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Evento de Intoxicacion en Perros de Zona Urbana mediante
Cebos Contaminados con Aldicarb

Po1SONING EVENT IN D0OGS IN AN URBAN AREA USING BAITS IMPREGNATED
WITH ALDICARB

Eliana L.R. Saldeifia', Valentina Hynes!, Daniela M. Ferré'?, Martin Quero'?,
Veronica Neuilly'?, Nora B.M. Gorla'?3

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue implementar métodos de baja complejidad como
la medicion de actividad butirilcolinesterasa y cromatografia en capa fina (CCF) para
identificar el agente causal de un evento de intoxicacion que afect6 a 45 perros de una
zona urbana de la ciudad de Mendoza, Argentina. Se identific al plaguicida aldicarb en
un cebo que fue extraido de la boca de uno de los perros intoxicados. Aldicarb es un
plaguicida carbamato anticolinesterasico de alta toxicidad, baja seguridad al manejo, con
efectos ecotoxicoldgicos y con limitaciones edaficas y de uso en Argentina desde 1990.
Los niveles de actividad colinesterasa fueron bajos e indicadores informativos de la
evolucion o desenlace de los animales.

Palabras clave: perros intoxicados; aldicarb; colinesterasa; cromatografia en capa fina;
CCF; carbamato; cebos envenenados

The aim of this study was to implement low complexity methods as butyril
cholinesterase activity and thin layer chromatography (TLC) to identify the causal agent
of an event that affected 45 poisoned dogs in Mendoza, Argentina. The pesticide identified
in the bait extracted from the mouth of a canine was the insecticide carbamate aldicarb,
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substance with high toxicity, low management safety, with ecotoxicological effects, and
with restrictions for its use in Argentina since 1990. Cholinesterase activity levels were

indicators of the outcome of the animals.

Keywords: poisoned dogs; aldicarb; cholinesterase; thin layer chromatography; TLC;

carbamate; poisoned baits

INTRODUCCION

Las intoxicaciones intencionales en ani-
males de compafia son una creciente pro-
blematica, no solo en Argentina sino en mu-
chos otros paises, donde los compuestos
organofosforados (OF) y carbamatos (CB)
son los mas cominmente utilizados (Berny
etal.,2010; Caloni et al., 2016). En un estu-
dio realizado en Italia, se reporta que los in-
secticidas y los rodenticidas causaron el 40.8
y 27.6% de los eventos de envenenamiento,
respectivamente, afectando mayormente a
perros (71.1%) y gatos (15.8%) y un ntimero
limitado de casos en caballos, cabras y ove-
jas (Caloni et al., 2016).

Reportes sobre intoxicaciones en ani-
males de compania demuestran que los com-
puestos principalmente utilizados con este fin
son los CB en general y aldicarb en particu-
lar (Verster et al., 2004; Xavier et al., 2007,
Berny et al., 2010; Caloni et al., 2016). A
nivel local, Ferré et al. (2015) confirmaron
que el insecticida fue el agente causal de dos
eventos de intoxicacion en perros en la ciu-
dad de Mendoza, Argentina. En Argentina,
no existen registros epidemiologicos de ca-
sos de animales intoxicados, como si ocurre
con el Centro de Informacion y Asesoramiento
Toxicologico (CIAT, Mendoza) para perso-
nas.

Debido al mecanismo de accion
anticolinesterasico que presentan los CB y
OF, la medicion de la actividad colinesterasa
resulta util en el diagnostico, tratamiento y
pronostico del individuo intoxicado. En el diag-
noéstico, porque la actividad de la butirilco-
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linesterasa/ colinesterasa plasmatica (BChE)
refleja la actividad de la acetilcolinesterasa
del Sistema Nervioso Central (SNC), respon-
sable de la presentacion de los signos (Groner
etal.,2007); en el tratamiento, ya que si bien
tanto OF como CB son agentes anticolines-
terasicos, los signos del SNC son menos fre-
cuentes en intoxicaciones con CB (Soler
Rodriguez et al., 2006); y en el prondstico,
dado que la determinacion de la actividad de
BChE en el tiempo permite distinguir entre
intoxicaciones causadas por compuestos OF
y CB. Esta distincion resulta titil en la clinica,
ya que es posible la expresion de un sindro-
me intermedio o neuropatia retardada en
intoxicaciones por OF (Hopper et al., 2002;
Cabrera et al., 2009). El individuo intoxicado
presenta signos clinicos por estimulo
muscarinico y nicotinico; sin embargo, la acu-
mulacion del neurotransmisor acetilcolina en
las terminaciones sinapticas, principalmente
muscarinicas, inicialmente excita y posterior-
mente inhibe la trasmisiéon en el SNC
(Campbell y Chapman, 2000; Verster et al.,
2004).

En la practica veterinaria, el agente cau-
sal no es usualmente identificado dada la ca-
rencia de equipos de cromatografia liquida o
gaseosa en los laboratorios veterinarios, lo
cual dificulta las denuncias y registros oficia-
les de envenenamiento. El uso de técnicas
de laboratorio para la medicion de BChE y la
cromatografia en capa fina son métodos fac-
tibles y de facil acceso para su uso en medi-
cina veterinaria. La implementacion de estos
métodos diagnosticos complementarios por
parte de los profesionales podria ser la pri-
mera accion que aportaria a un futuro regis-
tro de intoxicaciones en la region. Esto resul-
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ta interesante en salud publica, pues facilita
la identificacion de agentes toxicos que se
encuentran a disponibilidad publica y que no
son usados para los fines para los cuales fue-
ron producidos.

El objetivo de este trabajo fue investi-
gar un evento de 45 perros con signos de
intoxicacion compatibles con agentes
anticolinesterasicos, que se registro en un lap-
so de una semana en una zona urbana de la
ciudad de Mendoza.

MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del Estudio

El evento de la intoxicacion se presento
en el distrito El Bermejo (departamento de
Guaymallén, Mendoza, Argentina) en diciem-
bre de 2015. La zona ocupa una superficie
de 5.25 km? y cuenta con una poblacion de
13 428 habitantes, lo que resulta en una den-
sidad de poblacion de 2.6 hab/km?, densidad
media comparada con los demas distritos del
departamento (Sistema Estadistico Munici-
pal, 2001).

El Bermejo forma parte del area com-
plementaria denominada zona de Preserva-
cion Patrimonial. Se dispone de ordenanzas
que regulan su crecimiento, protegiéndolo de
actividades que actuen en detrimento de su
medio ambiente. Asi, la Ordenanza 224/1988
para «Preservar el entorno socio-econdmico
y ecoldgico de la zona» y la Ordenanza 4893/
1999 «Prohibicion de la instalacion y radica-
cion, de usos o emprendimientos que degra-
den las caracteristicas generales del sitio y
que provoquen un impacto de magnitud so-
bre el medio ambiente y sobre las activida-
des y vida propia de determinadas areas»
(Ordenanzas del Honorable Consejo Delibe-
rante, Guaymallén).

Animales y Muestras

e  Grupo intoxicado: Formado por 36
caninos adultos con similares signos de

516

intoxicacion  compatible con
sobreestimulacion nicotinica (sialorrea,
lagrimeo, incontinencia urinaria, diarrea,
bradicardia, broncoconstriccién con au-
mento de secreciones bronquiales y
miosis) y signos muscarinicos (temblo-
res, rigidez muscular, debilidad y parali-
sis). Diez de estos animales (seis ma-
chos y cuatro hembras), tenian duefio y
fueron asistidos clinicamente en dos ve-
terinarias de la zona. A ocho de estos se
les tomo6 una muestra de sangre para
medir la actividad BChE, llegandose a
recuperar exitosamente del cuadro agu-
do de intoxicacion. Los 28 caninos res-
tantes fueron hallados muertos en la via
publica y no se obtuvo informacion ni
reclamos de su tenencia por algin pro-
pietario aparente.

e  Grupo control: Formado por 13 cani-
nos adultos sanos (nueve hembras y cua-
tro machos) que no habitaban en la zona
de El Bermejo. Se les hizo una evalua-
cion clinica para asegurar que presenta-
ban un estado sanitario 6ptimo. Se les
tomo muestras de sangre para la obten-
cion de valores de referencia de la acti-
vidad BChE en caninos adultos de la re-

gion.

El tratamiento proporcionado a los ani-
males consistio en fluidoterapia endovenosa
con solucioén de cloruro de sodio al 0.9% y
atropina 0.5 mg/kg. El1 50% de la dosis total
se administro via endovenosa y la mitad res-
tante via subcutanea. Cuando fue necesario
controlar las mioclonias y lograr la relajacion
del animal, se administro 0.5 mg/kg de
diazepan endovenoso a una concentracion de
10 mg/ml.

Las muestras de sangre (1 ml) se co-
lectaron por puncion de la vena cefalica en
tubos con 40 pl de heparina sodica al 5% (500
Ul/ml). La sangre fue centrifugada el dia de
la colecta a 500 g durante 10 min y el plasma
resultante fue almacenado a -4 °C.
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Cuadro 1. Valores de actividad butirilcolinesterasa plasmatica (Ul/l) (promedio = desviacion
estandar) en caninos con signos de intoxicacion compatibles con agentes
anticolinesterasicos (El Bermejo, Mendoza, Argentina)

Grupo Butirilcolinesterasa (UI/1)
Control (n=13) 4390.7+ 1 548.4°
Intoxicado 2 607.9 +1380.2°

Sobrevivientes (n=8)
Fallecidos (n=2)

3175.7+776.7
336.5+154.8

ab Superindices diferentes entre grupos indican diferencia estadistica (p=0.0092)

Figura 1. Placa de silicagel con revelador para
carbamatos. C(-) control negativo, T: testigo
de aldicarb, M: muestra, extracto de cebo con-
taminado

El cebo empleado para el envenena-
miento de los canes fue extraido de la boca
de uno de los animales del grupo de
intoxicados y se mantuvo refrigerado a -8 °C
en envase plastico con sello hermético hasta
el momento del analisis. El cebo tenia apa-
riencia de tejido animal, de tamafo 4x4 cm.

Determinacion de Butirilcolinesterasa

Se determinaron los niveles de BChE
plasmatica utilizando el kit Colinesterasa (GT
Lab®), método cinético por espectrofo-
tometria a 405 nm, pH 7.7 y 25 °C (Ellman et
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al., 1961). La reaccion utiliza butirilcolina
como sustrato y se realizd a temperatura
ambiente. En el kit, disefiado para medicina
humana, se efectuo la reduccion proporcio-
nal de los volumenes, para hacer dos deter-
minaciones por cada 3 ml de sustrato
butiriltiocolina provisto en cada vial. Los re-
sultados fueron expresados en UI/L.

Cromatografia en Capa Fina

Se efectué marcha toxicologica para
toxicos organicos fijos, con recuperacion del
extracto acido y utilizacion de columnas
EXtrelut ®NT3 de 15 ml seglin el manual de
procedimientos analiticos toxicologicos para
laboratorios de baja complejidad, con leves
modificaciones (Flanagan et al., 1995). Para
la Cromatografia en Capa Fina (CCF) se utili-
zaron las siguientes placas como adsorbentes:
TLC Silicagel 60 F254 20x20 cm (Merck®) y
cuba vertical para cromatografia de 15x15x6
cm impregnada con solvente de corrida cua-
druple: n-hexano/ciclohexano/cloroformo/
acetona (40/40/10/10), a 25°C. Se sembraron
testigos estandares de plaguicidas OF
(clorpirifos, metamidofos, metidation),
organoclorados y CB (aldicarb, carbaril,
carbofuran y carbosulfan), y el extracto de la
muestra en estudio. Se compararon las dis-
tancias recorridas por la muestra testigo y
los estandares identificando la sustancia en
la muestra en estudio cuando la distancia co-
incidia con la del testigo estandar conocido.
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Analisis Estadistico

Para el estudio de los datos de activi-
dad BChE se utiliz6 el programa estadistico
Prism 6.0. Se aplico el test de Kolmogorov-
Smirnov para comprobar el ajuste a una dis-
tribucion normal y el t-Student para analizar
la diferencia de actividad enzimatica entre los
grupos control e intoxicado (p<0.05).

RESULTADOS

Los valores de actividad BChE de los
animales del grupo control ¢ intoxicado fue-
ron estadisticamente diferentes (p<0.01). Los
ocho canes que recibieron atencion médica
presentaron un 30% de inhibicion de la BChE
y respondieron de forma favorable al trata-
miento recuperandose del cuadro de intoxi-
cacion. Los dos animales del grupo intoxica-
do que tenian valores notoriamente disminui-
dos de actividad BChE (92% de inhibicion)
murieron.

En la placa de silicagel donde se sem-
bro el extracto organico obtenido de la mues-
tra de cebo contaminado se observo, mediante
el vaporizado con el revelador de CB (4-nitro
benceno diazonio-tetra-fluoroborato endietilén
glicol/alcohol absoluto [ 1/9]), la presencia de
una mancha que indica la presencia de
aldicarb en la muestra estudiada. En la Figu-
ra 1 se observa que la distancia de recorrido
de la muestra coincide con la del testigo
aldicarb.

DiScUusION

Se identificé al insecticida carbamato
aldicarb como el plaguicida presente en el
cebo analizado. Este CB se utiliza en pro-
duccién fruticola como acaricida, insecticida
y nematicida, de accidén por contacto y
sistémica. Es extremadamente toxico para
peces, aves y mamiferos (Nelson et al.,
2001). Los principales metabolitos
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bioloégicamente activos del aldicarb son el
aldicarb sulfoxido, con 76 veces mas activi-
dad anticolinesterasica, y el aldicarb sulfona,
el cual es 25 veces menos toxico, pero con
mayor persistencia en el organismo
(Cazenave et al., 2005).

La Organizacion Mundial de la Salud lo
clasifica toxicoldgicamente como extremada-
mente peligroso por lo que integra la lista de
Pesticidas Altamente Peligrosos (HHP por
sus siglas en inglés), para los que se reco-
mienda un manejo particular (WHO, 2016).
En la Unién Europea esta prohibido el uso y
la comercializacion de aldicarb debido a su
alta toxicidad, baja seguridad al manejo y
efectos ecotoxicologicos (Ruiz-Suarez et al.,
2015).

En Argentina, aldicarb tiene limitacio-
nes edaficas y de uso (Decreto Nacional N.°
2, 1990), que limita su aplicacion a personal
profesional o capacitado; sin embargo, Hynes
(2014), mediante encuestas a trabajadores de
fincas fruticolas en la ciudad de Mendoza
encontrd que solo el 26% de los usuarios
cuenta con asesoramiento profesional, que el
29% los adquiere directamente, y que mu-
chos de ellos solo siguen las recomendacio-
nes del Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), del Instituto de Sani-
dad y Calidad Agropecuaria de Mendoza
(ISCAMEN) o del Servicio Nacional de Sa-
nidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA).

Se han presentado casos accidentales
de intoxicaciones en seres humanos al utili-
zar aldicarb como rodenticida (Lima y Reis,
1995). La DL 50 de aldicarb en caninos es
de 6.5 mg/kg, ocurriendo la muerte por falla
respiratoria (Arnot et al., 2011). La DL en
humanos es de 0.8 mg/kg (Waseem et al.,
2010), de alli la importancia del control del
uso indebido de estos toxicos, al presentar el
hombre mayor sensibilidad que otras espe-
cies. Aldicarb, ademas de ser usado como
plaguicida, se sigue utilizando para
intoxicaciones intencionales (Martinez-Haro
et al.,2008; Anastasio y Sharp, 2011).
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En esta investigacion se obtuvieron va-
lores propios de referencia para la actividad
BChE (4390 +1548 UI/L en caninos adultos
machos y hembras) que, considerando los
desvios estandares, son comparables a las
reportadas por otros autores, siguiendo la
misma metodologia: 3276 + 845y 3013 £ 1081
para machos y hembras, respectivamente
(Maiaetal.,2012) y 5071 £ 891 UI/L (Evans,
1990).

La actividad BChE tiene un amplio ran-
go de variabilidad en animales clinicamente
sanos, pudiendo alcanzar niveles del 30%.
Debido a esto es la conveniencia de obtener
valores de referencia propios en cada labo-
ratorio (Maia et al., 2012). Los valores de
referencia propios pueden aplicarse en el diag-
nostico diferencial entre OF y CB. Asi, una
segunda determinacion a las 24 h puede infe-
rir la presencia de un OF si se mantiene el
nivel de inhibicion o de un CB si la actividad
enzimatica ha aumentado, ya que los prime-
ros producen una inhibicién irreversible de la
BChe y los segundos una inhibicion reversi-
ble (Colovic et al., 2013).

Tanto la enzima acetilcolinesterasa
(AChE) cerebral como la BChE sanguinea
son inhibidas por los CB y OF. En el presente
estudio la inhibicion de BChE fue del 42% en
el grupo intoxicado con respecto al grupo
control. Este valor fue semejante al 50% re-
portado por Talcott y Peterson (2013) donde
los signos clinicos son visibles; sin embargo,
en este estudio, todos los animales presenta-
ron signos compatibles con intoxicacion, de
mayor o menor gravedad. La BChE
plasmatica es considerada un indicador mas
sensible que la AChE en la intoxicacion por
anticolinesterasicos asociada a los eritrocitos
en caninos, al igual que en humanos, ya que
suele ser inhibida en mayor grado, incluso
antes de que los signos clinicos de la intoxi-
cacion aparezcan (Maia et al., 2012).

Una de las intenciones de este trabajo
fue de promover en la practica veterinaria la
medicion de la colinesterasa en animales
intoxicados como herramienta orientativa de
la exposicion a OF y CB, insecticidas de
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mayor frecuencia en este tipo de eventos
(Ferré et al., 2015). Asimismo, presentar la
posibilidad de aplicar la metodologia de
cromatografia en capa fina (CCF) (Afful et
al., 2008), de baja complejidad y costo que
permiti6 identificar el agente causal. EI ma-
yor inconveniente en la aplicacion de este
método es el uso de solventes y de estandares
de plaguicidas peligrosos para la salud de los
laboratoristas, por lo que se requiere de una
campana de extraccion de gases y vapores,
asi como de personal especializado. Tiene,
ademas, la desventaja de ser un método cua-
litativo.

Los plaguicidas domésticos, roden-
ticidas, piretroides y OF son los principales
causantes de intoxicacion por plaguicidas en
humanos en Mendoza (Ferré et al., 2015).
Los grupos de plaguicidas agricolas reporta-
dos por el CIAT-Mendoza como principal
causa de intoxicacion en humanos son los CB
(24.7%) y los OF (24.1%) (S. Saracco,
Mendoza, comunicacion personal). Esta in-
formacion de la poblacion humana respalda
el hallazgo de un CB en el presente evento y
otro CB, carbofuran, el afio anterior en
Mendoza (Ferré et al., 2015). Estos eventos
sustentan el hecho de que el uso de determi-
nados plaguicidas en intoxicaciones
intencionales en animales es un reflejo del
tipo de de plaguicida utilizado en agricultura
en la region (Martinez-Haro et al., 2008).

En el Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemiologica (SINAVE) de Argentina se
denuncian las intoxicaciones de personas por
plaguicidas, por monoxido de carbono, por
medicamentos y por otros toxicos (Ministe-
rio de Salud, 2011). Por Resolucion Nacional
N.° 394 del Ministerio de Salud y Accion
Social de 1994, se establecid que la intoxica-
cion por plaguicidas propiamente dicha es un
evento de notificacion obligatoria en todo el
territorio nacional, incorporandose al SINAVE
cuando se observara la ocurrencia de brotes.
En el caso de la practica veterinaria, se de-
berian registrar las denuncias e incluir los
datos de los animales afectados, signos clini-
cos, etc., tal y como se lleva a cabo en otros
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paises (Caloni ef al., 2016). Esto ayudaria a
mejorar el plan de accion en virtud del trata-
miento del paciente y efectuar un pronodstico
preciso para los propietarios del mismo. El
reporte de estos eventos en la casuistica ve-
terinaria tiene una implicancia directa en la
tarea de control y fiscalizacion de uso de
plaguicidas que pueden tener comercializacion
prohibida, pero que no han sido atn retirados
del mercado.
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