupos de 6 organismos y fueron transferidos a recipientes con medio libre de

toxico para posteriormente sacrificar a los gasterépodos, considerando el
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siguiente intervalo de tiempo: 0, 0.33, 0.66, 1, 3 y 7 h, muestras de glandula
digestiva de tres caracoles se utilizaron para el analisis quimico del carbaril y
paralelamente se determin6 en otros tres, la actividad de ACHasa. Ademas se
formaron grupos control de individuos, que fueron expuestos a la misma
concentracion de etanol en la cual se disolvié el carbaril para realizar la intoxicacion
(4 mL/L) y grupos testigo, con caracoles que permanecieron en el medio libre de

toxico.

6.2. Preparacion de las muestras para el ensayo enzimatico de las

acetilcolinesterasas

Las muestras de gléndula digestiva de Pomacea patula (testigo, control e
intoxicadas), fueron pesadas y homogeneizadas (3% p/v) en solucion amortiguadora
tris pH 7.0, posteriormente fueron centrifugadas a 6000 rpm por 30 min a una
temperatura de 4°C. La actividad fue determinada por el método de Hestrin (1949),

usando diferentes alicuotas de los sobrenadantes.

6.2.1. Determinaciéon de la actividad de las acetilcolinesterasas (método de

Hestrin)

A las alicuotas del sobrenadante se les agregarén 1 mL de buffer tris pH 7.0y 1 mL
de ACH estandar, a una concentracion de 4 uyM/mL. Posteriormente esta mezcla fue

incubada 30 min a 25°C. Transcurrido este tiempo se agregaron 1.0 mL de
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hidroxilamina alcalina, 1.0 mL de HCI 4N y 1 mL de FeCL3 0.37 M. Los tubos se
centrifugaron nuevamente, a 14,000 rpm durante 10 min. Los sobrenadantes se
leyeron a una absorbancia de 540 nm y éstas se interpolaron en una curva estandar

de ACH preparada con homogeneizado inactivado de glandula digestiva.

La actividad especifica de las ACHasas, se calculé dividiendo los nmoles de
acetilcolina hidrolizada/mg de proteina total/min. EIl contenido total de proteina fue

determinado por el método de Bradford, (1976).

6.3. Determinacion de proteina (método de Bradford)

Se prepard una solucién estandar de albumina sérica bovina (1 mg/mL), y se tomé 3,
4, 5 7y 10 mL de esta solucion, diluyendo a la marca de 10 mL en matraces
aforados. A 100 ulL de estas soluciones correspondientes a 30, 40, 50, 70y 100 nug
de proteina se le agregaron 5mL del reactivo de Bradford (100 mg de azul de
coomassie, 50 mL de etanol (95%), 100 mL de HsPO,, llevando a 1 L con agua
destilada). El complejo colorido azul se leyd después de 5 min, en un
espectrofotometro VARIAN DMS a 595 nm. La concentracién de proteina total fue

lineal con respecto a la absorbancia, ver Grafica P-1, Apéndice P.
6.3.1. Determinacion de proteina en las muestras tisulares de Pomacea patula
100 ulL de los homogenados (testigo, control e intoxicados) se diluyeron con 100 pL

de buffer pH 7.0, agitando suavemente y adicionando 5.0 mL del reactivo de
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Bradford. La absorbancia se midi6 a 595 nm y se interpolaron los valores
obtenidos en la curva estandar de albumina, para determinar por comparacion la
cantidad de proteina, dicho valor fue empleado para evaluar la actividad de las
ACHasas durante la cinética de bioconcentracién-eliminacién del carbaril en

Pomacea patula, ver Tabla No. P-1, Apéndice P.

6.4. Determinacién de lipidos (método de fosfovainillina)

De una solucion estandar de lipidos con la siguiente composicién: 175 mg de
trioleina y 75 mg de tripalmitina en 25 mL de cloroformo. Se tomaron alicuotas de
0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 4.0 mL correspondientes a la cantidad de ( 0.125, 0.25, 0.5, 0.75y
1.0 mg de lipidos) y fueron llevadas a un volumen de 10 mL con CHCls. A 250 uL de
cada dilucion se le adicionaron 2.0 mL de H,SO4 concentrado, calentando la
mezcla durante 10 min en bafio de agua hirviendo, posteriormente se enfrid 5 min en
agua fria y se tomaron 250 plL de estas nuevas diluciones adicionando con
agitacion continua 5.0 mL del reactivo de fosfovainillina (200 mL de una solucién de
vainillina 0.6% y 800 mL de H3POs), incubando a 37°C durante 15 min y
permitiendo que la reaccién se enfriara a temperatura ambiente por 5 min para leer
a 540 nm dentro de los 10 min siguientes. (Barnes y Blackstock, 1973). La cantidad

de lipidos totales versus absorbancia fue lineal, ver Gréfica L-1, Apéndice L.
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6.4.1. Determinacién de lipidos en las muestras tisulares de Pomacea patula

A 700 mg de tejido (glandula digestiva) se le adicionaron 100 mL de una mezcla
CHCI3:MeOH 2:1 para extraer los lipidos, agitando mecénicamente durante 20 min,
decantando y evaporando la mezcla hasta un volumen aproximado de 20 mL. A una
alicuota de 75 uL se le agregd 2 mL de H>SO4 para continuar con el método de
fosfovainillina. La cantidad de lipidos se obtuvo interpolando los valores de
absorbancia obtenidos en la curva estandar y como el valor de FBC puede depender
del contenido de estas biomoléculas, la concentracion del carbaril en el estado
estacionario, obtenida anteriormente en tejido humedo, se calculé en base al

promedio del contenido de grasa, ver Tabla L-1, Apéndice L.
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XII. RESULTADOS
1. Determinacién de la velocidad de degradacion del carbaril en agua

La tabla No. 1 muestra la variacion temporal de la concentracién del carbaril en el

medio de prueba con pH 6.5, oxigenacion a saturacion y temperatura ambiente.

Tabla No. 1. Degradacidn del carbaril en agua sintética

CONCENTRACION PORCIENTO DE
INICIAL pg/mL DEGRADACION

——__W'—_———_—_—'__*W
0 25 0
1 24,67 1.4
2 24.34 2.7
3 23.80 4.8
4 23.67 5.4
5 23.30 6.8

Ajustando los datos a una ecuacién monoexponencial de primer orden se obtiene:

C=24.9e"%" con r* = 0.9928 y t» = 48.63 dias.
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— Resultados
Bajo condiciones ideales, la concentracion del toxico en el medio que permite evaluar
el FBC al equilibrio debe mantenerse constante, en éste caso, |la pérdida de carbaril
por adsorcién, evaporacion y degradacion quimica, etc., en los recipientes de prueba
como se muestra en la Tabla No. 1, fue menor al 8%, empleando este sistema. Se
evidencié una pérdida del toxico de 20% a las 3 h, una vez que se agregaron los
organismos, siendo esta mas marcada conforme transcurrio el tiempo, ya que a las
12 h habia desaparecido aproximadamente un 80%. Después de dos cambios
diarios de medio con carbaril recién preparado a las 3 y 12 h, el nivel del

xenobidtico se mantuvo constante durante las 72 h.

2. Determinacioén del valor de la CLsp a 96 h del carbaril

Empleando el método de probits se obtuvo un valor de CLsgpa 96 h de 14.6 pg/mL vy
los limites de confianza al 95% fueron de 13.2 a 16.3 para el carbaril en el caracol
Pomacea patula. La mortalidad del caracol se incrementd de una manera
dependiente con la concentracién del plaguicida (Y = —12.03 +14.58 x), ver Figura

No. 8, inciso (C) y Apéndice CL.

3. Efecto del contenido de oxigeno sobre la CLso del carbaril

La toxicidad de carbaril para Pomacea patula fue dependiente del contenido de
oxigeno. Se observaron diferencias significativas en los valores de la CLsga 96 h. A
concentraciones bajas de O el compuesto fue menos téxico (Clso = 47.5 ug/mL),

conforme se fue oxigenando el medio de prueba la CLsy disminuy6 2.6 veces (23
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ug/mL), finalmente se obtuvo un valor minimo y estable de 14.6 pg/mL,
aproximadamente 3.2 veces menor que el valor de la Clsgp inicial, empleando el

método semiestatico con medio aiereado a saturacion. Figura No. 8.

Probits

T T T L T

0 02 04 06 038 1 12 14 16 18 2

Log. de la concentracion de carbaril (pg/mL)

Fig. No. 8. Efecto del contenido de oxigeno sobre la CLs,
del carbaril en Pomacea patula

Condiciones para la obtencién de la CL,, - 96 h: A) Meétodo estatico con medio de
prueba recién preparado, sin oxigenacion previa: B). Método estatico con medio
aireado previamente, 24 h. C). Método semiestatico con medio aireado a saturacién y

recambio dos veces diariamente.
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4. Efecto del almacenamiento sobre las acetilcolinesterasas

El porcentaje de la inhibicion de las ACHasas de la glandula digestiva de caracoles
intoxicados con 1.46 ug/mL de carbaril, que resultd de 74% + 3, durante 72 h, no fue

modificado significativamente en los 3 dias de almacenamiento, a -20°C, empleando

una prueba de ANDEVA.

5. Curso temporal de la concentracién de carbaril en tejido (bioconcentracion-
eliminacién) y su efecto sobre la actividad de las acetilcolinesterasas en

Pomacea patula

La Figura No. 9 muestra la tendencia de los niveles de carbaril en (ug/g) de tejido
himedo vs tiempo durante la etapa de bioconcentracion en los caracoles. Se
observd: una fase inicial corta (0-2.5 h) con un importante aumento en la
concentraciéon de carbaril, correspondiente al proceso de captacion y una fase
intermedia (2.5 - 4 h) en la cual la concentracion se elevé mas lentamente,
alcanzando a las 12 h lo que puede considerarse un estado de equilibrio con una

Cee de 4.2 de carbaril en pg/g de tejido.

La concentracion de carbaril en el medio de prueba oscil6 entre 1.34 y 1.46 ug/mL.
Esta ultima concentracion no provocd mortalidad durante las 96 h de exposicion, ni

cambios visibles de comportamiento en los organismos.
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Figura No. 9. Cinética de bioconcentracion y eliminacion de carbaril en la
glandula digestiva del caracol Pomacea patula (cada simbolo representa un
"pool" de tres glandulas), ajuste NONLIN.

El FBC calculado para el carbaril en el caracol Pomacea patula fue de 2.97 en base
humeda, expresado sobre base lipidica (Cege de carbaril pg/g de lipido) el valor
correspondiente fue de 1.35. Empleando un programa de ajuste NONLIN, la
toxocinética de bioconcentracion del carbarii en Pomacea patula fue descrita

adecuadamente por un modelo monocompartimental.
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Resultados

La misma Figura 9, muestra los datos del proceso de eliminacién del carbaril,
después de la exposicion a 1.46 pg /mL durante 72 h, cuando los organismos fueron
cambiados a un medio exento del xenobidtico. La depuracion fue muy rapida y
claramente monofasica con una concentracion de 3.99 ug/g de carbaril en tejido
humedo al inicio de esta fase y de 0.035 después de 7 h (méas del 90% eliminado).
Empleando una transformacidon logaritmica se obtiene la siguiente ecuacion:
Cejido yg/g = 3.99e %™ correspondiente al modelo de un compartimiento y mediante el

ajuste con regresion lineal, el coeficiente de determinacion fue de: r* = 0.992 y la ty;

de 1.0 h £ 0.22. Ver Figura No. 10.

In de concentraciones
tisulares de carbaril (ug/g)

Tiempo (hrs)

Figura No. 10. Grafica semilogaritmica de las
concentraciones tisulares de carbaril en la glandula
digestiva de Pomacea patula durante la fase de
eliminacidn
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Resultados
Los resultados de la inhibicion de la actividad de acetilcolinesterasa y los niveles de
carbaril en la glandula digestiva de Pomacea patula después de la exposicién a
1.46 pg/mL de carbaril, se presenta en la Figura No. 11, aqui puede observarse que
la inhibicion de las ACHasas varia significativamente en una forma dependiente del
tiempo, alcanzando un maximo después de 7 h de iniciada la fase de
bioconcentracion, permaneciendo inhibida desde este momento y hasta concluir el
proceso de eliminacion. Durante la fase de depuracién, cuando los animales fueron
colocados en medio libre de tdxico, como ya se menciond anteriormente, las enzimas
presentaron una actividad especifica promedio de 0.0153 + 0.003 nmoles/min/mg de
proteina, permaneciendo altamente inhibidas (77.8% =+ 5.1) durante todo este
proceso. Los valores control de la actividad de las ACHasas durante el estudio,
correspondieron a 0.069 <+ 0.009 nmoles de acetilcolina hidrolizados/min/mg de

proteina.
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Figura No. 11. Cinética de bioconcentracion -
eliminacién de carbaril y el efecto de inhibicién de las
ACHasas en la glandula digestiva de Pomacea patula

Dentro de las primeras 7 h correspondientes al proceso de bioconcentracién, una
correlacion lineal entre la inhibiciéon de las ACHasas y la concentracidn de toxico en
el tejido fue estimada (r = 0.87), ver figura No. 12. Se excluyeron los tiempos de 12 a
72 h para esté calculo, ya que pertenecen al estado estacionario. Durante la fase de
depuracién no se establecid ninguna relacién entre las variables (r = 0.14) y la
actividad de la enzima nunca retornd a sus niveles basales en las 72 h de
observacién, a pesar de que las concentraciones de carbaril en tejido fueron
disminuyendo y se consideraron despreciables 7 h después de iniciado el proceso de

eliminacion.
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Figura No. 12. Relacion lineal entre la inhibicion de la
actividad de las acetilcolinesterasas y la concentracion de
carbaril en la glandula digestiva del caracol Pomacea patula
durante la fase de bioconcentracion.
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XIII. DISCUSION

Es muy probable que la concentracién de carbaril en agua y sedimento no sea un
indicador confiable de la toxicidad, ya que su estabilidad es afectada por otras
condiciones ademas del pH, como son: la temperatura, la fuerza iénica y el contenido

de oxigeno (Aly y EI-Dib, 1971).

Varios investigadores han sugerido que en estos casos, las concentraciones
corporales del xenobidtico pueden ser mejores indicadores de los efectos (Borgmann
y col., 1996). Considerando estos elementos se justifica fuertemente determinar la
bioconcentracién de este agroquimico en la biota y no en el agua o sedimento.
Ademas, para que los datos de bioconcentracion sean utiles en la prediccion
de los efectos y no necesariamente para el calculo de biodisponibilidad, es
recomendable determinar la relacion toxicidad-acumulacién en un estudio, bajo
condiciones fisicas controladas, en el cual estos factores se determinen

conjuntamente.

1. Velocidad de degradacién del carbaril en agua

Uno de los factores fisicoquimicos que es determinante en la estabilidad del carbaril
en agua es el pH. La t; obtenida para el sistema de contaminacién de Pomacea
patula fue de 48.63 dias a pH 6.5, este valor se ubica en el intervalo encontrado por

Fisher y Lohner (1986), quienes realizaron estudios de la ruta medioambiental del
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xenobidtico en funcién del pH, determinando ti, de 71.6 y 104 dias a pH 6 y 4
respectivamente. Las posibles diferencias de ti, observadas en ambos trabajos
pueden estar relacionadas con el control de ajuste del pH del medio y el método
analitico empleado, en el caso de Fisher y Lohner, llama la atencion el uso de HCl y
NaOH, ya que éstas sustancias no tienen capacidad amortiguadora. Asi mismo,
en diversos estudios realizados a este respecto es notoria la dispersion de la ti
estimada a pH 7 que oscila entre 29, 71.6, 171 y 406 dias encontrandose menos
discrepancias en los valores reportados a pH 8: 10.5, 11.6, 12.5, 14, 15y 16.5 dias

(WHO, 1994).

2. Influencia del método experimental usado para determinar la toxicidad del

carbaril

Connell (1988), menciona que los compuestos biodegradables no muestran un FBC
consistente, como seria el caso del carbaril, por lo tanto un sistema de exposicién
adecuado es critico para disminuir la variabilidad, tanto en la cinética de
bioconcentracién como en la estimacion del FBC. Con el método semiestatico,
reemplazando el medio de prueba diariamente con una solucién de insecticida recién
preparada a intervalos regulares (3 y 12 h), se mantuvo constante el nivel del tdxico
entre 1.34 y 1.46 ug/mL durante la experimentacién, asegurando con ello un mejor

calculo del FBC, ademas bajo estas condiciones, es probable que la
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bioconcentracién sea el proceso que determine el mayor porcentaje de pérdida, ya

gue a las 3 h se observé una captacion significativa por los caracoles.

En este estudio, el porciento de declinacién de los niveles de carbaril con la adicién
de los organismos al medio de ensayo, fue aproximadamente de 20% a las 3 h,
este resultado esta acorde con el informado por Fisher y Lohner (1986), para el
microcosmos alga-caracol-pez de 11.8 y 17% en 1 y 7 dias respectivamente; sin
embargo, es notorio que el tiempo de este proceso es muy diferente en ambos
sistemas, probablemente porque la captacién del insecticida es dictada por el tamario
y numero de los organismos empleados. Es claro que la biomasa de Pomacea

patula es enorme, comparada con la del microcosmos de estos autores.

3. Toxicidad del carbaril en Pomacea patula

La toxicidad de carbaril (CLso) @ 96 h para Pomacea patula (14.6 ug/mL) es similar
al valor reportado para los moluscos marinos: ostras, almejas y meijillones (1-10
ug/mL) y al caracol Lymnaea stagnalis (21ug/mL). De acuerdo a la clasificacion de

Metelev (1983), el plaguicida puede considerarse moderadamente toxico.

4. Efecto del contenido de oxigeno sobre la CLso del carbaril

El estudio preliminar de toxicidad aguda (exposicion estatica) de carbaril con

Pomacea patula, se realizé en un medio de prueba con una concentracion de
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oxigeno baja y control de pH, obteniéndose un valor de Clspa 96 h muy alto (47.5
ug/mlL), ya que como era de esperarse, los caracoles experimentaron un cambio
desfavorable en las condiciones del medio ambiente y cerraron su caparazon como
respuesta. La Clsp para los especimenes colocados en un medio con mayor
concentracion de oxigeno y el pH amortiguado, resulté de 25 ng/mL. En el estudio
final con un medio en condiciones de O, a saturacién, control de pH y exposicion
semiestatica (dos recambios diarios de medio), el valor de la CLsp fue de 14.6 ug/mL.
Esta bien documentado que los organismos pueden protegerse de los xenobidticos
mediante el cierre de valvas con los subsecuentes efectos de hipoxia y cambios
metabdlicos (Ham y Peterson, 1994). Este resultado sugiere, que en experimentos
de corto tiempo con Pomacea patula se puede reducir la bioconcentracion y la
toxicidad del carbaril, si no se consideran las condiciones de oxigeno del medio de
prueba. Ademas, en el caso de prosobranquios como la Pomacea paludosa (Say)
de la misma familia de Pomacea patula, Freiburg y Hazelwood (1977), mencionan
que los caracoles de menor tamafio consumen mas oxigeno que los adultos, por lo
tanto, es posible que puedan resultar mas afectados por condiciones hipoxicas, en

un estudio de toxicidad.

5. Efecto del almacenamiento sobre las acetilcolinesterasas

El grado de reactivacion espontanea que sufren las esterasas durante el

almacenamiento de los homogeneizados, depende del tipo de esterasay el
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compuesto en estudio. (Thompson y col. 1991). En la presente investigacion no se
observaron efectos significativos del almacenamiento en los controles de las
ACHasas, ni tampoco en las muestras tratadas con carbaril. De manera similar,
Ludke y col., (1975) informaron que en homogenizados de codorniz japonesa
intoxicada con carbofuran y almacenados una semana a -22°C, no se presentd
reactivacion de las ACHasas. Por otro lado, Zinkl y col., (1987) demostraron que
muestras de trucha arcoiris expuestas a 1 pg/mL de carbaril durante 24 h a -20°C,
conservaron la actividad de las ACHasas hasta 55 dias. Cuando se almacenaron los

homogenizados a 4°C durante 5 dias, la actividad no fue alterada significativamente.

6. Factores de bioconcentracion de carbaril y correlaciones con el coeficiente

de particion empleando datos de base bibliogréfica

Una de las propiedades fisicoquimicas mas ampliamente usadas para la prediccion
de la bioconcentracién de téxicos en diversas especies acudticas, asi como la
sorcion, la movilidad en suelos, sedimentos y la toxicidad, es el coeficiente de
particion octanol/agua (koa), que representa una medida del caracter hidrofébico del

compuesto. (Gaggiy col. 1992).

El carbaril tiene un koa de 2.4 y un FBC de 2.97 que fue obtenido para Pomacea
patula. Sin embargo, cuando se compara éste valor de FBC con el reportado por

Serrano y col,, (1995) para el organofosforado metidation en el molusco Mytilus
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galloprovincialis que fue de 199.5, pero con un log de koa igual al del carbaril,
resulta evidente que aunque estos compuestos tienen el mismo valor de coeficiente
de particion, el FBC es completamente diferente. De este hecho es aparente que el

FBC del carbaril no puede estimarse satisfactoriamente desde una relacién con koa.

Otro elemento critico para la estimacion del FBC, es la variabilidad que puede
introducirse si no se obtiene el estado estacionario del toxico durante la prueba. Es
claro que cuando no se alcanza el estado estacionario, la cantidad del xenobi6tico

captada es menor y el valor de FBC es bajo.

El tiempo para alcanzar el estado estacionario con carbaril en el caracol Pomacea
patula fue de 7 h, con el compuesto 1,1,1 tricloroetano (log Koa = 2.49) similar al
carbaril, Albernethy y col., (1988) también obtuvieron muy rapidamente el 99% del
valor al equilibrio después de 72 h. Apoyando el hecho anterior, Ellgehauseny col.,
(1980), comprobaron que los plaguicidas menos lipofilicos llegan al equilibrio mas

rapidamente que los de caracter francamente lipofilico.

7. Relacion de la cinética de bioconcentracién-eliminacién del carbaril y su

efecto sobre las acetilcolinesterasas en Pomacea patula

Los modelos cinéticos compartimentales son herramientas (tiles para evaluar la
bioconcentracion de téxicos, la seleccidon del modelo para este estudio se basé en

el conocimiento anticipado de las caracteristicas del carbaril como son: su peso
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molecular, su moderada lipofilicidad y ausencia de grupos cargados, o que
posiblemente permite que la particion del tdxico entre fluidos y tejidos sea flujo
limitado, con la posibilidad de obtener datos cerca o en el estado estacionario en un

tiempo relativamente corto y la derivacion de un FBC mas confiable.

En moluscos el proceso de captacién ocurre en érganos directamente expuestos al
plaguicida, asi como través de la circulacion de agua. Usualmente en gasteropodos,
el pie es la parte del cuerpo que esta en contacto directo con el medio ambiente y es
entonces una de las principales entradas de residuos al organismo. Después de un
tiempo de intoxicacion relativamente corto, la masa visceral es preferencialmente
contaminada, ademas el paso de toxicos a través del caparazén, es despreciable

(Streit, 1979).

La captacidbn del carbaril en Pomacea patula fue rapida, alcanzando una
concentracion de 4.2 pg/g en el estado estacionario a las 7 h. Estos datos estan de
acuerdo con aquellos informados para el pez Pseudorasbora parva (Motsugo)
expuesto a 1 pg/mL de carbaril, presentando una velocidad de captaciéon muy
rapida y una concentracién de 7.5 mg/kg después de un dia de exposicion

(Kanasawa, 1975).

En cuanto a la bioconcentracion rapida del carbaril por la glandula digestiva, pueden

destacarse dos caracteristicas anatdmicas probablemente relacionadas con este
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fendmeno: la alta circulacién sanguinea del 6rgano y la gran biomasa (Takimoto y

col., 1987).

Cuando un valor de FBC es bajo, como el del carbaril en Pomacea patula, debe
pensarse en una posible contribucion de factores que incluyen: el metabolismo, la
velocidad de eliminacion y la duracién del periodo experimental. Con respecto a la
biotransformacion del carbaril, se ha mencionado que los caracoles presentan un
indice muy bajo, comparado con algunas algas, peces e insectos, (Fisher y Lohner,
1986), por lo que en términos légicos no es este el proceso responsable de un FBC
tan pequefio. Probablemente, la velocidad de eliminacion juegue el papel mas

importante en el grado de bioconcentracion de este xenobiético.

La dispersion en los valores de FBC obtenidos al "estado estacionario”, por un lado
puede deberse a las variaciones en la ke y el koa, lo que dificulta la comparacion
cinética (Davies y Dobbs, 1984). Sin embargo, en este estudio la k. de carbaril
presentd poco error, ya que el estado estacionario se alcanzé muy rapido y un
porcentaje alto del toxico se elimind dentro de 7 h. Por otro lado, considerando las
caracteristicas del Koa del plaguicida, no puede especularse la existencia de una
eliminacion bifasica, y por lo tanto la participacion de un compartimiento de

almacenamiento que pudiera contribuir a las variaciones del FBC.

Ambas consideraciones coinciden en la obtencion de un valor de FBC confiable para

el carbaril en Pomacea patula. La cinética de eliminacion de este agroquimico en el
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caracol fue ajustada a un proceso monofasico semejante al encontrado por
Kanasawa (1975) en el pez Motsugo, pero con una gran diferencia en la ty, siendo

aproximadamente de 2.5 dias en el pez y de 1 hora para el caracol.

La tendencia general observada conforme avanzé el proceso de bioconcentracion del
carbaril en el gasterépodo, fue la del incremento del efecto inhibitorio sobre las
ACHasas. Estimandose de la primera parte de la curva correspondiente a la
captacion, una correlacion positiva altamente significativa entre éstos dos

parametros (r = 0.87).

Este hecho permite suponer que la toxicidad del xenobidtico, esta en funcidn de la
concentracion del mismo en el sitio de accion (ACHasa de la glandula digestiva) y
que los niveles tisulares son proporcionales a esta concentracién en ia biofase. En
consecuencia se puede considerar que |la adsorcion del carbaril en la superficie del
caraco! fue despreciable, que no existié enlazamiento interno del tdxico, que se
presentd una distribucion homogénea favorecida por la forma quimica y la fuente de
captacion, pero sobre todo, es muy probable que la biomasa de la glandula digestiva
y su caracteristica de ser una estructura donde se alojan una gran cantidad de
esterasas, le haya permitido ser el principal 6rgano blanco del carbaril y por
consiguiente, obtener una respuesta lineal de la inhibicion de las ACHasas
relacionada con los niveles tisulares. A este respecto, se ha comunicado, que igual

que con otras enzimas, las esterasas varian en su localizaciéon y que la
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concentraciéon de las mismas, en ciertos sitios especificamente afecta la magnitud

de la respuesta.

Existe evidencia sustancial, que muestra diferentes grados de inhibicion de la
actividad de las enzimas ACHasas dependiendo del tipo de érgano y la
especie, cuando el camaron Metapenaeus monoceros (Facricius) fue expuesto a
condiciones subletales de carbaril, se presenté el siguiente orden en cuanto al
grado de inhibicién: Tejido muscular nervioso > branquias > glandula estomacal. La
acumulacién de acetilcolina y el periodo de recuperacion de los mismos, siguieron

igual tendencia (Jayaprada y Rao, 1991).

Es también probable que los sitios blanco de algunas especies donde actian los
carbamatos, sea otro factor que desempenfa un papel importante para lograr el
establecimiento de una relacién entre los niveles tisulares y la inhibicién de las
ACHasas. Estos plaguicidas presentan un modo de accién secundario, actuando ya
sea sobre esterasas neurotéxicas o grupos sulfihidrilo, lo cual puede introducir
mucha variabilidad cuando se determina la respuesta toxica global. (Edwards y
Fisher, 1991). La resistencia de la larva de mosco Aedes aegypti de Venezuela al
propoxur (carbamato), ha demostrado que las enzimas esterasas no especificas y

oxidasas, desempefian un papel muy importante en este fendmeno (Mazzarri y

Georghiou, 1995).
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Resulta claro la importancia de seleccionar el material bioldgico para la prediccion de

la toxicidad de carbaril.

El analisis de la cinética de captacién del carbaril por el caracol, debe contemplar la
intensidad del proceso. Con el uso de un modelo semiestatico y el pH controlado del
medio, se logré que la concentracion de carbaril permaneciera constante
durante todo el periodo de experimentacién. Este tipo de ensayo, puede promover
el fendmeno de captacion del plaguicida por los organismos, ya que favorece un
gradiente de concentracion y la biodisponibilidad del toxico, reflejandose en un alto
impacto sobre la inhibicidon de las ACHasas. En este estudio se demostré que
durante la fase de bioconcentracion, se alcanzd una inhibicidn maxima de la enzima
de 84.4%. Un porciento de inhibicion igualmente alto de 77% se observo en el
caracol Oziotelphuza senex senex con el organofosforado fenitrotion (Edwards y
Fisher, 1991), los autores mencionan que a pesar de esta condicion bioquimica, los
organismos no manifestaron ninguna respuesta conductual a la contaminacién,
observacion similar fue hecha con el caracol de nuestro interés. La relacién
toxocinética-toxodinamica obtenida con carbaril en Pomacea patula durante la fase
de bioconcentracién es apoyada por varios autores que a pesar de no determinar la
cinética de captacion de los xenobiéticos bajo estudio, encontraron una asociacién
puntual entre las concentraciones de plaguicida y el efecto toxico. Asi mismo, Bala
Subramanain y Ramaswami (1991) determinaron una relacion del efecto que

depende de la concentracién, empleando el corazén del pez Oreochromis
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mossambicus (Peters) expuesto a 3 y 25 ppm de Sevin, resgltando que la
inhibicién de las ACHasas fue de 64 y 88% respectivamente. El bentiocarb inhibid
las ACHasas del pez Sarotherodon mossambicus, tanto in vivo como in vitro de
una manera concentracion-dependiente (Aravinda-Babu y col., 1989). El estudio de
Reddy y col, (1990), sefalé que la ‘absorcién de carbaril favorecida por
emulsificantes, promueve el dafio sobre las ACHasas de tejido nerviosoy no
nervioso utilizando camarones Metapenaeus monoceros. Las enzimas no

recuperaron su actividad aun después de 10 dias.

Bajo ciertas condiciones, la inhibicion de las ACHasas puede ser afectada
directamente por procesos dependientes del tiempo. Es de interés analizar el
articulo de Cerdén y col., (1996) acerca de los efectos del organofosforado diazinon
sobre la actividad de colinesterasas determinadas a la 6, 24, 48, 72 y 95 h de
exposicién en el cerebro, plasma y ojo del pez Anguilla anguilla. En esta
investigacion se obtienen coeficientes de correlacion positivos entre el porcentaje de
inhibicion de acetilcolinesterasa en los tejidos y el tiempo de exposicion. Aun cuando
no se determind la cinética tisular del insecticida, estas observaciones concuerdan
con la relacidon proporcional obtenida entre la inhibicién las ACHasas y el tiempo de

exposicion con carbaril en Pomacea patula durante el proceso de bioconcentracion.

Durante el proceso de eliminacién, cuando los caracoles intoxicados con carbaril
fueron colocados en agua limpia, fue evidente que la actividad de las ACHasas no

llegé a niveles basales en las 72 h de duracién del experimento, aldn cuando las
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concentraciones tisulares de carbaril desde las 7 h de iniciada esta fase, se podrian
considerar despreciables. Si se examinan a continuacién los siguientes informes
obtenidos de la literatura comparativamente con el presente, se puede notar la
discrepancia en el periodo de permanencia de inhibicion de la enzima. Se ha
mencionado que los carbamatos son inhibidores reversibles de las ACHasas y
presentan una etapa de descarbamilacion rapida, que permite la recuperacion parcial
de la misma en un tiempo de 30 a 40 min (Kuhr y Dorough, 1976). La trucha arcoiris
expuesta a carbaril (1 mg/L) por 24 h mostré una recuperacion de las ACHasas
después de 48 h (Zinkl y col., 1987), asi mismo la actividad de las enzimas de peces
expuestos a carbofuran requirieron aproximadamente de un dia para retornar a los

valores basales (Dembélé y col., 1999).

Una de las hipdtesis posibles para explicar la inhibicion significativa y constante de
las ACHasas en Pomacea patula durante la fase de eliminacion, es la dependencia
de la toxicidad con el tiempo y que el periodo de destoxificacion (72 h) no fue
suficiente para que las enzimas retornaran a su actividad inicial. Estas
consideraciones fueron corroboradas en estudios experimentales con las ACHasas
del caracol Lymnaea acuminata intoxicado con una dosis de 2.5 mg/L de
Mexacarbato durante 48 h, la cual alcanzé sus valores basales de actividad en un
periodo de 7 dias (Mahendru y Agarwal, 1983). Por otro lado, Parsonsy Surgeoner
(1991) mostraron de forma similar, que el nimero de larvas de mosquito que se

recuperaron después de la exposicidn a varias concentraciones de carbaril y
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carbofuran, cuando se pusieron en agua limpia fue dependiente del tiempo. Estos
autores atribuyen la recuperacion de las larvas a la reactivacion de las ACHasas
inhibidas. Otros investigadores presentan la evidencia del efecto del carbaril sobre
el camardn Metapenaeus monoceros (Facricius) que muestra algun grado de
inhibicion de la enzima, aln después de 10 dias de detoxificaciéon (Jayaprada y
Rao, 1991). En este sentido es necesario realizar mas trabajos de
experimentaciéon con el caracol Pomacea patula, extendiendo el tiempo de
muestreo de la actividad de las ACHasas correspondiente a la fase de eliminacion,

para comprobar la hipétesis planteada.

En la relacion toxicidad-bioconcentracién son muitiples los factores que influyen,
empezando por los que determinan la actividad de las ACHasas, entre ellos: el tipo
de esterasa, la actividad metabdlica oxidativa, los niveles de oxigeno disuelto, la
temperatura, el peso corporal, [a época del afo, la presencia de sinergistas naturales
y sintéticos, asi como la interaccién quimica con otros contaminantes, al cual el
organismo ha sido expuesto y ademas de otros parametros como el koa y la
variabilidad de la K.. De los datos obtenidos en este estudio, es posible considerar
con cierta reserva la actividad de las ACHasas del caracol Pomacea patula, como
un bioindicador candidato para medir la toxicidad potencial de carbaril en muestras
ambientales, ya que se desconoce la cinética de inactivacion de la enzima: velocidad

maxima (Vuax) y la constante de Michaelis (Kn).
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En general, las comparaciones entre diferentes especies empleando el efecto sobre
las ACHasas aun con el mismo toxico, son dificiles de interpretar por los multiples
factores que interaccionan, incluyendo los métodos analiticos y a pesar de que la
diversidad en propiedades bioguimicas sea la que dicte la sensibilidad a los
carbamatos, se hace necesario contar con metodologia que permita establecer la
relacién entre la toxicidad y los niveles corporales del contaminante y evaluar el
significado de la inhibicién de las ACHasas en términos del impacto bioldgico en la

biota acuatica.

Por el répido equilibrio del carbaril desde el medio de exposicion y el organismo (3
dias), el caracol Pomacea patula puede utilizarse para monitorear la
biodisponibilidad del xenobidtico en cuerpos acuaticos y como un modelo para el
diseno de medidas protectoras contra la exposicibn de inhibidores de las
colinesterasas. Este estudio sugiere la posibilidad de emplear un modelo
toxicocinético-toxicodinamico que puede contribuir probablemente al entendimiento
de las diferencias observadas en la sensibilidad de especies hacia este toxico, ya
gue se considera una herramienta esencial en la extrapolacion de datos toxicolégicos

de un organismo a otro.
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XIV. CONCLUSIONES

Es importante mantener el medio de prueba, bajo condiciones normoxicas y de
regulacion del pH , ya que estos factores afectan el valor de la Clso, la estabilidad

del carbaril y muy probablemente el proceso de bioconcentracion .

El valor del la CLso a 96 h de carbaril (14.6 ug/mL), mostré que el xenobidtico es

moderadamente toxico para el caracol Pomacea patula.

Tedricamente, considerando la base de datos bibliografica, es necesario contar con
mayor informacidon que soporte el uso del koa para estimar el factor de
bioconcentracién del carbaril, asi como la relacidn de este uitimo con la solubilidad
en agua, ya que es muy probable que no solo la fraccidén lipidica controle el FBC,

sino también fracciones de otra naturaleza, como la proteica.

La importancia del conocimiento acerca de la particién quimica (koa), radica en que
conjuntamente con los modelos que se basan en esta caracteristica, determinan la
velocidad de captacidbn quimica, las concentraciones al estado estacionario en

sangre y tejidos asi como la cinética global de acumulacion.

La bioconcentracién de carbaril en el caracol Pomacea patula puede ser
razonablemente bien explicada por el modelo monocompartimental de primer orden,
presentandose una velocidad de captacion y obtencion del estado estacionario en

un lapso de tiempo muy corto.
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Bajo las condiciones de experimentacion empleadas, el proceso de eliminacion

puede describirse cinéticamente como monofasico, con ty de 1 h.

El porcentaje de inhibicion de las ACHasas en la glandula digestiva de los
organismos intoxicados con carbaril, permanecio estable cuando se almacend

durante tres dias a -20°C.

Existe la posibilidad de que el método de intoxicacion semiestatico y las
caracteristicas metabdlicas del caracol Pomacea patula propicien que el proceso

de bioconcentracién dependa del mecanismo de particion al equilibrio.

Es probable que el grado de inhibicién tan alto de las ACHasas en Pomacea patula
por el carbaril sea dependiente del tiempo de exposicidn y la concentracién del
plaguicida, factores que contribuyeron para que la actividad de la enzima no llegara
a sus niveles basales, aun después de 72 h de mantener los gasteropodos en

medio limpio.

La conducta en el caracol Pomacea patula durante el proceso de bioconcentracién
aparentemente no se modificd, a pesar de los niveles de inhibicion tan altos de las

ACHasas.

Se estableci6 una relacién significativa entre la cinética de carbaril durante el proceso

de bioconcentracién y la inhibicion de las ACHasas.
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No hubo correlacion entre la concentracidén tisular de carbaril y la respuesta durante

la fase de eliminacion.

Se sugiere emplear la glandula digestiva del caracol Pomacea patula para evaluar el
efecto téxico del carbaril durante el proceso de bioconcentracién, ya que la

respuesta de las ACHasas es aparentemente clara.

Debido a que la estimacidn de la concentracion de carbaril en agua es compleja por
muchos factores fisicoquimicos que afectan su estabilidad, una base racional para
determinar la toxicidad es el empleo de la concentracién corporal del tdxico,

derivandose asi relaciones toxicidad-bioconcentracion con fines predictivos.
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XV. APENDICES

CL Método de Probits (CLsp a 96 h de carbaril)

Tabla CL. Parametros para evaluar la CLso a 96 h de carbaril en Pomacea patula

Log de la dosis Mortalidad
corregida

8.5 .92942 0.0 1.6
10.8 1.03342 0.056 3.4
13.0 1.13033 0.230 42
17.0 1.23045 0.840 6.0
21.5 1.33244 1.000 8.4
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P. Método de Bradford.
P-1. Curva estandar de proteina total.

La respuesta es lineal en todo el intervalo de trabajo elegido. Ver Figura P-1.

Absorbancia a 540 nm

O | ] 1 L}
0 5 10 15 20

Concentracién de proteina total (ug/mL)

Figura P-1. Curva estandar de albimina sérica bovina
para determinar proteina total

A continuacion se presenta la tabla de datos correspondiente a los valores de
proteina total determinados en las muestras tisulares de Pomacea patula que fueron

empleados para la evaluacion de la actividad de las ACHasas.
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P-1. CONC[ENTRACI()N DE PROTEINA TOTAL EN EL
SOBRENADANTE DESPUES DE CENTRIFUGAR EL HOMOGENIZADO DE
MUESTRAS DE GLANDULA DIGESTIVA DE Pomacea patula (3% p/v)

FASE DE CAPTACION FASE DE ELIMINACION

1.21£0.15 1.15+0.18
1.20 £ 0.08 1.28 £ 0.11
1.50 £ 0.30 1.20+£0.14
1.42 +£0.19 1.48 £ 0.26
0.94+0.17 1.50£0.15
0.87 £0.20 1.11 £ 0.04
1.63+0.12 1.29+0.13
1.7 +£0.23* 212+0.32*
* Testigos

L. Método de fosfovainillina.

L-1. curva estandar de lipidos totales.

La relacién de la concentracion de lipidos totales versus absorbancia, fue lineal en el

intervalo de trabajo y presenta un coeficiente de correlacién alto. Ver Figura L-1.
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Absorbancia a 540 nm

0 L] | § | | n | §
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Cantidad de lipidos totales (ug)

Figura L-1. Curva estandar de trioleina y tripalmitina para
determinar lipidos totales

A continuacidon se presenta la tabla de datos correspondiente a los valores de la
cantidad de lipidos determinados en las muestras tisulares de Pomacea patula, que

fueron empleados para calcular el FBC del carbaril en base lipida.
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TABLA L-1. CANTIDAD DE LiPIDOS pg/g DE GLANDULAS DIGESTIVAS DE
Pomacea patula, EXPUESTAS A 1.46 pg/mL DE CARBARIL DURANTE 72 h.

GRUPO GRUPO
CONTROL* TRATADO*

3.2 2.8
CANTIDAD DE
LiPIDOS 3.5 30
ug/g 2.8 2.5
MEDIA 3.16 2.72
DESVIACION 0.35 0.24
ESTANDAR

* Cada valor numérico representa un “pool” de tres glandulas digestivas, las medias
de los grupos control y tratados no fueron significativamente diferentes, prueba “t’

(p < 0.05).
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A1. Desarrollo de un método analitico para determinar carbaril en agua y tejido

A1-1. Introduccion.

Aunque la preparacion de la muestra no es parte del procedimiento cromatografico,
merece toda la atencion porque el éxito o fracaso de un analisis depende de esta
etapa, mas que de la separaciéon cromatografica en si misma (Smith y Stewart,

1981).

El manejo de la muestra implica la extraccion del tdxico de interés o de los
metabolitos desde el material biolégico, con el fin de obtener un extracto mas simple
después de la remocion de compuestos, que puedan interferir con el ensayo
cromatografico y ademas disminuir el tiempo de vida de la columna. Esta parte del
ensayo se conoce como limpieza. Se sabe que a medida que la concentracién del
toxico por analizar sea baja y se emplee un método de deteccidn muy general, la

etapa preparativa es mucho mas compleja.

La extraccién de un téxicg desde el material biolégico se guia por sus propiedades
fisicoquimicas y cada matriz biolégica es diferente. No se debe descartar el hecho
de que el xenobibtico se presente en forma libre o unido a otros compuestos,
ademas de la presencia de posibles metabolitos. Todos esos compuestos pueden

diferir en solubilidad. Una cierta medida de la efectividad de la extraccion, es la
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recuperacion de los estandares adicionados al material bioldgico siendo de
preferencia toxicos marcados radioactivamente. En la actualidad, aparte de la
purificacion de los extractos mediante solventes organicos y ajuste del pH, se ha
empleado la extraccion llamada de fase sélida (EFS), en la cual, pequefias columnas
empacadas con sustancias adsorbentes enlazadas a fases reversas o normales,
sirven tanto para la extraccién como la prepurificacién. La operacion con esos

cartuchos puede ser manual o automatica.

A1-2. Objetivos

La experiencia demuestra que es necesario evitar inyecciones directas de extractos
sucios dentro de la columna de HPLC, por lo que se disefiaron experimentos con
variantes en el proceso de extraccidn, con el fin de desarrollar un método analitico

adecuado para determinar carbaril en agua y tejido.

A171-3. Métodos

A1-3.1. Técnicas de extraccion empleadas

1. Muestras de glandula digestiva (3.5 + 1 g) fueron adicionadas con 1 mL de la
mezcla carbaril/El (5/48 png/mL) preparada en acetato de etilo. Se permitié la
evaporacion completa del solvente a temperatura ambiente y posteriormente
el tejido fue molido con 4 g de arena (purificada con acido) y 40 g de sulfato

de sodio anhidro, el polvo se transfirié cuantitativamente a cartuchos de
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extraccién elaborados con papel whatman y se realizé la extraccion con 120
mL de diversas mezclas en proporciéon 2:1  con: (acetona, metanol,
cloroformo, cloruro de metileno) y hexano durante 24 h, empleando equipo

soxhlet tradicional.

Con los resultados de las muestras tisulares extraidas inicialmente con
soxhlet, se descartd de inmediato el uso de las mezclas mas polares, metanol
y acetona en hexano, ya que la cantidad de proteinas precipitadas fue
enorme. El tiempo del proceso se disminuyd a 3 h y con ello se minimizo este
fendmeno. Se decidid continuar con las mezclas de cloroformo y cloruro de

metileno/hexano, siguiendo el mismo procedimiento marcado anteriormente.

Se empled otra técnica alternativa de extraccion, sometiendo las muestras
adicionadas de carbaril/El a sonicacién por 20 min. Los solventes que se

emplearon fueron cloruro de metileno, cloroformo y acetato de etilo.

Se probé una extraccion liquido/liquido empleando acetato de etilo.

Los residuos obtenidos después de la extraccion liquido/liquido con acetato de
etilo, fueron sometidos a una segunda etapa de limpieza con una mezcla de
acetonitrilo/hexano, para eliminar lipidos y arrastrar selectivamente al carbaril

en el solvente polar.
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Debido al alto contenido de lipidos, proteinas y color, etc., obtenidas en todas las
muestras, aun después de la primera extraccidon con los tres procedimientos, se hizo
necesario una etapa extra de limpieza, que se realizé mediante cartuchos de fluorisil

(Sep pack). Ver Figura No. 13.

TEJIDO
+

SULFATO DE SODIO ANHIDRO

v TEID0
EXTRAER EN SOXHLETH SONICADO 20 min
CON CHCI (3 h) /
FILTRAR
l FILTRAR
EVAPORAR A SEQUEDAD _¢
RESIDOLVER EL EXTRACTO EN LIMPIAR CON CARTUCHO
ACETONITRILO DE FLUORISIL
v L 4
EXTRAER LOS LIPIDOS CON EVAPORAR
HEXANO ¢
REDISOLVER CON
EVAPORAR METANOL
v v
REDISOLVER EN ACETONITRILO

FILTRAR 0.45 pm
E
INYECTAR HPLC

Figura No.13. Esquema de preparacion preliminar de muestras tisulares para
la cuantificacion de carbaril
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A1-3.2. Eleccion de solventes para acondicionar los cartuchos de limpieza
El cartucho se lavo previamente con 20 mL de cada uno de los siguientes solventes:
metanol, diclorometano, éter dietilico y hexano para remover interferencias, haciendo

pasar finalmente 10 mL de acetonitrilo.

A1-3.3. Eliminacion del color de muestras de tejido

Después de la extraccion liquido/liquido se investigd la manera de remover el color
anaranjado del eluato con naturaleza polar, ya que el de caracteristicas lipidicas fue
eliminado con hexano. La separacion fue realizada eluyendo el residuo a través del
cartucho con acetonitrilo, observandose que la solucién resultante fue bastante

clara, sin aumento de la pérdida del carbaril.

A1-3.4. Procedimiento final para la cuantificacién de carbaril, aplicado a

diversos tejidos

El procedimiento liquido/liquido en el pretratamiento de la muestra fue elegido por su
rapidez y eficiencia. Para conocer el desempefio global del método, se analizaron las
muestras de dos gléndulas: la digestiva y la albumina, asi como las branquias de
caracoles intoxicados con 0.09 y 1.46 ug/mi. que corresponden al limite permisible y

ala (1/10 de la CLso) respectivamente.

El procedimiento mas detallado del andlisis de carbaril seleccionado en tejido se

muestra a continuacion.
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A1-3.5. Cuantificacion del carbaril en muestras de glandula digestiva

La glandula digestiva (3.5 + 1 g) adicionada con el xenobidtico o perteneciente al
organismo expuesto, se homogenizé con 1mL de acetona y el carbaril se extrajo
con 80 mL de acetato de etilo, agregando a la suspension 1.0 mL del El (BMCD, 5 6
48 ug/mL) y agitando vigorosamente en vortex, tres veces consecutivas, durante 3
min. Se permitié que la mezcla reposara 2 min, se decantd para juntar los extractos
organicos y se disminuyé el volumen con ayuda del rotavapor. El residuo se
redisolvié con 3 mL de acetonitrilo, se realizaron 2 extracciones de 80 mL de hexano,
centrifugando 15 min a 10,000 rpm, para remover los lipidos, se deseché la capa de
hexano y se evaporo la fase polar a un volumen aproximado de 3 mL. El
remanente se eluyd con acetonitrilo a través de un cartucho "sep pak" de
fluorisil previamente acondicionado con el mismo solvente. El eluato se evapord a
sequedad, redisolviendo posteriormente con 100 uL de metanol y filtrando a través
de una membrana de 0.45 um e inyectando 25 ul al cromatégrafo. En la Figura No.
14, se observa el procedimiento final de la preparacion de muestras de glandula

digestiva para cuantificar el carbaril.
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PESAR LA GLANDULA
DIGESTIVA

31+10g

I

HOMOGENIZAR CON 1 mL DE 48 ppm PARA

ACETONAF EN POTTER / CAPTACION

AGREGAR 1 mL DEL — | 5 ppm PARA
ESTANDAR INTERNO ELIMINACION
v
AGREGAR 80 mL DE v
ACETATO DE ETILO EVAPORAR EN ROTAVAPOR
¢ =3mL
AGITAR LA MEZCLA ¢
EN VORTEX, 3 min.
i PESAR A TRAVES DE CARTUCHO
"SEP PACK" FLUORISIL
¢ TRATADO CON 5 mL DE
DECANTAR ACETONITRILO
ELUIR CON 5 mL DE
SOBREI\LADANTE A CETONITRIO
80 mL DE HEXANO v
v EVAPORAR A SEQUEDAD
CENTRIFUGAR 15 min
A 10,000 rpm L
RECONSTITUIR CON 100 pL
/ \ METANOL
CAPA ACUOSA CAPA ORGANICA ;
+ DESECHAR
80 mL DE INYECTAR 25 ul, AL HPLC
ACETONITRILO
AGITAR EN
VORTEX 3 min

Figura No.14. Esquema de preparacién final de muestras tisulares para
cuantificar carbaril.
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A1-3.6. Condiciones cromatograficas

Los residuos de carbaril fueron analizados con un cromatdgrafo de liquidos Varian,
equipado con una bomba de alta presion, modelo 8012, un detector de fluorescencia
mod. 9070, un integrador Varian 4400, un inyector manual rheodyne y un

instrumento de derivatizacidén post-columna PCX. (Pickering)

La cromatografia fue realizada en una columna especial para determinar carbamatos
(Pickering), de caracteristica no polar Cqs, 4.6 X 150 mm y tamaro de particula de 5
um. La velocidad de flujo utilizada fue de 0.8mL/min. La mezcla de solventes de
elucién elegida fue: metanol-agua (49:51), la longitud de excitacién se ajusté a 330
nm y la de emisién a 465 nm. EIl volumen de inyeccién fue de 25 ul En las
condiciones cromatograficas descritas, los tiempos de retencidon para carbaril y

estandar interno fueron: 7.7 y 9.9 min, respectivamente.

E! método EPA-531 que fue adoptado para este estudio, se basa brevemente en la
elucién de los componentes de la columna de HPLC, con posterior hidrélisis alcalina
empleando NaOH en un reactor post-columna a 100°C. La metilamina formada
reacciona con el O-ftalaldehido y 2 mercaptoetanol para formar un compuesto
isoindol que fue detectado en un equipo de fluorescencia, ver reaccién abajo, Figura

No. 15;
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0
/\ /CH3 + o OoH »  CH.NH,+R-OH+CO;
? 100°C
RO NH
CARBAMATO
SCH,CH;N(CH;),
CHO (CH:);NCH,CH,SH
+ N - CH,
pH 29
HO CH:NH,
ISOINDOL FLUORESCENTE

OPA

Figura No. 15. Reacciones quimicas del método EPA-531, para determinar
carbaril.

A1-4. Resultados

La separacion de carbaril de las muestras de tejido total de caracol, es un problema
dificil de resolver, especialmente por la cantidad de lipidos, proteinas y el color
anaranjado que se genera. Con el manejo de los solventes hexano y acetona, se
logré aislar dos tipos de colorante, ambos anaranjados, uno con caracteristicas

lipidicas y otro con polares.
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Con el equipo soxhlet se extrajeron varias sustancias de interferencia del tejido que
tenian tiempos de retencion similares a los picos de interés, especialmente cuando
se utilizd cloroformo y en menor grado con cloruro de metileno y acetona, ver

Figuras D-1, D-2y D-3.

Ademas, los varios tipos de papel whatman que fueron empleados para la
elaboracion de los cartuchos del soxhlet, presentaron sustancias de interferencia

bajo las condiciones de trabajo establecidas.

Con sonicacién y CH,Cl,, se observaron también muchas impurezas en los
cromatogramas de tejido, apareciendo estos en los tiempos de retencién
correspondientes a carbaril y el El, ver Figura D-4, comprobandose una degradacion
total del carbaril en cloroformo y cloruro de metileno, pero no en acetato de etilo. Los
picos de alfa naftol fueron detectados, sefialando una buena estabilidad de este

compuesto en acetato de etilo, ver Figura D-5y D-6.

Debido a la complejidad de la matriz corporal total de tejido blando, se trabajaron
varios organos empleando una extraccién liquido/liquido bajo las condiciones finales
establecidas, procediendo posteriormente a la inyeccidon en el cromatografo para
estimar las interferencias y conocer la selectividad de esta etapa. Los
cromatogramas del pretratamiento de limpieza de algunos 6rganos, son mostrados

desde la Figura D-7 a la D-11.
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Los principales picos de interferencia se presentaron en los primeros tiempos y no
enmascararon los picos del carbaril y el estandar interno, cuyos tiempos de
retencion fueron 7.7 y 9.9 min respectivamente, ver Figura D-3. Empleando el
método propuesto para detectar el plaguicida en muestras de diferentes 6rganos de
animales intoxicados con 0.09 (limite permisible) y 1.46 ug/mL (1/10 de la ClLs), se
observd que la limpieza y separacion del toxico de la matriz biolégica fue suficiente
para permitir la cuantificacion y que ademas, el agroquimico se bioconcentrd
principalmente en la glandula digestiva y no se presentaron productos del

metabolismo, especificamente alfa naftol, ver Figuras desde D-12 hasta D-15.
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Fig. D-1. Cromatograma de tejido total de caracol (blanco) extraido con

cloroformo
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Fig. D-2. Cromatograma de tejido total de caracol (blanco) extraido con cloruro

de metileno
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CHANNEL A

Fig. D-3. Cromatograma de tejido total de caracol (blanco) extraido con
acetona en soxhlet
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Fig. D-4. Cromatograma de tejido total de caracol (blanco) extraido con CHCI,
en sonicador
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Fig. D-5. Cromatograma de carbaril sometido a sonicacién por 15 min, con
acetato de etilo.
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CHANNEL 1

Fig. D-6. Cromatograma de o-naftol sometido a sonicacion por 15 min, con
acetato de etilo.
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Fig. D-7. Cromatograma de pie (blanco) tratado con acetato de etilo.
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Fig. D-8. Cromatograma de intestino (blanco) tratado con acetato de etilo

96




Apéndices

STORED 70 BiN %

1:07

s
Lo v

~34~28 Q

[ 4
Hae)

INJECT
7

3.33

|

HANNEL &

i

Fig. D-9. Cromatograma de glandula de albumina (blanco) tratado con acetato
de etilo.
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Fig. D-10. Cromatograma de glandula digestiva (blanco) tratada con acetato de
etilo.
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INJECT 07-24-38 05:97:58 STORED TO BIN #

3.90

CHANNEL A

Fig. D-11. Cromatograma de branquias (blanco) tratado con acetato de etilo.
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Fig. D-12. Cromatograma de glandula digestiva de caracoles intoxicados
durante 24 horas con 0.09 ug/mL de carbaril.
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Fig. D-13. Cromatograma de tejido de branquias de caracoles intoxicados
durante 24 h con 0.09 ug/mL de carbaril.
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Fig. D-14. Cromatograma de intestino de caracoles intoxicados durante 24 h
con 0.09 ng/mL de carbaril
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Fig. D-15. Cromatograma de carbaril captado porla glandula digestiva de
caracoles intoxicados con 1.46 pg/mL durante 24 h. (se agregoé mas agua a la
fase movil, para observar la existencia de interferencias entre carbaril y
estandar interno; tg 7.7 y 17.07 min. respectivamente).

103




Apéndices
A1-5. Discusion

Varios métodos por HPLC se han descrito para la determinacion de N-metil
carbamatos, la mayoria con aplicacién a muestras de agua, sedimento y follaje.

(Pieper, 1979; Blaicher y col., 1980).

Dadas las caracteristicas de biodegradacion e inestabilidad quimica del carbaril, se
le ha dado poca importancia al proceso de bioacumulacién, y los métodos de
cuantificacion en tejidos de animales son escasos, por |0 mismo muy pocos

procedimientos describen la preparacién de tales muestras.

La tendencia del analisis de plaguicidas en arios recientes, ha sido el empleo de las
extracciones liquido-liquido y EFS. Las razones son: una mayor eficiencia de
extraccion, facil uso, menos gasto de solventes, potencial para automatizacion y

aumento de la selectividad.

Las interferencias son impurezas que pueden generarse a partir de la matriz

biolégica, solventes y sistema analitico empleado.

Las etapas de extraccion y limpieza con soxhlet y sonicacién resultaron inadecuadas,
debido a que las interferencias obtenidas usando tejido fueron muy altas. Estas
impurezas fueron basicamente de tipo proteico, poniéndose de manifiesto su

presencia con el método de Bradford (1976).

104




Apéndices

Se observd que el carbaril también podia identificarse con el mismo método, este
hallazgo es de interés, ya que probablemente, tanto las proteinas como el
xenobibtico presentan grupos quimicos similares (péptidico y carbamilo) que

propician la dificultad en la separacion y una buena resolucién analitica.

En este estudio la limpieza y separacidon de carbaril del tejido total fue realizada con
extraccion liquido/liquido empleando acetato de etilo, hexano/acetonitrilo y un
cartucho de fluorisil. Para ello los cartuchos se activaron con acetonitrilo, ya que el

metanol, cloroformo y cloruro de metileno no ofrecieron ninguna ventaja.

Se investigd como remover el color del eluato de naturaleza polar obtenido, después
de la extraccion liquido/liquido, ya que el de caracteristicas lipidicas fue eliminado
con hexano. La separacion fue realizada eluyendo con acetonitrilo el residuo
colocado en el cartucho activado, observandose que la solucidén que eluyé fue

bastante clara, sin pérdida del carbaril.

El estudio de estabilidad con sonicacidn, demostrd que el carbaril fue mas estable en
acetato de etilo que en cloroformo y cloruro de metileno. Este experimento
concuerda con lo establecido por Blaicher y col., en 1980, quienes mencionaron que
los carbamatos son mas solubles en metanol, pero presentan mas estabilidad en

acetato de etilo.

Otro problema que requiere un comentario, es la remocién de interferencias

generadas por el tejido, con metanol se favorecié la elucion de impurezas, pero se
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enmascaraban los picos de interés, eligiéndose finalmente el acetonitrilo. En este
sentido, Barceld y col., (1994) obtuvieron resultados similares. Cabe sefialar que
trabajando con tejido total se tenian muchos compuestos que absorbian en

fluorescencia e interferian con la determinacion del plaguicida.

Cuando se trabajé con 6rganos aislados, se eligio la glandula digestiva, ya que ésta
captaba mas del 90% y ademas las interferencias coloridas derivadas de este tejido

fueron minimas.

Por otro lado, aunque se detectaron interferencias con el método final desarrollado
para la cuantificacion de carbaril, el lapso de tiempo entre los picos de interés y estas

impurezas, fue suficiente permitiendo una buena separacion.

Ademas se decidid utilizar dos cantidades diferentes de El (48 y 5 pg/mL) para
evaluar el xenobidtico durante la fase de bioconcentracion y eliminacion
respectivamente, debido a que en este Ultimo proceso el decaimiento de las
concentraciones de carbaril fue muy rapido y con una menor cantidad de El se

obtuvieron relaciones de alturas de picos mas confiables.

A17-6. Conclusiones

El método analitico desarrollado, permitié la cuantificacién de carbaril en muestras de

agua y tejido.
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El promedio de la recuperacién del carbaril (98.7% + 3.0) fue satisfactoria y
comparable al del estandar interno (96.5% * 3.5). Este resultado es importante,

porque los estandares internos se usan para estimar la eficiencia de extraccién.

A2. VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA DETERMINAR CARBARIL

A2-1. Introduccién

E! método analitico para la cuantificaciéon de toxicos y sus metabolitos en muestras
biolégicas, juega un papel importante en la evaluacién e interpretacion de los datos
toxocinéticos (Hirtz, 1986). La validacidn incluye todos los procedimientos requeridos
para demostrar que el método elegido para cuantificar la concentracion de un téxico

(o serie de toxicos) en una matriz biolégica en particular es confiable.

Todas las variables del método deben ser consideradas, incluyendo muestreo,
procedimiento, preparacion de la muestra, separacidon cromatogréfica, deteccion y

evaluacion de datos.

A2-1.1. Parametros que determinan la validaciéon de un método analitico.

La validacion comprende una serie de pruebas sistematicas que consisten en evaluar
las siguientes propiedades estadisticas de ejecucion, conforme a los criterios de

aceptacion:

» Linealidad del sistema
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» Linealidad del método
> Precision:

a) Repetibilidad

b) Reproducibilidad
Exactitud

Limite de deteccion

Limite de cuantificacion

v VWV V¥V V¥

Especificidad

Linealidad de sistema: Es la relacion que se establece mediante una recta entre la
respuesta (variable Y) y la concentracion (Variable X) dentro de un intervalo

determinado.

Linealidad del método: Es la relaciéon que se establece mediante una recta, entre
una propiedad medible (cantidad de farmaco recuperado) y el valor real de la

propiedad (cantidad de farmaco adicionado).

Precisién: Es una medida del error aleatorio definida como la concordancia entre
resultados analiticos, cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes
muestreos de una muestra homogénea. La precision tiene dos derivaciones: la

repetibilidad y la reproducibilidad.
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- Repetibilidad, es la precision de un método analitico expresada como la
concordancia obtenida entre determinaciones independientes realizadas por un
solo analista, usando los mismos aparatos y técnicas.

- Reproducibilidad es la precision de un método analitico, expresada como la
concordancia entre determinaciones independientes realizadas  por diferentes

analistas, en diferentes dias, en el mismo laboratorio empleando el mismo equipo.

Especificidad/selectividad. Es la habilidad de separar el tdxico desde los
productos de degradacion y metabolitos para obtener una respuesta debida

unicamente al compuesto de interés.

La aceptaciéon de un método analitico depende de la demostracién de su calidad y
validacion. Aunque algunas agencias estan trabajando para el establecimiento de
guias adecuadas, para la validacion de métodos empleados en |a determinacion de

plaguicidas, no se han establecido aun, métodos oficiales.

A2-2. Objetivos

Validar el método analitico desarrollado para cuantificar el carbaril en muestras de
tejido y agua, con la finalidad de demostrar que el método reune los requisitos para

realizar un estudio de toxocinética, bajo las condiciones experimentales establecidas.
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A2-3. Métodos

+ Linealidad del sistema: (LS)y Linealidad del método (LM).
Se adiciond al blanco (agua), concentraciones conocidas del toxico disueltas en
acetato de etilo (0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 5.0 ug/mL) para obtener LS y en el tejido de
interés (glandula digestiva) para obtener LM. Se analizé cada solucion y muestra,
siguiendo el procedimiento mostrado en las Figuras 7 y 14 y los experimentos se

realizaron por triplicado.

+ Exactitud y repetibilidad del método.
Empleando 5 muestras de tejido adicionadas con carbaril de manera
independiente, se determind la cantidad recuperada del xenobidtico, la cual fue
expresada en %. El analisis se llevo a cabo por el mismo analista en las mismas

condiciones de operacion.

Precision del método. (Reproducibilidad). Se obtuvo con 2 analistas en 2 dias
diferentes, analizando de manera independiente por quintuplicado cada muestra

adicionada con carbaril a la concentracién de 2.0 pg/mL.

Selectividad. Los tiempos de retencidon de los picos de interés en los
cromatogramas de los blancos de tejido se analizaron, comparandolos con los de

los compuestos enddgenos.
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A2-4. Resultados.
A2-4.1. Linealidad del sistema:

La linealidad de la respuesta del detector de fluorescencia en el intervalo de
concentracion de 0.5 a 5 ug/mL del carbaril en agua se ilustra en la Figura V-1. La

respuesta es lineal en todo el intervalo de trabajo elegido.
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Figura V-1. Linealidad del sistema obtenida con
48 yg/mL de El
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A continuacion se presentan las tablas de los datos correspondientes a la linealidad

del sistema.

TABLA V-1. ALTURAS RELATIVAS DE PICOS DE CARBARIL/EI (5 pg/mL)
DETERMINADAS PARA CADA CONCENTRACION DE CARBARIL EMPLEADA
(LS)

Concentracion

Altura relativa de picos C/EIl

pg/mL
0.5 0.4933(10.5031{10.4714110.4824 {]0.4983|{0.4897 0.012 26
1.0 0.983710.9875(10.9719(|0.9933]0.9877{|0.9848|| 7.9 X 102 || 0.08
20 1.8361|]1.9432(]1.8500 || 1.9488 (|1.8455||1.8847 0.056 29
3.0 2.891812.931412.7318|2.8422(|2.9103||2.8615 0.079 2.7
5.0 4.9464 (14.81331|4.8245(|4.8901||4.7911||4.8577 0.06 12

b = 0.009 m= 0.9671 r’ = 0.9987
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TABLA No. V-2, RESULTADOS ESTADISTICOS DEL (ANDEVA) PARA
CONSTATARLALS, 5ug/mL DE EI.

Regresion 1 63.918398460 || 63.918398460
18015.875
Error de la 23 0.081601540 0.003547893
regresion
Error total 24 64.0

TABLA V-3. ALTURAS RELATIVAS DE PICOS DE CARBARIL/EI (48 pg/mL)
DETERMINADAS PARA CADA CONCENTRACION DE CARBARIL EMPLEADA
(LS)

0.5 0.0589 [ 0.0603 || 0.0571 |[0.0587|| 0.0590 {|0.0587

1.0 0.1133]] 0.1100 || 0.1104 ||0.1099|| 0.1142 {{0.1115{]|2.0 X 10°|| 1.8

2.0 0.2328([ 0.2410 || 0.2350 |[0.2302|| 0.2357 ||0.2349({4.0 X 103|| 1.7

3.0 0.3452(] 0.3362 || 0.3271 {{0.3475]] 0.3450 {[0.3402||8.4 X 103|| 2.4

5.0 0.57231] 0.5815 || 0.5718 ||0.5791|[ 0.5812 |[0.5771|| 4.7X 102 |] 0.08
b= -53X10% m= 0.1152 ¥ = 0.9991
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TABLA V-4. RESULTADOS ESTADISTICOS DE (ANDEVA), PARA CONSTATAR
LA LS, 48 ug/mL DE El

Fuente de Grados de Suma de Media de
variacion Libertad cuadrados cuadrados expenmental

Regresion 63.940507874 || 63.94050784
24719.77
Error de la 23 0.059492126 0.002586614
regresion
Error total 24 64.0

A2-4.2. Linealidad del método

La linealidad del método es otro parametro de ejecucién en la validacion. En muchas
ocasiones este tipo de grafico puede poner de manifiesto el efecto de la matriz
bioldgica. El cociente de altura de picos carbaril/E.l. (5 6 48 ug/mL) vy el intervalo de
concentracién en ambos casos, resultd lineal con un coeficiente de correlacién alto,

se presenta la linealidad del método de 0 a 5 pg/mL, ver Figura V-2.
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Figura V-2. Linealidad del método obtenida con 5
Hg/mL de EI

A continuacion se muestran las cantidades adicionadas del toxico al tejido y las

recuperadas después de la aplicacion del método analitico desarroliado.
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TABLA V-5, DATOS DE LA CANTIDAD DE CARBARIL ADICIONADA AL
TEJIDO Y LA CANTIDAD RECUPERADA (LM), 5 ng/mL DE EI.

Cantidad adicionada Cantidad recuperada
(ng) (ng)

T |
0.5 0.47 0.50 0.49
1.0 1.01 1.08 0.99
2.0 1.95 1.90 2.00
3.0 2.95 3.10 3.00
5.0 4.98 5.10 4.89

TABLA V-6. MANEJO ESTADISTICO PARA SUSTENTAR LA LM (ANDEVA)
(5 pg/mL) DE El.

Fuente de Grados de Suma de Media de
variacion Libertad Cuadrados Cuadrados Experlmental

Regresion 38.345452109 || 38.345452109

9138.591
Error de la 13 0.004195992 0.004195992
regresion

Error total 14 64.0
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ALTURAS DE PICOS DE CARBARIL/El (48 ng/mlL),
DETERMINADAS PARA CADA CONCENTRACION DE CARBARIL EMPLEADA

Concentracion _
ng/mL Altura relativa de picos C/El X CV%

0.5 0.061 ||0.0605|]0.0606 ||0.0675(]0.0615/] 0.062 || 29X 102 || 4.8
1.0 0.1225110.1251{10.12491]0.1154 {{0.1100{]0.1195}]| 6.6 X 10° || 5.5
2.0 0.2375(|0.2374(10.2398 || 0.2133 {|0.2239{{0.2295|| 10 X 10 {| 4.7
3.0 0.3576|]|0.3749(|0.3657 (| 0.3425(]0.3371/]0.3552{| 15X 10° || 4.4
5.0 0.5807|]0.5903|]0.5818(]0.5729(]0.6252{{0.5814{] 6.9 X 10° || 1.1
b=3.08 X107 m=0.1158 ? = 0.9998

TABLA V-8. MANEJO ESTADISTICO PARA SUSTENTAR LA LM (48 ng/mL)

DE EI.

Regresion 1 63.738247608 (| 63.738247608
Error de la 23 0.261752392 0.011380539
regresién

Error total 24 64.0

5600.635

Fuente de Grados de Suma de Media de F
variacion libertad Cuadrados Cuadrados | experimental
™ 11 10 10 0 7
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A2-4.3. Exactitud y repetibilidad del método

La exactitud del método fue demostrada por el ensayo de recuperacion. En todas

las determinaciones este parametro fue satisfactorio y reproducible.

TABLA V-9. DATOS DE RECUPERACION PARA EL ANALISIS DE CARBARIL
EN GLANDULA DIGESTIVA

Cantidad Cantidad recuperada %
No. de adicionada en tejido recuperacion
determinacién ji (ng)
1 2.0 1.94 97.0
2 2.0 2.00 100.0
3 2.0 1.93 96.5
4 2.0 1.99 99.5
5 2.0 2.01 100.5
6 2.0 1.98 99.0

Coeficiente de variacion (CV):
1.63
=1.65%

C.V.=  Sp4/X (100) =
98.75

El promedio del porciento de recuperacion fue de 98.75
La exactitud del método se confirma ademas, con las siguientes pruebas:

Prueba de “t” student
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Hipétesis nula Ho: X = 100.0%

Hipdtesis alterna Hi: X # 100.0%

t experimental = -~ 1.89

"t"apias (00 = 0.050) = 2.5706
Intervalo de confianza para el porcentaje de recuperacion:

97.03 < 100 < 100.46

A2-4.4. Limites de deteccidén y cuantificacién

La definicion del limite de deteccién (LDD) que se utiliza cominmente por varios
organismos internacionales, puede enunciarse mediante las féormulas simplificadas:

18 LDD = b + 3Sy/)(

Donde: Syx = desviacién estandar del grupo de blancos.
b = ordenada al origen
1b. LDD =b + 1.95 (Syx)
2. LDC =2(LDD)

Donde LDC = limite de cuantificacion.
A2-4.5. Precision del método

Se describe una prueba estadistica (ANDEVA) para evaluar el desempefio del

meétodo, con el estudio de las variables analista y dia.
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TABLA V-10. RESULTADOS DE (REPRODUCIBILIDAD), EFECTO
ANALISTA/DIA

ANALISTA 1

ANALISTA 2

1
97.2 92.2
99.2 101.3
91.6 94.8
100.0 101.0
102.3 90.5
97.0 96.2
96.5 96.5
100.0 100.6
99.0 103.0
101.0 100.0
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TABLA V-11. MANEJO ESTADISTICO PARA  SUSTENTAR LA
REPRODUCIBILIDAD DEL METODO, (ANDEVA)

Fuente de Grados de Suma de Media de
Variacion Libertad Cuadrados cuadrados experlmental
ﬂ—_‘——_ﬂ—‘—‘_rr—__—TT_——__r_——'—_‘_”

Analista 2.9650 2.9650
0.20994866

Dia 2 28.2450 14.1225
1.0616425

Error 16 212.84 13.3025

Los resultados muestran que el método es reproducible y confiable para determinar

carbaril en tejido.

La precisién del método se validdé por un analisis de varianza que sustenta la no

variacion significativa introducida por el analista o dia, en la determinacion de carbaril

A2-4.6. Criterios de aceptacion para la linealidad

- Construir una tabla de (ANDEVA) y tomar la decision considerando las siguientes

reglas:

Fregresion > Feritica (gIr 0.01)

Lo que establece una relacion altamente significativa entre la cantidad y la

propiedad medida.

121




Apéndices

Cuando se tiene Fregresisn < Foritica (gIr 0.01), no existe una relacion altamente

significativa entre la cantidad y la respuesta medida.

A2-4.6.1. Otros criterios para la linealidad del método:

(m) Pendiente = 1

- Prueba de hipétesis para la pendiente
Ho: m= 1
Hii m=1

Realizar una prueba "t" con o = 0.05

¢ Calcular los limites de confianza al 95%, la pendiente (m) debe estar dentro de
este intervalo.
¢ Calcular los limites de confianza al 95%, la ordenada (b) debe estar incluida en

este intervalo.
*Nota: Estos calculos se aplicaron s6lo para el método con El de 5 ug/mi

A2-4.7. Criterios de aceptacion para la precisién del método

1. CV<10%
2. La reproducibilidad interanalista e interdia debe satisfacer los requisitos
establecidos para el principio de medicién y/o para la utilizacién del método.

Fanaiistas < F(gla, gid 0.05). El método es reproducible por los analistas.
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Fanalistas > F(gla, gd0.05). El método no es reproducible por los analistas.
Faias < F(gia, ge00s). El método analitico es reproducible en distintos dias por un
mismo analista.
Faas > Fgu,ge00s). El método analitico no es reproducible en distintos dias por

un mismo analista.

A2-4.8. Criterios para la exactitud y repetibilidad del método

1. La media aritmética del porcentaje de carbaril recuperado, debe ser
estadisticamente igual a 100%.

2. Hacer una prueba de hipétesis para la media
Ho: X = u, donde p = 100% recuperado del analito adicionado.

Hi: X #U
Aplicar una prueba de ttapias (n-1,6.= 0.05)

texp < ttablas
3. El intervalo de confianza debe incluir el 100%

4. EICV <5.0%

A2-5. Discusion

La ejecucion del método analitico global para cuantificar el carbaril en tejido, se
presenta en la tabla V-12. la precision del método es buena, con un CV < 10%. Las

desviaciones presentadas entre la cantidad adicionada (100%) y la determinada
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fueron muy pequefias (= 3%). Para el limite de deteccion, el valor fue de 0.25 ug/g
de carbaril por gramo de tejido, y el de cuantificacién fue de 0.384 ug/g, valores que
permitieron la cuantificacién de carbaril en el estudio toxocinético, siendo estas

cantidades bastante aceptables por el grado de dificultad que presenta la

determinacién de carbamatos.
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TABLA No. V-12. RESUMEN DE PARAMETROS DE VALIDACION DEL METODO
ANALITICO PARA CUANTIFICAR CARBARIL

Linealidad del sistema El 5 pg/mL
ANDEVA:
Fregresién = 18015.875

Feritica = 7.88 .. Fregresién > Foritica

Existe una relacién altamente significativa

entre la cantidad y la respuesta.

Linealidad del sistema El 48 ng/mL
ANDEVA:
Fregresién = 24719.77

F critica = 7.88 .. Fregresién >F critica

Existe una relacién altamente significativa

entre la cantidad y la respuesta.

Linealidad del método EI 5 pg/mL
REGRESION LINEAL.:

r’ = 0.9985
r = 0.9992
m = 0.9999
b =-0.004

Pruebas de hipotesis para Ia
pendiente (m) Ho:m =0
Hi:m =0
texperimentat =  54.99
ttavlas (n-2;0975 = 2.16
. texperimental < ttablas (n-2; 0.975)
Intervalo de confianza para |la
pendiente (m)
0.9891< 0.9991< 1.0090

El coefiente de correlacion y determinacion

se aproxima al valor de 1.

Se rechaza H, y se concluye que la
pendiente de la recta de regresidn

verdadera, no es cero.

El intervalo de confianza incluye el valor

obtenido de la pendiente.
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Precision del método

Coeficiente de variacion < 10%

Del analisis de varianza El 5 ng/mL
Fanaiista = 0.2099

Feritica (gla, gid, 0.05) = 18.51

- Fanalista < Feritica (gfa, gid, 0.05)

Faa = 1.06164

Feritica (gla, gid, 0.05) = 3.63

. Faia < Feritica (gla, gld, 0.05)

El método es reproducible por los
analistas.
El método es reproducible en distintos dias

por un mismo analista.

Exactitud y repetibilidad del método

Porcentaje de recuperacion X = 98.75

Ho: X =100%

Hi: X =100%

texperimental = =1.89 .". texperimental < ttablas
ttabia (n-1)(0.05) = 2.5706

Intervalo de confianza para la media

97.03 <100.0 < 100.46

Se acepta Ho y el método se considera

exacto.

El intervalo de confianza incluye el valor
del 100% recuperado

Limite de deteccion y cuantificacion
LM 5 ng/mL de El
A) LDD = b+ 38

LDD = 0.19030; LDD = 0.194 ug/g*

LDC=2LDD

LDC = 2(0.190)

LDC = 0.3800; LDC =0.384 ng/g*
B) LDD = b +(1.95) Syx

LDD = 0.2420

LDD = 0.25023 ug/g
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* Valor obtenido en ug/g; interpolando LDD y LDC (cociente de altura de picos) en

la curva estandar ajustada con regresion.

A2-6. Conclusiones.

El método es aceptable para monitorear los niveles de carbaril en tejido durante el
estudio toxocinetico, bajo las condiciones experimentales establecidas. Sin
embargo, el método no sigue ningun lineamiento oficial, a pesar que la cuantificacion

por HPLC se realizd siguiendo el método EPA-531.
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The 96-h LC,, value of carbaryl was 14.6 pg/mL for the snail
Pomacea patula. Organisms were exposed for 72 h to a low
sublethal concentration (0.1 of LC,,) using a semistatic contami-
nation systemy; bioconcentration and elimination experiments
were performed evaluating simultaneously acetylcholinesterase
(ACHase) activity. The inhibition of the digestive gland ACHase
reached 76% when the carbaryl concentration in tissue was
3.2 ng/g. The increased enzyme inhibition was observed concomi-
tantly with the bioconcentration of carbaryl until 7 h. ACHase
inhibition was linearly dependent on the uptake and bioconcen-
tration of carbaryl (+* = 0.87). The transfer of snails to carbaryl-
free water after 72 h of exposure was followed by rapid mono-
phasic elimination with a half-life of 1.0 h. However, ACHase
activity levels never returned to control values. These results
revealed that the bioconcentration might play a critical role in
contributing to the toxicity of carbaryl. © 2000 Academic Press

Key Words: snails; carbaryl; toxicokinetics; uptake; elimina-
tion; acetylcholinesterase activity.

INTRODUCTION

Water concentrations of contaminants sometimes are un-
reliable indicators of potentially harmful effects, because the
fate of the chemicals may be affected by certain character-
istics of the aquatic environment. Several authors have
suggested that body concentration is a better indicator of
toxic effects than water or sediment concentrations (Land-
rum et al., 1992). pH, for instance, can alter the rate at which
carbamates are decomposed by hydrolysis. Thus, the per-
sistence of carbaryl in the water medium is short, for the
most part, due to a rapid degradation (Fisher and Lohner,
1986); consequently, accumulation in organisms is low.
However, it is a potent inhibitor of acetylcholinesterase
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(ACHase), even at sublethal concentrations (Murty and
Ramani, 1992).

There are reports of the successful use of ACHase inhibi-
tion to identify exposure of fish to cholinergic insecticides.
In the same way, there is evidence that snails are more
sensitive to anticholinesterases than vertebrates (Singh and
Agarwal, 1981; Edwards and Fisher, 1991). Besides that,
some snails metabolized less carbaryl than other aquatic
species (Fisher and Lohner, 1986); all these arguments sug-
gest that ACHase inhibition in snails could be a trigger for
remedial action in an ecotoxicological risk.

If toxicokinetic investigations entail the knowledge of the
fate of a substance in the body and of the time courses of the
substance levels in the various tissues, then it could be
coupled with a comparison of the observed effects. This
enables one to express the action of the substance in quant-
itative terms (Filov et al., 1979). On this basis it was decided
that the relationship between ACHase inhibition and toxi-
cokinetics (bioconcentration-elimination) of carbaryl in
freshwater amphibious snail Pomacea patula (Gastropoda,
Ampullariidae) be studied. This snail, an important com-
ponent of aquatic food chains widely distributed in local
freshwater ecosystems, is traditionally collected and com-
mercialized in Mexico for human consumption.

\

MATERIAL AND METHODS

(1}

P. patula, commonly known as “tegogolo snails,” were
collected from Catemaco lagoon (Veracruz, Mexico). The
snails were acclimated at 20 + 1°C, and a natural light/dark
cycle (13L/11D), in the laboratory aquarium for at least
1 month prior to exposure (mortality < 1%). During this
period water was renewed every day and snails were fed fish
food (Tetramin) ad libitum.

Bioassays were carried out in 1-L glass jars containing
800 mL of artificial freshwater, each one housing six snails
randomly selected. At each experiment, all concentrations
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tested and controls were in triplicate. To forestall cop-
rophagy, each jar was adapted with a false floor of acrylic
plastic with holes (Scheerboom and Geldof, 1978). The arti-
ficial medium was prepared using distillate water, according
to Peltier and Weber (1985): 30mg/LL CaSO,-H,O,
30 mg/L MgSQO,, 48 mg/L NaHCO,;, and 2 mg/L KCL The
total hardness was 48 mg/LL as CaCO;. To avoid shell
closure of organisms, an adequate stream of oxygen was
applied continuously; to prevent sorption of the test chem-
ical by food, snails were not fed 24 h prior and throughout
the experiments.

To avoid carbaryl degradation during all exposure bioas-
says, test water was renewed twice every 24 h (semistatic
exposure conditions), and samples were taken to measure
carbaryl concentration. pH was maintained at 6.5 by buffer-
ing the artificial freshwater with Mopso (3-[N-mor-
pholino]-2 hydroxypropane sulfonic acid). Temperature,
pH, and dissolved oxygen were monitored twice daily.

Carbaryl (99%, Sigma) and ethanol as solvent were added
to distilled water to prepare stock solutions for bioassays.
The ethanol concentration used (4 mL/L) was run as the
solvent control in each experiment; artificial freshwater con-
trol was also carried out throughout all tests.

Acute Toxicity Test (96-h LCyg)

After a pilot test, the nominal concentrations to deter-
mine the 96-h LCs, of carbaryl were 8.5, 10.8, 13.5, 17.0, and
21.5 pg/mL in progressive logarithmic scale. The number of
dead individuals was counted daily, using an unresponsive
behavior into hot water as death criteria. 96-h LCsq value
and 95% confidence limits were estimated by probit analy-
sis (Pharm/PCS, 1986).

Bioconcentration-ACHase Kinetics

Ten groups of snails, each one with six individuals, were
exposed to 1/10 of 96-h LCs, (1.46 pg/mL). Each group was
sacrificed at one time interval: 0.3, 0.6, 1, 2, 3, 7, 12, 24, 48,
and 72 h. A preliminary study carried out in this laboratory
indicated that carbaryl concentration is greater in digestive
gland than intestine, foot, kidney, or gonads. Thus, after
snails were washed thoroughly with distilled water, the
whole body tissue was separated and weighed. Immediately,
the digestive glands were excised and weighed. Two pools of
three organs were done: the first one was used to evaluate
the carbaryl bioconcentration by high-performance liquid
chromatography (HPLC), and the other to estimate the
ACHase activity by the method of Hestrin (1949).

Elimination-ACHase Kinetics

Thirty-six P. patula divided randomly into six groups
were exposed for 72h to a carbaryl concentration of
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1.46 pg/mL. After exposure, snails were transferred to glass
jars containing 800 mL of uncontaminated artificial
freshwater (pH 6.5). One group at a time was taken and
pooled after 0, 0.33, 0.66, 1, 3, and 7 h, following the same

_procedure to evaluate carbaryl concentrations and ACHase

activity, as described above. The pilot studies indicated that
the appropriate time scale for elimination kinetics is 7 h
rather than 72 h. However, ACHase activity was examined
for 72 h.

HPLC Chromatographic Analysis

Evaluation of carbaryl was carried out according to
USEPA (1989) methods 5 and 531.1. They were designed to
use gradient liquid chromatography with fluorescence de-
tection, accomplished by postcolumn hydrolysis and de-
rivatization of the elute carbamates. The HPLC system
consisted of a Varian 9012, equipped with a 25-uL manual
rheodyne loop injector, a Varian (9070) fluorescence de-
tector, a Varian 4400 integrator, and a Pickering Laborator-
ies PCX 5100 postcolumn derivatization instrument.

For determination of carbaryl, a Pickering Laboratories
column (C18), 4.6 mm i.d. x 150 mm, with 5-pm particle size
was used. The mobile phase was water: methanol (49:51)
which was pumped at a constant flow of 1 mL/min. The
column was kept at 42°C. The fluorescence detector was set
at excitation 330 and emission 465 nm.

The carbaryl concentration in the water was determined
by the following procedure: A measured volume (20 mL) of
test water was mixed with 80 mL of chloroform; each
sample was extracted three times. 4-Bromo-3,5-dimethyl
phenyl-N-methylcarbamate (BMCD) was added as an inter-
nal standard. After drying with anhydrous sodium sulfate
the solvent was concentrated to dryness on a rotary vacuum
evaporator and a gentle nitrogen stream. The residue was
dissolved in 100 pL of methanol and filtered on a Millipore
HA filter (0.45 um). Samples were injected into a liquid
chromatograph; recoveries were in the range of 95-100%
(n=25).

For isolation of carbaryl from animal tissues, 3.5 + 1 g of
a pool of digestive glands was homogenized with an aliquot
of ethyl acetate; tissues (added with BMCD) were extracted
three times with 80 mL of ethyl acetate, in different funnels.
The organic layers were mixed and reduced on a rotary
vacuum evaporator. The residue was redissolved in
acetonitrile, and then lipids were extracted two times with
hexane and discarded. The acetonitrile extracts were evap-
orated to 1-1.5mL and next applied to a “Sep Pak” car-
tridge (Florisil) previously rinsed with acetonitrile. The
eluate obtained was evaporated to dryness at 45°C, and
immediately it was redissolved in 100 uL of methanol. The
sample was filtered and then injected into a liquid
chromatograph; the mean recovery rate of carbaryl was
95%.




Enzymatic Assay

Pools of digestive glands were homogenized in 2 mL of
Tris buffer (pH 7), as soon as they were excised. All the
enzyme preparations were carried out at 0-4°C. ACHase
assays were performed by a spectrophotometric method
using acetylcholine chloride (Sigma) as substrate (Hestrin,
1949). The protein content was determined by the technique
described by Bradford (1976) using bovine serum albumin
(Sigma) as standard.

Data Treatment

Data were analyzed with a one-compartment model;
equations were adjusted using NONLIN program (Metzler
et al., 1974). The bioconcentration factor at the steady state
(BCFss) was obtained as BCFss = Cg/Cy, Where Cg is the
biotic concentration, and Cy, is the aqueous concentration
of carbaryl. The BCF'ss was expressed on a wet weight basis.
The bioconcentration of chemicals is dependent on the lipid
content; therefore, the BCFss on a lipid weight basis was
calculated as BCF = BCFgg/average fat content.

The lipid weight of the digestive gland was determined by
the method of Barnes and Blackstock (1973).

RESULTS
Acute Toxicity Test

The acute toxicity of carbaryl to P. patula (96-h LCs,)
was 14.6 pg/mL (95% confidence limits = 13.2~16.3). There
is a positive linear relationship for probit of mortality and
log carbaryl concentration, Y = — 12.03 + 14.58X (r* =
0.988), seen in Fig. 1. -

Bioconcentration

Figure 2 presents the trend of carbaryl levels in digestive
gland (pg/g) versus time: a short initial phase (0-2.5 h) with
an increase in insecticide uptake, then, an intermediate
phase (2.5-4 h) during which the concentration rose more
slowly, and a third phase during which carbaryl concentra-
tions remain more or less constant (3.99 + 0.19 pg/g). This
last phase can be compared to a steady phase, reached at
12 h. The carbaryl BCFss was 2.97; the corresponding value
of BCF, was 1.35.

The loss of carbaryl in the jars during the experiment was
less than 8% (1.46 to 1.34 ug/mL) as shown by the analysis
of the water before and after rechange of medium twice
daily. In the present investigation !-naphthol, the major
degradation product of carbaryl, was detected neither in
water nor in tissues.

The carbaryl concentration of 1.46 pg/mL did not induce
mortality during 72 h of exposure, and the toxic agent did
not noticeably modify the behavior of organisms. Shell
closure was not observed.
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FIG. 1. Mortality of Pomacea patula snail exposed to different carbaryl

concentrations for 96 h. Mortality expressed as probit units. Each point
represents the mean of three replicate (six snails/group).

Elimination

Figure 2 also presents the elimination data of the snails
when they were transferred into clean water after 72 h of
exposure to carbaryl. A mean concentration of 3.99 ug/g
was observed at the beginning of the experiment and
0.035 pg/g, 7h later. The one-compartment model gave
a good description of carbaryl elimination from the diges-
tive gland. The elimination constant (k) was obtained by
linear regression analysis (k, = — 0.675; r? = 0.999) and
the half-life was 1.0 h + 0.022 (Fig. 3).

Bioconcentration— Elimination and ACHase Inhibition

The results of ACHase activity inhibition in digestive
gland during bioconcentration are presented in Fig. 4. As
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FIG. 2. The concentration time course of carbaryl in digestive gland of
P. patula snail. Each point (n = 3} represents the concentration of carbaryl
bioconcentrated and eliminated {pooled tissues). The lines indicate thg
fitted model.
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FIG. 3. Elimination rate constant (k) of carbaryl by P. patula.

can be seen in this figure, the ACHase depression varied
significantly in a typical time-response fashion (there was an
activity reduction with enhancement in carbaryl uptake),
reaching a maximum at 7h. This inhibition persisted
throughout the experiment although carbaryl concentra-
tions decreased during the elimination period until they
were negligible.

A linear correlation during uptake was found (r> = 0.87)
between tissue concentrations and the degree of inhibition
within 7 h of exposure as can be seen in Fig. 5. The other
data were excluded from the calculations because steady
state was reached. However, no correlation was found
(r* = 0.14) during elimination.
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FIG. 5. Linearity of ACHase inhibition percentage as a function of
tissue carbaryl concentrations during uptake (0.33~7 h); r* = 0.87.

DISCUSSION

Carbaryl toxicity to P. patula (96-h LCsq = 14.6 ng/mL)
was similar to the toxicities evaluated in clam, mussel,
oyster (ranged from 1 to 10 ug/mL), and Lymnae stagnalis
snail (21 pg/mL).

The sensitivity of aquatic organisms to toxic agents in
water is dependent on the chemical characteristics of the
medium. Consequently pH, temperature, and dissolved oxy-
gen all influence carbaryl toxicity (Fisher and Lohner, 1986).
This makes it difficult to infer toxicity from measurements of
carbaryl concentrations in water only. In these circumstan-
ces, contaminant concentrations in the body organisms may
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FIG. 4. Bioconcentration in digestive gland and time course of ACHase inhibition percentage of P. patula exposed to 1.46 ug/mL of carbaryl for 72 h.
Elimination: carbaryl concentrations in tissue of organisms transferred to clean water after exposure period and effect on ACHase activity.
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be more constant than water concentrations. An alternative
is to determine the carbaryl toxicokinetics and to evaluate
the relationship between this parameter and toxicity.

Furthermore, a model capable of demonstrating the rela-
tionship between carbaryl toxicokinetics and resultant toxic
effects would be useful for extrapolation of toxicological
data from one organism to another. The principal cause in
the toxic response variation can be ascribed, in many instan-
ces, to differences in this phase.

The semistatic method with medium adjusted to pH 6.5
was chosen to provide a high degree of carbaryl stability so
that the constancy of the relationship between toxicity and
bioconcentration could be evaluated in water without cha-
nges in the bioavailability of the contaminant. If these
changes occur and are not considered in the bioassay or
toxicokinetic model, the rate of contaminant flux and thus
potential for bioconcentration and BCFss may be inappro-
priately esteemed (Harkey et «l., 1994). In these circumstan-
ces the distribution of carbaryl between water and snails
depends on lipophilicity.

On the other hand, the uptake and elimination rates
reported here, which together determine the equilibrium
concentration, are probably different by using other
methods. The uptake rate may have been higher in this
study, perhaps due to the artificial nature of the contamina-
tion (higher bioavailability). However, the results may be
useful for predicting toxic effects.

The three-step bioconcentration kinetics described has
already been observed in benthic invertebrates exposed to
other pesticides (Streit, 1979). The first phase represents
a period of transfer of carbaryl from water to the hemo-
lymph, and next is a gradual contamination of the snail
organs through circulation. Last, the plateau represents
a steady-state period where the uptake and elimination of
the toxic agent are in equilibrium.

Carbaryl in P. patula exhibited a rapid bioconcentration
in digestive gland probably correlated with the high blood
circulation in this organ, although BCFss was relatively low
(2.38-297), with an equilibrium concentration of
3.99 + 0.19 pg/g. Kanasawa (1975) noted similar high up-
take rates in Motsugo fish (Pseudorasbora parva) following
24 h of exposure to | ppm of carbaryl, with a maximum
concentration of 7.5 ug/g.

Numerous researchers have reported inhibition of
ACHase by insecticides, although this parameter is not
a toxic effect per se; it is an index of the probability that
acute toxicity will occur {Taylor, 1980). Just a few authors
have studied the relationship between toxicokinetics and
ACHase activity and there has been much less work on
aquatic invertebrates.

Under the current conditions, when snails were exposed
to carbaryl during different times (0.33-72 h), the results
indicated a linear relationship between ACHase inhibition
and bioconcentration, for 7 h. Reddy er al. (1990) were able
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to demonstrate the effect of carbaryl uptake on ACHase
inhibition in tissucs of prawn Metapenaeus monoceros €x-
posed to commercial and technical grade carbaryl. Data
indicated that the rate of inhibition of commercial grade
was greater probably due to the effectiveness of the emulsi-
fier system of the pesticide formulation. However, these
authors did not establish the relationship between biocon-
centration kinetics and enzymatic inhibition.

In the same way, some of the existing data sets (66, 60, and
50% of ACHase inhibition at 3, 6, and 8 h) reported by
Balasubramanian and Ramaswami (1991) with brain tissue
of Oreochromis mossambicus exposed to 25 ppm of carbaryl
were reexamined. It was possible to observe a certain pat-
tern similar to the positive relationship between the inhibi-
tion of ACHase and time, determined in the present study.
although the authors did not report this relationship.

Finally, the snails transferred to toxic-free water exhibited
a lack of recovery in ACHasc activity, although the carbaryl
elimination was rapid with ¢,,, of 1.0h. The inhibitory
pattern of ACHase activity and carbaryl concentration us-
sues did not exhibit any correlation. Reddy et al. (1990) and
Jayaprada and Rao (1991) obtained a similar lack of recov-
ery with M. monoceros after 10 days in clean water. This is
also in agreement with the results of Mahendru and Agar-
wal (1983), who found that there was significant recovery in
ACHase activity of Lymnae acuminata snail following 7 days
in uncontaminated water, after treatment with 2.5 ppm of
mexacarbate for 48 h. This lack of recovery found in
ACHase activity in P. patula was probably due to the
experimental method and conditions used to determine
toxicity, since the purpose of the experimental design was to
arrive at a constant carbaryl concentration. Studies have
found that recovery following pulsed exposure to carbaryl
and others contaminants can be quite different from con-
tinuous exposure (Kallander et al., 1997; Parsons and Sur-
geoner, 1991). In the same way, Fisher and Lohner (1986)
demonstrated that the carbaryl stability was correlated with
significant changes in the acute toxicity. Another parameter
which could contribute to the differences in recovery of
ACHase inhibition is the sensitivity between species (Mat-
sumara, 1985).

Wallace and Herzberg (1988) observed a lack of
significant spontancous reactivation of dimethyl phos-
phorylated serum esterases from birds dosed with de-
meton-S-methyl. They noted that it may be due to either (1)
the aging of the dimethyl phosphorylated enzyme or (2) the
presence in excess of the parent compound, demeton-S-
methyl, or its sulfoxide or sulfone derivates, in the free state
or nonspecifically bound to nonesterasic protein, e.g., al-
bumin (Martin et «l., 1981). In the later case. reactivation
would be masked by further inhibition. Clarification of this
phenomenon with P. patuda should be associated with
measurements of receptor binding and the rate of ACHase
carbamylation.
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CONCLUSION

This study demonstrated the possibility of using a model
based on toxicokinetics, which is essential to the extrapola-
tion of toxicological data from one organism to another. It
could also be used for monitoring bioavailability in environ-
mental samples (rapid equilibration, within 3 days), and as
a model for design of measures protective against exposure
to cholinesterase inhibitors.
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