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La Revista de Toxicologia pretende ofrecer a sus
lectores (cientificos, docentes, profesionales y estudiosos)
informacion actualizada sobre los avances mas recientes en
Toxicologia. Dedica especial atencion a los estudios
relacionados con los efectos de las sustancias quimicas y los
mecanismos de toxicidad, mediante ensayos en animales de
experimentacion, métodos alternativos in vitro y estudios en
humanos. También incluye estudios sobre nuevas sustancias
y técnicas analiticas. Otro aspecto importante de la revista son
los articulos de revisiéon, especialmente en temas de
Toxicologia Fundamental, Toxicologia Clinica
Genotoxicologia, Toxicologia Ambiental, etc.

ASOCIACION ESPANOLA DE TOXICOLOGIA
Resumen actual de caracteristicas y normativas

El objetivo fundamental de la Asociacién Espafnola de
Toxicologia es el de propiciar la relaciéon y cooperacion entre
sus miembros, y coordinar sus esfuerzos a fin de contribuir al
desarrollo y difusion de los conocimientos en las diferentes
areas de la toxicologia. Su Estatuto fundacional fue aprobado
oficialmente el 15 de enero de 1980.

Toda persona interesada en pertenecer a esta
Asociacion deberda cumplimentar una ficha de inscripcion,
refrendada por la Junta Directiva. La cuota anual (60 €) se
abona por domiciliacién bancaria, Esta cuota da derecho a la
recepcion de la “Revista de Toxicologia”. Una vez admitidos
los nuevos asociados recibiran un titulo y, periédicamente, las
actas de las reuniones y comunicacion de actividades con
caracter nacional e internacional que pueden ser de interés.

La asociacién promueve la celebracién, cada dos
anos, del Congreso Espanol de Toxicologia, cuya
organizacién puede delegar. Ademas se ha establecido la
celebracion periddica de seminarios o mesas redondas
organizados por grupos de trabajo. Cada reunién de este tipo
sera monotematica y abierta a personas no pertenecientes ala
Asociacién, y se desarrollard en diferentes ciudades
espanfolas.

La Asociacion organiza también programas de
control de calidad en Toxicologia Analitica.

Asociacion Espanola de Toxicologia

Secretaria de la AETOX

Dpto. de Toxicologiay Farmacologia
Facultad de Veterinaria

Universidad Complutense de Madrid
28040 MADRID

e-mail: arantxam@vet.ucm.es
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Copyright

El envio de un manuscrito implica: que no ha sido
publicado anteriormente (excepto como abstract, o como
parte de una conferencia, revision tesis); que no esta
considerandose su publicacion en otra revista, libro, etc.; que
su publicacién ha sido aprobada por todos los coautores, si
los hay; que, cuando y si el manuscrito es aceptado para su
publicacién, los autores estan de acuerdo en la cesién
automatica del Copyright a la editorial y que el manuscrito no
sera publicado en ninguna otra parte ni en ningln otro idioma
sin permiso de la editorial.

Todos los articulos publicados en esta revista estan
protegidos por Copyright, que cubre los derechos exclusivos
de reproduccion y distribuciéon del articulo (p. ej. como
separatas) y también los derechos de traduccién, Ningun
contenido de la revista puede ser reproducido. fotocopiado,
microfilmado o almacenado en bases de datos electrénicas,
videodiscos, etc., sin el permiso escrito de los titulares del
Copyright.

El uso de nombres descriptivos, de marcas, marcas
registradas, etc., incluso si no se identifican especialmente, no
implica que estos nombres no estén protegidos por las leyes y
regulaciones correspondientes.

Aunque la informacién en esta revista se considera
exacta y verdadera en la fecha de publicacion, ni la editorial, ni
el director de la revista, ni los autores pueden aceptar ninguna
responsabilidad legal por errores u omisiones que puedan
acaecer.

Los manuscritos se enviaran a través de la direccion:
http://ojs.easyapps.es/index.php/revtoxicol
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Prof. Guillermo Repetto. Editor de la Revista de Toxicologia.
Universidad Pablo de Olavide.
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EDITORIAL

Mejoras en la Revista de Toxicologia

La Revista de Toxicologia, 6rgano oficial de la Asociacion Espafiola de Toxicologia, publicada
desde 1983, dispone de un nuevo sitio en Intermet en la direccidén
http://ojs.easyapps.es/index.php/revtoxicol/. Se trata de un nuevo paso en la politica de acceso abierto,
que es uno de los principales catalizadores de la visibilidad de las revistas. En los ultimos meses se ha ido
realizando el volcado individual de los articulos previamente publicados, lo que esté facilitando en gran
medida su localizacion tanto a partir del sitio web como a través de buscadores generales. Como
consecuencia de gran importancia para nuestra revista, se estd incrementando su visibilidad y el impacto
de los articulos publicados. Animamos a que investiguen el agil sistema de busqueda, ya que de seguro
descubriran articulos de gran interés.

El presente niimero de la Revista de Toxicologia es el primero de la misma que ha sido
gestionado gracias a al nuevo sistema Open Access a partir de la citada direccion. Ha precisado de un
gran nimero de cambios a las caracteristicas propias de la revista y de la realizacion de diferentes tipos
de pruebas. En este sentido queremos agradecer a autores, revisores y al Dr. Oscar Herrero por habernos
ayudado en este proceso de adaptacion y optimizacion del sistema, que ha ralentizado inicialmente el
proceso de revision y publicacion. Una vez incluidos los manuscritos en el sistema los editores
realizamos la asignacion de al menos dos revisores para cada manuscrito, seleccionados de acuerdo al
area toxicologica especifica del mismo. El sistema recuerda periodicamente a los revisores la peticion
de revision, la cual realizan mediante el mismo acceso informatico. Una vez concluidas las revisiones,
los editores trasmitimos a los autores las consideraciones planteadas en forma anénima por los revisores
y, en su caso, solicitamos una version revisada del manuscrito. Cuando los autores insertan la nueva
version, el proceso se inicia de nuevo hasta que se produce la decision definitiva. Se trata sin duda de una
gran mejora que simplifica el contacto con los revisores y autores y el seguimiento de las numerosas
versiones que se generan a partir del manuscrito inicial.

Por otra parte también queremos llamar la atencidon en que algunos articulos se publican en
inglés. Aunque no deseamos que la revista cambie totalmente de idioma de publicacion, entendemos
que es una acertada decision de la Asociacion Espafiola de Toxicologia que coexistan articulos en
espaiol e inglés, lo que puede ayudar a aumentar la visibilidad de los articulos publicados en la misma.

Desde el punto de vista editorial y para tratar de contribuir con el objetivo de incrementar el
factor de impacto de nuestra revista, nos permitimos solicitar que se citen articulos de la Revista de
Toxicologia siempre que se realicen publicaciones de cuaquier tipo.

En relacion al contenido, este numero se configura basicamente como una Monografia en
Toxicologia Veterinaria. Se trata de una nueva iniciativa de la Asociacion Espafiola de Toxicologia
enfocada a promover el desarrollo y difusion de investigaciones en las diversas areas toxicologicas a
través de sus secciones especificas, que se inicia, en este caso, con la seccion de Toxicologia Veterinaria,
coordinada por el Prof. Antonio Juan Garcia Ferndndez. La tematica de los articulos es muy variada y
complementaria. Se incluyen, por ejemplo, revisiones de intoxicaciones en fauna silvestre, aves y
animales domésticos. Mientras que unos articulos se centran en aspectos de analitica toxicoldgica, otros
contemplan aspectos clinicos o de mejoras en los protocolos del tratamiento de intoxicaciones y otros
son estudios experimentales. No se pueden olvidar los estudios de monitorizacion ambiental, que

Rev. Toxicol. (2012) 29 1
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completan asi una vision general de las principales areas de trabajo e investigacion en toxicologia
veterinaria.

Ademas se incluyen las Actas de las Jornadas de Formacion en Toxicologia 2012, que organizo el
equipo de la Profa. Guillermina Font en la Universidad de Valencia. El nimero (63) y calidad de las
comunicaciones reflejan el gran interés de AETOX en promover la investigacion y las mejoras en la
docencia, asi como la adaptacion adecuada de las asignaturas de Toxicologia ante los retos y
oportunidades que supone el Espacio Europeo de Educacion Superior.

Por ultimo, consideramos que la revista debe contribuir a la difusion de obras de interés toxicoldgico,
por lo que se realiza ademas la revision de dos libros de tematicas toxicologicas.

Deseamos sean ttiles y que disfruten de la lectura de los trabajos, animando al envio de manuscritos de
calidad para su publicacion.

Editor:

Guillermo Repetto Kuhn. Universidad Pablo de Olavide.
Editoras adjuntas:

Maria del Prado Miguez Santiyan. Universidad de Extremadura
Maria José Gonzalez Muiioz. Universidad de Alcala

2 Rev. Toxicol. (2012) 29
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Monografia de Toxicologia Veterinaria

Seccion de Toxicologia Veterinaria, Asociacion Espanola de Toxicologia, coordinada por el Prof. Antonio

Juan Garcia Fernandez.

Modificacion de biomarcadores histopatologicos e inmunohistoquimicos
en las fibras musculares de cerdos tratados con clenbuterol

MolinaAM', Blanco A’y Moyano MR"

'Dpto. Farmacologia, Toxicologia, y Medicina legal y Forense. Universidad de Cérdoba. ‘Dpto. Anatomia y Anatomia Patolégica Comparadas.

Universidad de Cordoba
Recibido 4 de mayo de 2012 / Aceptado 27 de noviembre de 2012

Resumen: El clenbuterol frecuentemente se ha utilizado de forma
ilicita en el engorde del ganado, suponiendo ello un riesgo para la
salud publica. La actual normativa prohibe por tanto su uso en la cria
del ganado. En este estudio se utilizaron 14 cerdos distribuidos al azar
en dos grupos de estudio (n=7), uno control, y otro expuesto a | mg/kg
de clenbuterol durante tres meses. Se utilizé el musculo longissimus
lumbaris para la determinacion de la concentracion de clenbuterol,
asi como para la evaluacion de los parametros inmunohistoquimicos
y el analisis estructural y ultraestructural de las fibras. El estudio de
los distintos biomarcadores histopatologicos e inmunohistoquimicos
de las fibras musculares, tras la exposicion de los animales al
clenbuterol, indico la presencia de hipertrofia muscular, miofibrolisis
y degeneracion zenkeriana, observada tanto por microscopia optica
como electronica. Mediante la técnica miosina ATP-asa se identificd
un tipo de fibra denominada alterada en el grupo tratado que no
aparecio en el grupo control. Por tanto, se comprueba que el musculo
longissimus lumbaris resulta una buena matriz para la investigacion
de la exposicion a largo plazo a este compuesto en cerdos.

Palabras clave: clenbuterol, cerdo, biomarcador, musculo,
longissimus lumbaris

Abstract: Modification of histopathological and
immunohistochemical biomarkers in the muscle fibers of swine
after clenbuterol exposure. Clenbuterol has been frequently used
illicitly, causing a risk to public health; the current regulation
prohibits its use to put on weight the animals. In our study we have
used 14 swines radomly distributed into two groups (n=7): one
control group, and another group exposed to 1 mg/kg of clenbuterol
during three months. The muscle selected for the research was
longissimus lumbaris and it was used for the determination of the
concentration of clenbuterol, as well as for the evaluation of the
immunohistochemical parameters, and the structural and
ultrastructural analysis of the fibers. The study of the different
histopathological and immunohistochemical biomarkers of the
muscular fibers, after clenbuterol exposure, indicated the presence of
muscular hypertrophy, myolysis, and zenkerian degeneration,
observed at optic and electronic microscopy. By the use of the miosin
ATP-ase technique, it was identified a fiber type denominated altered
in the treated group that did not appeared in the control group.
Therefore, it was verified that the muscle longissimus lumbaris is a
good matrix for the investigation of the long-term exposure to this
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clenbuterol in swines.

Key words: clenbuterol, swine, biomarker, muscle, longissimus
lumbaris

Introduccion

El uso en produccion animal de sustancias promotoras del
crecimiento permite una mejora sensible de varios parametros
zootécnicos [1]. Los anabolizantes generan un claro beneficio sobre
todo durante el periodo en que la curva de crecimiento esta
produciendo preferentemente masa muscular, ejerciendo sus
propiedades anabolizantes en el tejido muscular, mientras que sobre
el tejido adiposo realiza una accién marcadamente catabolica [2]. Sin
embargo, el uso sin control de estos compuestos ha provocado que se
hayan puesto a la venta productos que contenian sustancias muy
activas farmacologicamente, y que han llegado a convertirse en un
serio riesgo para la salud publica. La preocupacion por el hecho de
que residuos de estas sustancias se introdujeran en la cadena
alimenticia, ademas de las implicaciones éticas que conlleva el
empleo de agonistas adrenérgicos sobre el bienestar animal, llevo a la
Comunidad Europea a prohibir el uso del clenbuterol como agente
promotor del crecimiento [3]. La actual normativa vigente [3-6]
prohibe el uso de sustancias de accion hormonal, tireostatica y f3-
agonista para el engorde de animales de abasto, basandose en sus
efectos nocivos y el fraude que conlleva el uso de algunas de ellas,
prohibiéndose consecuentemente, la comercializacion de carnes que
contengan residuos de dichos productos; estableciéndose los Limites
Maximos de Residuos permitidos en los productos destinados al
consumo, en higado, musculo y rifion de bovido y équido, y en la
leche de bovino [7].

Los finalizadores, y en particular los B-agonistas, pueden modificar
numerosos sistemas organicos, produciéndose en tratamientos
cronicos inicialmente una hipertrofia de las fibras musculares tipo 11
[8,9]. Ademas estas fibras no sélo aumentan el nimero de sus
nucleos, sino que también modifican su localizacion centralizando
los componentes nucleares [9,10]. Por otra parte, se altera
gravemente su actividad enzimatica, como es su actividad mATPasa
y la NADH-TR, por lo que se modifican los tipos de fibras
musculares, e incluso se observa la aparicién de un cuarto tipo de
fibra de reaccion inespecifica [11]. Todas estas modificaciones hacen
que el musculo pueda ser utilizado como matriz de investigacion en el
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analisis de biomarcadores en el estudio de la exposicion al
clenbuterol en cerdos.

El objetivo fundamental de este estudio, es evaluar en el musculo,
como matriz para la investigacion, distintos biomarcadores ante la
exposicion del animal al clenbuterol.

Para ello se realizara la cuantificacion de clenbuterol en musculo y se
evaluaran los efectos histopatoldgicos, inmunohistoquimicos y
morfométricos de las fibras musculares.

Material y Métodos

Animales

Se utilizaron 14 cerdos “Minipig” macho de 3 meses de edad,
procedentes del Servicio Centralizado de Animales de
Experimentaciéon de la Universidad de Cordoba, donde
permanecieron estabulados durante toda la experiencia, segin las
condiciones especificadas en las lineas directrices relativas al
alojamiento y a los cuidados de los animales (RD 1201/2005) [12].
Todos los protocolos experimentales fueron aprobados por el Comité
de Bioética de la Universidad de Cérdoba. Los animales fueron
alimentados una vez al dia durante los tres meses de estudio
(Nantaunic, Nantaporc PI"), se distribuyeron al azar a uno de los dos
grupos experimentales: Grupo control (GC), (n=7), y el grupo tratado
con clenbuterol (CLB) (n=7), a los que se administr6 diariamente una
dieta conteniendo 1 mg/kg de clenbuterol (Clorhidrato de
Clenbuterol, Sigma Chem Co.), mezclado con el pienso mediante
dieta restringida. Tras el sacrificio, mediante aturdimiento eléctrico,
se recogieron muestras del musculo longissimus lumbaris, para el
posterior estudio histologico y toxicologico.

Cuantificacion de clenbuterol

La determinacion de clenbuterol se realizd siguiendo el protocolo
oficial estandarizado, recomendado por la AESAN, para la
determinacion de residuos de sustancias beta-agonistas en tejido
animal y fluidos biologicos mediante LC-MS-MS[13]. Las muestras
(25 g) se homogeneizaron, recogiéndose 2,0+0,02 g de éste, se les
realizd una extraccion y purificacion, se llevaron a sequedad en
corriente de nitrogeno a 40-45°C, se reconstituyeron, centrifugaron y
transfirieron a viales para su posterior cuantificacion mediante LC-
MS/MS, con detector triple cuadruplo 1200 (Varian), donde el flujo
de la fase movil fue de 0,4 ml/min, la T* de la columna de 40°C
(Synergi Hydro A, 150 x 2 mm, 4u-Phenomenox), la T* de las
muestras del inyector de 15°C, el tiempo de analisis de 15 min, y el
tiempo total por inyeccion (analisis+lavado+acondicionamiento) de
45 minutos.

Estudio estructural

Una vez extraidas las muestras se dispusieron sobre el portabloques a
los que se le afiadio previamente una gota de OCT-Compound.
Posteriormente, se congelaron en el interior de un vaso precipitado de
vidrio con 100 ml de 2-metilbutano, que habia sido previamente
enfriado sobre nitrégeno liquido (-190°C), y fueron almacenadas a
—40°C en un recipiente de plastico. Los cortes de las muestras
(n=40/muestra), de 10 um de grosor, se realizaron con un criostato
Leica CM 1850 a —20°C, y se almacenaron en cajas previamente
refrigeradas a —40°C para ser posteriormente sometidas a diferentes
técnicas histoquimicas. Las técnicas no enzimaticas usadas fueron la
hemaoxilina-eosina, y el tricromico de Gomori modificado por
Brumbacky Leech, 1987 [14].
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Técnicas histoenzimologicas

Técnica miosinica (mATPasa): Las preparaciones se incubaron en
una solucion que contiene ATPasa y calcio a pH 9,45. Para
posteriormente trasladarse a una solucion de cloruro de cobalto. Por
ultimo, las muestras del tejido muscular se sometieron a una solucion
de sulfuro de amonio formandose sulfuro de cobalto que es insoluble
y de color negro, demostrandose asi la existencia mATPasa por parte
de las fibras musculares. Las técnicas utilizadas en nuestro estudio
son una modificacion a la referida por Snow y cols. (1982) para
preincubaciones alcalinas, y éacidas (Tabla 1) [15]. Las técnicas
histoenzimologicas para determinar la actividad de la mATPasa, se
han realizado para clasificar las fibras musculares observadas en las
distintas incubaciones. En los casos en los que aparecen fibras de
tincion inespecifica, es decir fibras de tincion irregular, éstas se han
catalogado como fibras alteradas.

Tabla 1. Técnicas modificadas para determinacion de la actividad
miosinica ATPasa en las fibras musculares.

ATPasa miosinica preincubacion alcalina

ATPasa miosinica preincubacién acida

Preincubacion durante 15 minutos en la | Preincubar en la soluciéon
solucién
Lavado con agua destilada durante 5 | Lavar en solucion de barbital sodico 0,1M y
minutos cloruro de calcio 0,18M en agua destilada. pH
9,4 (ajustado con CLH 0,1 N). Durante 30
segundos.

Incubacién durante 30 minutos en la | Incubar en la siguiente solucidn: solucién
solucién lavadora con 15 mg de ATP. pH 9,4 (ajustado
con NaOH IM y 0,1M). Durante 45 minutos.
Lavado con cloruro de calcio 0,2M: dos | Cloruro de calcio al 1%: dos bafios de 5
bafios de 5 minutos. minutos.

Lavado con cloruro de cobalto al 2% | Cloruro de cobalto al 2%: un bafio de 5

durante 5 minutos. minutos.
Lavado con agua destilada | Barbital soédico 0,01M: un bafio de 5-10
minuciosamente: dos bafios. minutos.

Lavado con sulfuro de amonio al 1%: 1| Agua destilada: un bafio de 30 segundos.
minuto.
Lavado de 2 a 5 minutos con agua | Sulfuro de amonio al 1%: un bafio de 60
destilada. segundos.

Deshidratacion en cadena ascendente de | Lavar con agua destilada: un bafio de 2 a 5
alcoholes con medio sintético (Eukitt). minutos.

Deshidratar en cadena ascendente de
alcoholes y montar en medio sintético.

Técnica para determinar el tipo de fibras: Nicotinamide Adenine
Dinucleotide (Reduced)-Tetrazolium Reductase (NADH-TR):
Incubamos en la siguiente solucion (0,2 M): 10ml de Tris Buffer (pH
7,4) + 10ml de NBT +y 8ml de NADH. pH 7,2 (ajustado con acido
acético puro 1M), durante 30-60 minutos a 37°C. A continuacion, se
realizd un lavado con agua destilada durante un minuto, para
posteriormente hacer una deshidratacion en cadena de acetonas. Por
ultimo, tras un nuevo lavado con agua, se procede a montarse en
glicerina y al sellado con parafina o esmalte. Las técnicas
histoquimicas que hemos referido nos permitieron clasificar a las
fibras segin la actividad que presenta la enzima miosinica
(mATPasa) frente a preincubaciones en medios alcalinos y acidos, y
en base al potencial oxidativo que exhiben actividad NADH-TR.
Siguiendo los criterios establecidos previamente por otros autores
[15,24,25] es posible reconocer los cuatro tipos principales de fibras.

Estudio ultraestructural

Muestras de varios milimetros fueron fijadas en glutaladehido al 2%
en solucion 0,1 M de buffer fosfato (pH 7,4) a 4°C durante 12 horas, y
posteriormente, se refijaron en tetroxido de osmio en solucion 0,1 M
de buffer fosfato (pH 7,4) durante 30 minutos. Después se procedio a
un lavado con solucion buffer fosfato (pH 7,4) seguido de una
deshidratacion en escala ascendente de alcoholes para finalizar
incluyéndolas en Araldita. Los cortes semifinos y ultrafinos se
realizaron en un ultramicrotomo LKB. Los cortes semifinos se
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tifieron con azul de toluidina, mientras que en los cortes ultrafinos se
realiz6 un doble contraste con acetato de uranilo y citrato de plomo.
Los cortes fueron observados y electrofotografiados en un
microscopio electrénico de transmisiéon Philips CM10 (Philips
ExportBV).

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron utilizando el programa
estadistico Statgraphic (Centurion XVI®), a través de diferentes
pruebas estadisticas y graficas. Para ver si existian diferencias
significativas entre las medias se uso la Prueba F- en la tabla ANOVA.
Las Pruebas de Multiples Rangos se utilizaron para comprobar si las
medias son significativamente diferentes unas de otras, usando el
método de LSD de Fisher para discriminar entre las medias. Los
resultados se expresan como media+desviacion tipica, y un valor de
p<0,05 fue considerado positivo.

Resultados
Niveles de Clenbuterol

En los animales del grupo control no se detectaron niveles de
clenbuterol en las muestras de musculo, existiendo diferencias
significativas p<0,05, con respecto al grupo tratado (225,077+0,23
pg/kg).

Cambios estructurales

En los animales del grupo control se observo una estructura muscular
normal, mientras que en el grupo de estudio que fue expuesto, si
aparecieron modificaciones en su estructura. En todos los animales
tratados se observd un pleomorfismo fibrilar muy marcado con una
disminucion evidente del tejido graso, y pérdida de tejido conectivo
endomisial. En el marcado pleomorfismo destacd una importante
hipertrofia fibrilar (Figura 1A-B), existiendo ademas algunas fibras
de tamafio mas pequefio.
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Figura 1. Microfotografia de microscopia optica de las fibras
musculares del grupo de minipig tratado con 1mg/kg de clenbuterol
(hematoxilina-eosina, barra=20 pm.). A-B. Detalle donde se observa
el musculo con un marcado pleomorfismo fibrilar, hipertrofia y
abundante edema. C. Fibras musculares con degeneraciones en huella
dactilar y Zenkeriana. D. Destaca la centralizacion de los nicleos de
las fibras musculares.

Se observaron alteraciones del nucleo, si bien las fibras musculares
son multinucleadas y de disposicion periférica, en los animales
tratados aument6 sensiblemente el numero de sus nucleos y ademas
gran cantidad de estos componentes se “centralizaron” (Figura 1B-
D), disponiéndose hacia el centro del sarcoplasma. La hipertrofia
celular (Figura 1A) tanto en cortes transversales como longitudinales,
mostr6 un aumento muy marcado del sarcoplasma y las miofibrillas.
El material contractil perdio su distribucion longitudinal, alterandose
gravemente debido a la pérdida de la relacion contenido-continente.
Destaco un aumento desmesurado de las miofibrillas (Figura 1A-B)
que aunque mantuvo su disposicion inicial, en gran nimero de casos
este aumento miofibrilar no fue acompanado de distensiones del
sarcolema, cambiando la distribucion de las miofibrillas,
disponiéndose las bandas del material contractil a modo de estratos
concéntricos, denominandose degeneracion en “huella dactilar”
(Figura 1C). Dentro de la hipertrofia fibrilar se desarrollaron unos
canales internos a los que se les adosaron los nucleos, denominandose
“canalizacion de las fibras™.

Estudios histoenzimologicos

Las fibras se disponen a modo de un mosaico en donde las fibras tipo
I'se asocian en un numero reducido, de dos a cuatro y se disponen en el
centro de una de las piezas del mosaico, en tanto que las fibras tipo Ila,
que son mas abundantes, rodean de forma homogénea a las fibras
anteriores, y todo ello esta finalmente envuelto por las fibras tipo IIb
que son muy numerosas y de gran tamario.

Tras realizar las técnicas histoenzimologicos para determinar la
actividad de la mATPasa (Figura 2B), hemos clasificado las fibras
musculares observadas en las distintas incubaciones (Tabla 2).
Ademas los animales tratados con clenbuterol (Figura 2D, 2F),
aparecen fibras de tincion inespecifica que se catalogaron como
fibras alteradas.

Tabla 2. Clasificacion de las fibras musculares de los animales
control y en el grupo de exposicion (CLB), mediante la técnica de
deteccion de la actividad de la enzima mATPasa.

Grupo control

Tipo de fibras Tipo de tincién ’ Actividad mATPasa

Preincubaciones alcalinas a pH 10,3-10,4

Tipo 1 Intensa oscura Alcalino-estable

Tipo Ila Moderada o intermedia Alcalino-estable

Tipo IIb clara Alcalino-1abil
Preincubaciones dcidas a pH 4,6

Tipo I Intensa oscura Acido-estable

Tipo ITa Moderada o intermedia Acido-estable

Tipo IIb Clara Acido-1abil
Preincubaciones dcidas a pH 4,3

Tipo I [ Intensa oscura [ Acido-estable

Tipo Ila | Clara | Acido-labil

Grupo CLB
Tipo de fibras Tipo de tincién Actividad mATPasa

Preincubaciones alcalinas pH 10,3
Tipo I Intensa oscura Alcalino-estable

Tipo Ila Moderada o intermedia Alcalino-estable
Tipo IIb Clara Alcalino-1abil
Fibras alteradas Inespecifica

Preincubaciones acidas a pH 4,6
Tipo I Intensa oscura Acido-estable
Tipo ITa Moderada o intermedia Acido-estable
Tipo IIb Clara Acido-1abil
Fibras alteradas Inespecifica

Preincubaciones dcidas a pH 4,3
Tipo I Intensa oscura Acido-estable
Tipo IIb Clara Acido-1abil
Fibras alteradas Inespecifica
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Con la técnica NADH-TR se detectdé que la capacidad oxidativa
observada en los tres tipos de fibras fue bastante elevada,
demostrandose por el grado de intensidad tintorial que presentaron.
Aparecieron fibras tefiidas intensamente o de alta actividad oxidativa,
fibras de tincion moderada o intermedia de moderada capacidad
oxidativa, y fibras con baja tincién o escasa actividad oxidativa
(Figura2A-C).

Figura 2. Microfotografia de inmunohistoquimica de las fibras
musculares de minipig (grupo control, A-B y grupo tratado con
clenbuterol 1 mg/kg C-D, barra = 20 pm). A. Técnica NADH-TR.
Detalle de la distribucion de las fibras por su capacidad oxidativa. B.
Técnica mATPasa 4cida, identificacion de la disposicion de las fibras
a modo de rosetas. C. Técnica NADH-TR. Destaca la pérdida de la
capacidad oxidativa de las fibras. D. Técnica mATPasa acida. Pérdida
de la distribucion en mosaico de las fibras y aumento de los
componentes patologicos.

Cambios ultraestructurales

Al estudio ultraestructural los animales del grupo control presentaron
una imagen aparentemente normal; mientras que en los animales
tratados, la alteracion que defini6 la accion del clenbuterol sobre las
fibras musculares estriadas fue la hipertrofia celular (Figura 3B,E-F),
con nticleos frecuentemente centralizados. Los componentes que mas
destacaron fueron las miofibrillas, que se presentaron de dos formas:
manteniendo el ordenamiento de las estrias transversales, con las
bandas “A” e “I” coordinadas; y mostrando una desorganizacion
entre si de las diferentes miofibrillas. El aumento de los componentes
contractiles desequilibro la relacion entre el continente y el contenido
apareciendo repliegues de las miofibrillas. Estas alteraciones fueron:
unifibrilar, disponiéndose a modo de anillo envolvente con un cambio
en el sentido de la contraccion, denominada “degeneracion en
anillo”; y multifibrilar, cambiando en su totalidad el sentido de su
disposicion y distribuyéndose a modo de estratos concéntricos,
denominandose “degeneracion en huella dactilar” (Figura 3A).

Junto al aumento de las miofibrillas aparecié un aumento de
mitocondrias que perdieron su relacion con las estrias de las
miofibrillas y se dispusieron en grandes acumulos. Otros
componentes alterados fueron el reticulo sarcoplasmico y los tiibulos
“T” (Figura 3E-F).
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Figura 3. Microfotografia de microscopia electronica de las fibras
musculares del grupo de minipig tratado con 1 mg/kg de clenbuterol,
barra = 10 um. A. Disposicion de las bandas en estratificaciones
concéntricas o “degeneracion en huella dactilar”. B. Detalle de una
miofibrolisis. C. Hipertrofia de los miofilamentos. D.
Desorganizacion de los componentes membranosos y miofibrilares.
E. Detalle de una hipertrofia de fibras por aumento y desorganizacion
de las miofibrillas. F. Presencia de liquidos en el sarcoplasma.

Discusion

El uso del clenbuterol como anabolizante produce una hipertrofia de
caracter reversible sobre las fibras musculares [16], lo que obliga,
para obtener beneficios zootécnicos, a un tratamiento continuado
hasta el momento del sacrificio. Basandonos en los trabajos de otros
autores [17], en este estudio hemos escogido el musculo longissimus
lumbaris, al ser uno de los que mas se hipertrofian por la accion del
clenbuterol.

Al objeto de obtener unos efectos subclinicos, la dosis elegida, fue
similar a la que habitualmente y de forma fraudulenta se ha empleado
para el engorde del ganado, coincidiendo esta dosis con la utilizada en
otros trabajos por diversos autores previamente en la misma especie
[18,19], e incluso siendo esta mayor a la utilizada por otros autores
[11,20].

El clenbuterol administrado se acumula en el musculo. Esto coincide
con los resultados de otros autores en los que demuestran como se
produce un acumulo del clenbuterol, en el musculo, aunque en
pequefias proporciones, y muestran como disminuye la
concentracion de éste rapidamente en los dias posteriores al
tratamiento llegando incluso ano ser detectables [19-21].

En nuestra experiencia hemos usado diferentes parametros para su
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estudio, como han sido fundamentalmente técnicas
histoenzimolégicas y los aspectos morfologicos usuales al
microscopio Opticoy electronico.

Hemos observado una morfologia de las fibras musculares a modo de
mosaico que corresponde a una estructura normal y caracteristica del
cerdo y que se diferencia de otras especies. Donde las zonas centrales
estan ocupadas por varias fibras de tipo I, rodeadas a su vez por fibras
del tipo Ila y en la zona mas externa se localizan en las fibras tipo IIb.
Las técnicas que revelan la actividad de la mATPasa en secciones
transversales de musculo esquelético constituyen una herramienta
muy eficaz a la hora de identificar los principales tipos de fibras [22].
Clasicamente en los musculos de los miembros y del dorso se han
diferenciado tres tipos de miocitos, denominados cominmente como
fibras tipo I, Ila, ITb, y como describen otros autores [23] un cuarto
tipo llamado IIx, por lo que hemos utilizado dicha metodologia para
la clasificacion de los tipos de fibras. Desde el punto de visto
zootécnico al aplicar las técnicas mATPasa [24] sobre las secciones
transversales seriadas hemos comprobado que existen tres tipos de
fibras principales: una de ellas corresponde con la clasica fibra de
contraccion lenta tipo I, mientras que las otras dos restantes son tipos
o subtipos de fibras rapidas II. Dicha identificacion ha sido mas clara
utilizando las preincubaciones a pH 10,3-10,4, como ya sefialaran
otros autores [25], pues a preincubaciones acidas a pH 4,6 la
diferenciacion ha resultado compleja, como ya habian indicado
previamente [26]. Hemos denominado a estos subtipos como fibras
[Tay IIb ya que no podemos hacerlas corresponder con las tipos [IA'y
IIX, descritas previamente [24]. Segun los criterios indicados por
diferentes autores [15,24,25], las fibras tipo Ila deberian
corresponder con las fibras tipo IIA, mientras que las del tipo
[Talcalino-moderadas se corresponderian con las del tipo IIb propias
del cerdo; sin embargo, en las preincubaciones acidas a pH 4.6, el
comportamiento tintorial de estos tipos de fibras es inverso a lo que
sucede en la musculatura de los cerdos, esto podria obedecer a la
presencia en las mismas de un tipo de cadena pesada de miosina
(MHC) especial, diferente a las MHCIlay MHClIp.

En los estudios histoenzimolodgicos, en el grupo dosificado con
clenbuterol (CLB) se identificaron los tres grupos de fibras
estudiados en el grupo control (GC), como son las fibras tipo I y los
subtipos Ila y IIb, aunque también se identifico un cuarto tipo de fibra
que apenas mostrd reaccion, y en caso de presentarla, ésta fue
inespecifica y correspondio a un grupo de fibras muy alteradas en el
musculo estudiado. Los procesos de hipertrofia fibrilar fueron
manifiestos y se presentaron en todas los tipos de fibras, aunque de
manera acentuada en las del tipo inespecifico [10].

LatécnicaNADH-TR reveld el potencial o capacidad oxidativa de las
fibras, demostrando una gran variedad o diversidad fibrilar. Aunque
las fibras de tipo [ ofrecieron una capacidad oxidativa alta y uniforme,
las fibras tipo II mostraron mayores variaciones en la intensidad
tintorial alta, moderada y baja, dependiendo del lugar donde se
ubicaran. El grado de intensidad tintorial ofrecido por las fibras esta
relacionado con el nimero y tamafio de mitocondrias que contienen,
lo que ha servido para establecer una clasificacion fibrilar [27].
Hemos encontrado en el grupo CLB una disminucion evidente de la
capacidad oxidativa de todos los tipos de fibras detectadas, y
coincidiendo con otros autores esto se corresponde con un claro
aumento del tamafio de las fibras [28].

A todos los subtipos de fibras I y II del GC se les ha detectado una
ultraestructura similar en todas las fibras, si bien existen algunas
diferencias por la localizacion y, mayor o menor nimero de
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mitocondrias, siendo el componente contractil de las fibras similar al
descrito en la bibliografia [29]. En las descripciones realizadas, tanto
en el campo histoenzimoldgico como ultraestructural, hemos
apreciado que una de las diferencias mas importantes entre el GC y el
CLB, es la existencia en este Gltimo de agrupamientos de fibras que
hemos denominado alteradas, y se definen por una pérdida en la
homogeneidad de las reacciones histoenzimoldgicas, junto a
importantes modificaciones de sus componentes basicos [10, 30].

La hipertrofia de las fibras musculares por la accion de los f3-
agonistas se debe principalmente a un aumento del material contractil
[31]. Este fenomeno se pudo detectar al microscopio optico por el
aumento del tamafio de las fibras, pero sin duda alguna como mejor se
apreci6 fue al microscopio electronico. Las miofibrillas se
presentaron en numero mayor, y este aumento mostré graves
alteraciones [32]; estas miofibrillas aparecieron adelgazadas,
mostrando una disposicion longitudinal irregular, y a veces
localizadas en las zonas periféricas cambiando incluso el sentido de
su distribucion y formando la degeneracion en anillo de las fibras
musculares hipertroficas, observandose finalmente una
desorganizacion total del material contractil de las fibras
hipertroéficas. Coincidiendo con estudios previos [33], la actividad de
sintesis del clenbuterol sobre diversos tipos de fibras musculares, en
algunas ocasiones estuvo exacerbada, perdiéndose la relacion de
continente y contenido. El niimero de las miofibrillas aumento
rapidamente originando unas reorganizaciones secundarias que
modificaron profundamente la forma de las fibras musculares. Asi, se
observaron imagenes en las que las miofibrillas se dispusieron en
arcadas, formandose las degeneraciones en huellas dactilares,
pudiendo llegar incluso a mostrar canalizaciones del citoplasma [30].
La hipertrofia que se produce en las fibras por la accion del
clenbuterol afectd al resto de sus componentes, destacandose una
centralizacion de los ntcleos [34]. Desde el punto de vista funcional,
coincidiendo con otros autores [35], hemos observado una
desorganizacion de los tubulos “T” y del reticulo sarcoplasmico, lo
que afectara a la contraccion del musculo al presentar problemas la
liberacion de los iones de Ca”"y, por lo tanto, reaccionando de forma
incompleta la actina sobre la miosina [9].

En conclusion, el estudio de distintos biomarcadores
histopatologicos e inmunohistoquimicos de las fibras musculares tras
la exposicion de los animales al clenbuterol, indica la presencia de
una hipertrofia muscular, miofibrolisis y degeneracion zenkeriana,
observadas tanto en el estudio estructural como ultraestructural.
Mediante las técnicas inmunohistoquimicas se identificé un tipo de
fibra denominada alterada en el grupo tratado que no aparecia en el
grupo control. Por todo ello podemos confirmar que el musculo
longissimus lumbaris resulta una buena matriz para la investigacion
de la exposicion a largo plazo a este compuesto en cerdos.
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Abstract: The use of anticoagulant rodenticides is the most common
method to control rodent plagues. Due to their physicochemical
characteristics and particular mechanism of action, the application of
these compounds in rural areas can pose a risk of secondary poisoning
for their predators. In order to evaluate the risk of these compounds
for wildlife, especially raptors that feed on rodents, biomonitoring
programmes are undertaken. A fast, easy and low cost technique was
needed to analyse small volumes of blood samples. Therefore, three
different modifications of QUEChERS methodology have been
compared, and one of them selected to detect and quantify these
compounds. The process prior to analysis of the extracts involves two
simple steps: the sample is extracted and partitioned using an organic
solvent and salt solution. The supernatant is then cleaned using a
dispersive solid phase extraction (dSPE) technique. Detection and
quantification of the anticoagulant rodenticides were performed by
LC-MSMS on an Agilent 1100 VL Series ESI/LC/MSD, with an
electrospray ionisation (ESI) source and ion trap analyser. The
method finally chosen provides a 72-134% recoveries for the seven
rodenticides (warfarin, coumatetralyl, brodifacoum, bromadiolone,
difenacoum, chlorophacinone, diphacinone), higher than in other
methods to analyse similar compounds. Sensitivity of our method is
also higher than in other methods. In order to prove the utility of the
technique, a total of 50 blood samples of free-living Eagle owls (Bubo
bubo) were analysed.

Key words: Anticoagulant rodenticides, blood, quechers,
biomonitoring

Resumen: Adaptacion del método QUEChERS para el analisis de
rodenticidas anticoagulantes en pequeiios volimenes de sangre.
El uso de rodenticidas anticoagulantes es el método mas
frecuentemente utilizado para el control de plagas de roedores.
Debido a sus caracteristicas fisico-quimicas y particular mecanismo
de accion, la utilizacion de estos compuestos en zonas rurales puede
suponer un riesgo de intoxicacion secundaria de sus depredadores.
Para evaluar el riesgo a estos compuestos para la fauna silvestre,
especialmente en aves rapaces que se alimentan de roedores, se llevan
a cabo los programas de biomonitorizaciéon. Se ha desarrollado un
método rapido, facil y econdmico que permita el analisis de pequeiios
volimenes de muestra de sangre. En el presente trabajo se han
comparado tres diferentes modificaciones de la metodologia
“QuEChERS”, y posteriormente uno de ellos fue elegido para la
deteccion y cuantificacion de estos compuestos. El proceso previo al
analisis de los extractos incluye dos pasos sencillos: La muestra es
extraida usando un solvente organico y una solucion salina vy,
posteriormente, el sobrenadante es purificado usando una técnica de
extraccion en fase solida dispersiva. La deteccion y cuantificacion de

*e-mail: ajgf/um.es

los rodenticidas anticoagulantes se realiz6 por cromatografia liquida
acoplada a un detector de masas Agilent 1100 VL con trampa de iones
y fuente de electrospray para ionizacién. La técnica finalmente
elegida permite una recuperacion entre 72-134% para los siete
rodenticidas objeto de estudio (warfarina, cumatetralilo, difenacoum,
clorofacinona, brodifacoum, bromadiolona, difacinona), la cual es
superior a la obtenida con otras técnicas que analizan compuestos
similares. Ademas, la sensibilidad de esta técnica es mayor a la que
ofrecen otras técnicas. Con el fin de comprobar la utilidad de la
técnica validada, se analizaron un total de 50 muestras de sangre de
buho real (Bubo bubo) capturados en su habitat natural.

Palabras clave: Rodenticidas anticoagulantes, sangre, quechers,
biomonitorizacion

Introduction

Rodent infestations have posed serious economic and sanitary
problems for the humanity during centuries. Nowadays it still
constitutes an issue of concern, especially for the agriculture, due to
the economical damages to crops. Because physiology and ethology
of rodents complicate their eradication, the use of chemical
compounds have become necessary, being anticoagulant rodenticides
(ARs), such as warfarin, coumatetralyl, difenacoum, brodifacoum,
bromadiolone and difacinone, the most commonly used [1].

The mechanism of action of these compounds is based on the
inhibition of vitamin K epoxide reductase, which results in a lack of
active vitamin K and a disruption in the activation of blood clotting
factors (11, VII, IX and X) [2,3]. Due to the plasma clotting factors
half life, a lag time between the ingestion of anticoagulants and the
onset of clinical signs exists [4]. As soon as circulating clotting
factors are lost by normal attrition, fatal haemorrhages may happen
[5]. On the other hand, poisoned animals can suffer somnolence,
weakness, pale mucosa, decreased or lacking appetite, decreased
locomotion and perception and rapid and easy exhaustion [6]. As a
consequence, these individuals are more susceptible to be predated or
suffer accidents [5]. In addition, sublethal levels of rodenticides may
persist up to a year in the body [8], and repeated low-dose exposure
can lead to accumulation and fatal haemorrhages [5]. This high
persistence in the body implies a higher risk of secondary poisoning
in predators, especially in birds like owls that mainly prey on rodents
[5,7,9]. In fact, several cases of secondary poisoning have been
documented in different raptor species [10-15]. In the case of birds
inhabiting rural areas, this risk can even be higher [16]. The
assessment of toxic exposure in wildlife is carried out through
monitoring studies, best using non-destructive samples such as blood.
In the case of birds, the small sampling volume is a limiting factor in
most species, since only a 10% of the total blood volume in body is
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usually collected. Hence, analytical methods that use the less sample
volume as possible are needed.

An increasing number of techniques to analyse anticoagulant
rodenticides in small samples of animal tissues have been developed
[9,14-18]. However, they usually consist in extractions using organic
solvents and purifications by solid phase extraction columns, which
can sometimes be both expensive and time-consuming, due to the
large volumes of solvent for activation of the columns, washing of the
sample, and elution of the analytes [19]. Because an appropriate clean
up of samples is essential prior chromatographic analyses, special
care should be taken in order to obtain the best accuracy but the less
matrix effect as possible. In this sense, methods like QUEChERS
(short name for quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe) have
been successful in the analyses of several compounds, including
anticoagulant rodenticides in animal tissues [19]. Regarding
instrumentals, ultraviolet spectrometer or fluorescence detectors
coupled to HPLC have been used to detect anticoagulant rodenticides
[9,11,18]. However, since mass spectrometer detectors have proved
higher sensitivity, the use of HPLC-UV may have markedly under-
estimated the true scale of exposure of other non-target species to
anticoagulant rodenticides [20].

As mentioned above, wildlife biomonitoring studies using bird
samples demand for the use of very small sample amounts but
sufficient to detect very low levels of contaminants. This implies the
improvement of analytical techniques in order to become the most
sensitive as possible. According to this, and based on existing
QuEChERS method to analyse trace levels of pesticides in food [21],
slight modifications were made to reduce solvent, sample amount and
reagents

Material and methods
Biological samples

Whole blood samples were obtained from healthy dogs kept in the
Murcia City's Municipal Zoonosis Control Centre. Blood was taken
by puncturing the jugular vein with a 23G needle and a 10 ml syringe,
using heparin (Analema, Vorquimica S.L.) as anticoagulant. In order
to prove the applicability of the validated technique, a total of 50
blood samples from free-ranging Eagle owls (Bubo bubo) (9 adults
and 41 one month-old nestlings) were analysed. These samples were
obtained by puncturing brachial vein with a 23G needle and a 5 ml
syringe, using heparin as anticoagulant. Samples were immediately
taken to the laboratory under refrigerated conditions and frozen to -
40°C until processing.

Sample preparation

The method used is a modification of the technique described by
Anastassiades et al. [21], based on dispersive solid phase extraction
(dSPE), commonly known as QUEChERS.

About 2 ml of sample (spiked dog blood or eagle owl blood) were
mixed with 2 ml of solvent (according to method; table 1). The mix
was shaken vigorously with a vortex for about a minute and a
combination of salts (1.33 g magnesium sulphate, 0.33 g sodium
chloride, 0.17 g sodium citrate dibasic sesquihydrate and 0.33 g
sodium citrate tribasic dehydrate) was then added. Tubes were again
vigorously shaken with vortex. This mix separates the liquid phase
and stabilizes the analytes. The tubes were centrifuged at 3000 rpm
for 5 minutes with a centrifuge Sanyo® MSE MISTRAL 2000 R and
frozen at -4°C for 1 hour. The supernatant was then transferred to

another tube and mixed with a mix of 300 mg magnesium sulfate, 50
mg PSA y 50 mg DSC-18. The tube was shaken similarly to the first
step and then centrifuged again at 3000 rpm for 5 minutes. The
supernatant was evaporated until dryness and redisolved in 1ml
solvent (according to method; table 1) acidified with 10 pl of formic
acid 5% in acetonitrile.

Table 1. Solvents and volumes used for extraction and purification of
anticoagulant rodenticides using three versions of a modified
QuEChERS methodology.

SOLVENTS USED
Sample First step extraction | Final redisolution prior to analysis
Method A 2 ml blood 2 ml Methanol 1 ml Methanol
Method B 2 ml blood 2 ml Acetonitrile 1 ml Acetonitrile
Method C 2 ml blood 2 ml Acetonitrile 1 ml Methanol

Chemicals and standards

Rodenticide reference standard chlorophacinone (96%) was obtained
from Dr. Ehrenstorfer GmbH (Germany) while warfarin (98%),
difenacoum (98.7%), coumatetralyl (99.5%), diphacinone (99%),
brodifacoum (99.8%) and bromadiolone (98.8%) were purchased
from Sigma-Aldrich (USA). Acetonitrile and methanol were
obtained from Lab-Scan® (Poland) and formic acid from Probus”
(Spain). All these solvents and reagents were of residue quality
(>99.9% purity). Magnesium sulfate, sodium chloride, sodium citrate
dibasic sesquihydrate, sodium citrate tribasic dihydrate, PSA bonded
silica (supelclean PSA: Polymerically bonded, ethylenediamine-N-
propyl phase that contains both primary and secondary amines) and
C18 (Discovery DSC-18: octadecylsilane 18% C) were purchased
from Supelco® (USA).

Stock solutions of 1.0 mg/ml of the standard compounds were
prepared by dissolving 10.0 mg of each compound in 10 ml of
methanol. A standard mix containing all the rodenticides was made at
1000 pg/ml by mixing a portion of stock solution of each compound
with an appropriate amount of HPLC grade methanol. This mix was
used to spike the dog blood samples.

Instruments and conditions

Detection and quantification of the anticoagulant rodenticides were
performed on an Agilent 1100 Series ESI/LC/MSD ion Trap VL,
consisting of a non-line solvent degasser, binary pump, autosampler
and column temperature module, with an electrospray ionisation
(ESI) source and ion trap analyser, all controlled with the HP
Chemstation software (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA).
The separation was performed on a Waters Sunfire C8 column of
150mm x 4.6 and 5 um particle size. Column was held at a constant
temperature of 25°C. The mobile phase was water with ammonium
acetate 20 mM (A) and methanol with ammonium acetate 20 mM (B)
at a flow rate of 0.8 ml/min and a gradient where at t=0 min, 50% B
and at t=22 min 95% B. The electrospray interface was set in negative
ionization mode, selecting the precursor ions and introducing helium
gas into the trap to induce collision. Throughout all the measurements
the analytes were detected in multiple reaction monitoring (MRM)
mode. Detection parameters are described in table 2.

Limit of detection (LOD) and quatification (LOQ) were defined as
the lowest concentration detected and quantified under the
established conditions for which the method was validated. LOD and
LOQ were 5ppb for all the compounds except for difenacoum which
was 1 ppb.
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Table 2. Data acquisition parameters for seven anticoagulant
rodenticides in multiple reaction monitoring (MRM) analysed by LC-
MSMS with an electrospray ionisation (ESI) source and ion trap

analyser.

Rodenticide Precursor jon (m/z) Product ion (m/z) Retention time (min)
Warfarin 307.0 160.7; 249.7 6.5-6.6
Coumatetralyl 291.0 246.8; 140.7; 7.8-7.9
Diphacinone 340.0 145.8;167.8; 11.1
Chlorophacinone 373.0 200.7; 144.7 14.2-14.3
Bromadiolone 526.0 464.9. 360.6; 508.7 16.3
Difenacoum 443.0 292.9; 398.9; 442.9; 186.8 17.2
Brodifacoum 522.0 520.9:476.8; 186.8 19.2
Statistical analyses

Statistical analysis of the data was performed using SPSS v15.0
statistical software (SPSS Inc., 1989-1999).

Results and discussion
Extraction optimization

Three analytical methods were compared in order to improve
accuracy and precision of the analyses of anticoagulant rodenticides
(Table 1). These methods are based on the dispersive solid phase
extraction (dSPE), commonly known as QUEChERS described by
Anestessiades etal [21].

Method validation

The objective of the validation of an analytical method is to provide
evidence that a method is fit for the purpose for which it is to be used,
by being tested for accuracy and precision [22]. These parameters
were studied for each of the methods, in order to select the best for the
analyses of rodenticides.

Accuracy

Accuracy of the method was assessed by studying the recovery of
rodenticides in dog blood samples spiked with a mix of the
compounds of interest (warfarin, coumatetralyl, brodifacoum,
bromadiolone, difenacoum, chlorophacinone, diphacinone). Dog
blood samples were analysed as blank in quintuplicate in order to
ensure that they were free from rodenticides and to test matrix effect.
Recoveries of rodenticides were tested using five replicates of spiked
blood samples at three levels (20, 40 y 80 ppb). The extraction
recoveries were determined by comparing peak heights obtained
from extracted spiked samples with peak heights obtained in the
working standard solutions. The method that provided the best
recovery frequency was chosen. This frequency was calculated as
follows: Recovery (%) = (Cm/Cp) x100, where Cm is the
concentration of each compound in the sample and Cp is the
concentration of each compound in the standard solution.

Linearity

Linearity of an analytical method is the ability to elicit test results that
are directly proportional to the concentration of analytes in samples
within a given range. The range and number of levels of fortification
are highly related to the applicability of the method. In this case,
linearity was calculated using a blank sample as 0 and five replicates
of spiked blood samples with the mix of 7 rodenticides at three levels
(20,40y 80 ppb).

Linear regression of data to a calibration curve was performed using
the method ofleast squares. The acceptance criterion for linearity was
acorrelation coefficientr= 0.9.
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Precision

Precision of a method can be defined by repeatability and
reproducibility tests. Repeatability is used to prove the ability to
provide similar results when the technique is repeated in the same
sample, by the same operator. The acceptance criteria is based on the
relative standard deviation (RSD), which is calculated analysing five
replicates of spiked blood samples with the mix of 7 rodenticides at
three levels (20, 40 y 80 ppb). This is calculated as follows: RSD (%)
= (SD/Xm)x100 where SD is the standard deviation of the whole
series of measurements, whose mean is Xm. The acceptance criterion

for repeatability was RDS <20%.

Reproducibility proves the ability to provide similar results when the
technique is repeated in the same sample but by different operators or
different laboratories. To validate reproducibility of our technique, 5
aliquots of the same sample of dog spiked blood (40 ppb) were
analysed by different analysts and different days. Reproducibility

acceptance criterion was RDS <20%.
Method development

As mention above, accuracy or recovery is assessed using spiked
samples. Mean recoveries for each of the methods evaluated are
presented in table 3. Although recoveries for method B could be
considered acceptable for most of the compounds analysed (57-
97%), method C was definitely chosen because it provided the
maximum recovery values. Range of mean recoveries for method C
was 72-134% for all the 7 anticoagulant rodenticides (Table 3). A
representative chromatogram of spiked blood samples is shown in
Figure 1.

Table 3. Accuracy, linearity and precision of seven anticoagulant
rodenticides from spiked blood samples analysed by LC-MSMS with
an electrospray ionisation (ESI) source andion trap analyser.

Mean recovery data (%)* Method C validation
Rodenticide Method A | Method B | Method C | Linearity Ccv Ccv
R) Repeatibility Reproducibility

%) %)**

Warfarin 60.04 88.74 104.06 0.96 11.04 7.95
Coumatetralyl 50.50 56.94 134.54 0.95 9.20 8.00
Diphacinone 28.94 44.58 74.15 0.99 32.33 37.55
Chlorophacinone 39.87 74.36 86.26 0.97 10.24 11.87
Bromadiolone 28.07 96.95 128.79 0.90 14.60 12.01
Difenacoum 43.38 85.80 93.45 0.97 5.84 10.51
Brodifacoum 29.67 61.92 72.59 0.93 7.56 5.07

R= Correlation cocfficient, RSD=Relative standard deviation, in %. *Average recovery for three spiking
levels. ¥*Average of [ive measurements at one spiking level.

pphacinone

Intens.-

Chlorf
)

~Warfarin
~Diphacinone

2000

—=nCoumatetralyl

oDifenacoum

A\

K‘~‘Brc»difacoum

* %)bﬁromadiolone

&

A YO
18 20 Tima [min]

[E=—TiC +All. Smoothed (40,1, GA) ]

2 4 6 8

5
5

Fig.1 Chromatogram of a spiked dog blood sample analysed by LC-
MSMS with an electrospray ionisation (ESI) source and ion trap
analyser using the extraction method C (2 ml acetonitrile and 1 ml
methanol).
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Regarding linearity, a good correlation between concentrations of
rodenticides/area of chromatographic peak was found for each
compound, since correlation coefficients were above 0.95 with the
only exception of bromadiolone (r=0.90) and brodifacoum (r=0.93).

RSD of repeatability and reproducibility indicated a good precision
of the method, as they were lower than 15%, lower values than the
threshold of 20% that had been set to accept the validation of the
analytical method. The only exception was difacinone, whose RSD of
repeatability and reproducibility were 32% and 38%, respectively.

Mean recoveries for other methods described to analyse
anticoagulant rodenticides in animal samples range between 52-70%
[9, 15, 18, 19], which were lower than the values obtained in our
technique. On the other hand, also our detection limits are in general
lower than in those techniques, were the lowest was 2 ppb for the
same group of compounds as we analysed [15, 17].

While this is not the first modification of a Quechers method to
analyse anticoagulant rodentices in blood [19], a better accuracy and
sensitivity has been obtained, since their lowest LOD was 10 ppb and
recoveries ranged between 68-97% [19]. In addition, the validation of
our method has reduced both the use of solvents and reagents and the
time required for the analyses. This implies a great advantage in order
to reduce laboratory expenses and to optimize laboratory work.

Applicability of the technique

Eagle owl blood samples from free-ranging animals were analysed to
assess their exposure to anticoagulant rodenticides. However, any
compound could be detected in any sample. This could be due to the
toxicokinetics of these compounds: after ingestion of contaminated
prey items, concentrations of anticoagulants in blood usually persist
only a few days and are rapidly transported and accumulated in liver,
where they may persistup to a year [8].

Conclusions

The technique herein described can be considered acceptable as a
method for the analyses of residues of multiple anticoagulant
rodenticides in whole blood samples. The fact that a small sample
amount (2 ml) can be used is especially of interest in the case of
biomonitoring programs, particularly in raptors that mainly prey on
rodents.
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Resumen: Se determind la presencia de residuos de rodenticidas
anticoagulantes por cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas de triple cuadrupolo en el higado de 61 aves
rapaces muertas provenientes del Centro de Recuperacion de Fauna
Silvestre de Tafira (Gran Canaria), pertenecientes a 5 especies de las
11 presentes en el archipi¢lago canario. Se encontraron residuos en 42
animales (69%) si bien en solo 1 de ellos se consider6 la intoxicacion
por rodenticidas como causa primaria de muerte, segun los datos
clinicos, analiticos y de necropsia. De las rapaces estudiadas, fueron
las especies Tyto alba 'y Accipiter nisus las que mas frecuentemente
presentaron residuos de anticoagulantes (85% y 89%
respectivamente). Se detectaron residuos de 5 anticoagulantes, todos
ellos de segunda generacion, siendo la bromadiolona las mas
frecuentemente detectada, seguida del brodifacoum y del
difenacoum. Un elevado ntimero de las muestras positivas (63%)
presentd mas de un residuo de anticoagulantes en su higado,
habiéndose encontrado mezclas de hasta 4 productos diferentes.
Llamé la atencion que la mayoria de los animales que ingresaron en el
centro de recuperacion por politraumatismo por colision presentaba
residuos de uno o varios anticoagulantes, asi como que rapaces que se
alimentan principalmente de pajaros también presentaron
frecuentemente residuos de estos compuestos. Los resultados de este
estudio sugieren que el elevado uso de rodenticidas anticoagulantes
en el medio natural implica su incorporacion a la cadena trofica,
viéndose afectadas especies de fauna silvestre en las que estos
productos podrian producir efectos adversos. Esto implica que la
aplicacion de rodenticidas anticoagulantes en espacios abiertos
supone una amenaza para el estado de conservacion de la
biodiversidad de las Islas Canarias.

Palabras clave: Rodenticidas anticoagulantes, aves rapaces, Islas
Canarias, higado, residuos de pesticidas

Abstract: Presence of anticoagulant rodenticide residues in five
predatory birds species of the Canary Islands, 2002-2011.
Anticoagulant rodenticide (AR) levels were studied in liver of 61
dead raptors of five of the eleven species of the Canary Islands. The
animals were delivered to our laboratory from the Centro de
Recuperacion de Fauna Silvestre de Tafira (Gran Canaria).
Anticoagulant residues were detected in 42 (69%) of the studied
animals, but only 1 may have died by AR poisoning according to the
clinical information, necropsy findings and toxicological analysis. Of
the studied raptors 7yto alba and Accipiter nisus were the species with
more frequency and higher levels of anticoagulants (85% and 89%).
Residues of 5 anticoagulants were detected, all of them of second
generation, being the most frequently detected bromadiolone,
brodifacoum and difenacoum. A large number of samples (63%)

*e-mail: operez/dcc.ulpgce.es

presented more than one residue of anticoagulants in their livers, and
we have found as much as 4 different residues in one animal. It was
remarkable that most of the animals that had suffered polytraumatism
by collision presented residues of anticoagulants, and that species
such as the hawk that mainly eat birds frequently presented
anticoagulant residues. The results of this study suggest that the high
use of anticoagulant rodenticides in the natural environment involves
their incorporation into the food chain, and this can affect wildlife
species in which these products may cause side effects. This means
that the application of anticoagulant rodenticides in open spaces
poses a threat to the conservation status of biodiversity in the Canary
Islands.

Key words: Anticoagulant rodenticides, predatory birds, Canary
Islands, liver, pesticide residues

Introduccion

Las poblaciones de roedores siguen siendo para el sector agricola una
de las principales causas que ain hoy en dia da lugar a cuantiosas
pérdidas econdmicas, no solo en las cosechas antes de su recogida
sino durante el almacenamiento de las mismas [1]. Estas poblaciones
también son punto de mira de Salud Publica, ya que aparte de causar
dafios materiales, es bien conocida su capacidad para transmitir
enfermedades causantes de zoonosis a las personas como es el caso de
laleptospirosis o la peste [2-4].

Uno de los métodos preferidos y ampliamente utilizado para su
control desde afios atras son los rodenticidas anticoagulantes que
provocan en ellos una muerte por hemorragia [5]. Los primeros
rodenticidas anticoagulantes en utilizarse fueron aquellos conocidos
como anticoagulantes de primera generacion y su utilizacion parte de
los afios 40. Debido a una continua exposicion de los roedores a estos
productos y a suamplio uso empezaron a aparecer resistencias frente
a lo cual se desarrollaron nuevas formulas quimicas. Asi sobre los
aflos 70 aparecieron los nuevos rodenticidas conocidos como
rodenticidas de segunda generacion o superwarfarinas. Entre estas
nuevas moléculas se encuentran la bromadiolona, el brodifacoum, el
difenacoum, el flocoumafen, la clorofacinona y la difacinona [6-7].
Estos ultimos son mas potentes y de mayor vida media que aquellos
conocidos como de primera generacion y se consideran toxicos tras
una dosis unica [7].

El mecanismo de accion de estas sustancia se centra en inhibir a la
vitamina k epoxido reductasa, propiciando que la vitamina K no se
regenere y por tanto los factores II, VII, IX y X no puedan sufrir la
carboxilacion post-transcripcional necesaria para su activacion. Esto
provoca una alteracion en la coagulacion de la sangre que predispone
alos animales a una muerte por hemorragias [6,7].
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En Canarias, durante los ultimos afios, los Cabildos y Ayuntamientos
han venido colaborando en la lucha contra las plagas de roedores,
mediante la concesion gratuita de productos raticidas a un amplio
numero de agricultores y ganaderos con la finalidad de que su
aplicacion en fincas e instalaciones ejerza un efecto sinérgico frente a
la prevencion llevada a cabo por otras administraciones en parques,
carreteras y demas zonas comunes [8]. No obstante, estos productos,
al no ser aplicados por personal especializado, son colocados en
muchas ocasiones en espacios abiertos sin proteccion, lo que permite
que muchos animales silvestres tengan acceso directo a los mismos
[9]. Ademas hay que tener en cuenta que los roedores después de
haber consumido una dosis letal no enferman ni mueren al instante,
sino que lo hacen a lo largo de los dias. Posteriormente los animales
enferman y van a experimentar un cambio en sus habitos lo que
conlleva a que tengan un comportamiento erratico o estén mas tiempo
en espacios abiertos lo que propicia a que se conviertan en presas mas
faciles para los depredadores [10]. Durante el periodo en que estos
animales se estan alimentando de los cebos pueden llegar a consumir
unas 8-10 veces la DL, de los productos habitualmente utilizados en
las campafias de desratizacion [9]

Todo ello conlleva a una exposicion de muchos animales de vida
silvestre a rodenticidas anticoagulantes, la cual esta ampliamente
documentada [5,11-15]. El patréon normal de alimentacion de las aves
rapaces incluye a muchos de los roedores contra los que van dirigidas
estas sustancias, pero también aves granivoras que en ocasiones han
ingerido accidentalmente los cebos preparados a base de cereal [16].
Como consecuencia de ello, varios estudios constatan la presencia de
residuos de estas sustancias en tejidos de las aves rapaces [12, 16-18],
y se constata que en muchas ocasiones esta exposicion les produce
una intoxicacion secundaria que les puede producir un debilitamiento
oincluso lamuerte [16,17,19].

Las aves rapaces nidificantes en las Islas Canarias pertenecen a siete
especies diurnas y dos nocturnas, con un total de 11 subespecies, de
las que cuatro son endémicas canarias y dos macaronésicas [20]. Las
poblaciones de rapaces del archipié¢lago han sufrido una importante
regresion durante las ultimas décadas y en la actualidad el nivel de
conservacion de las especies es bastante desconocido por falta de
estudios recientes. El proposito de este trabajo es describir el nivel de
contaminacion por rodenticidas anticoagulantes orales de primera
(warfarina y cumatetralilo) y segunda generacion (bromadiolona,
brodifacoum, difenacoum, difetialona, clorofacinona y difacinona)
en 61 animales pertenecientes a cinco de las especies de rapaces
existentes en las Islas Canarias. Ademds se examinaron las
diferencias en los niveles de contaminacion entre especies, isla de
procedencia, patrén diurno/nocturno, condicion corporal y causa de
muerte, ya que se postuld como hipotesis de partida que los niveles de
residuos de anticoagulantes, ain estando en concentraciones
subletales, pueden suponer una amenaza para el estado de
conservacion de alguna de estas especies.

Material y métodos
Toma de muestray datos biométricos

En el presente estudio se han empleado muestras procedentes de 3
especies de rapaces diurnas y 2 nocturnas. Dentro de las especies
diurnas se incluyeron 14 ejemplares de cernicalo (Falco
tinnunculus); 9 ejemplares de gavilan (Accipiter nisus); y 11
ejemplares de halcon tagarote (Falco pelegrinoides). Como especies
nocturnas se estudiaron 14 ejemplares de bttho chico (4sio otus) y 13
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de lechuza (Tyto alba). Todos los animales incluidos en el estudio se
recibieron en el Centro de Recuperacion de Fauna Silvestre de Tafira
(CRFS de Tafira) durante el periodo comprendido entre 2003 y 2011.
Los animales objeto de este estudio han sido incluidos con
independencia del motivo de ingreso en el CRFS de Tafira. Estos
animales, tanto vivos como cadaveres encontrados, se iban
guardando para su posterior estudio y toma de muestras.
Aproximadamente el 50% de las aves ingresaban muertas o fallecian
al dia siguiente de su ingreso en el CRFS de Tafira debido a su mal
estado general o las lesiones sufridas. El resto de los animales
incluidos en este estudio fallecieron durante la estancia en el CRFS.
Todos los cadaveres eran custodiados en el centro para su analisis
posterior.

La muestra empleada en este trabajo ha sido el higado, ya que suele
ser el organo de eleccion para la busqueda de los residuos de
rodenticidas anticoagulantes debido a la alta afinidad y persistencia
que presentan estas sustancias en el tejido hepatico [21,22].Una vez
programada la toma de muestras, se tomaron los datos biométricos:
longitud, envergadura, peso, sexo y edad aproximada y se practicaba
una necropsia reglada durante la cual se valoraba la condicion
corporal y se extraian los higados, que eran transportados en hielo
seco al laboratorio de toxicologia de La Universidad de Las Palmas de
Gran Canaria donde se almacenaban a -20°C hasta su procesado.

Anticoagulantes analizados y preparacion de soluciones

Se incluyeron en este estudio los rodenticidas anticoagulantes mas
frecuentemente utilizados en las campafias de desratizacién en
Canarias: warfarina y cumatetralilo como compuestos de primera
generacion y bromadiolona, brodifacoum, difenacoum, difetialona,
clorofacinona y difacinona, como rodenticidas de segunda
generacion. Los estandares puros (>99.5%) de todas estas sustancias
fueron de Dr. EhrenstorferGmbH (Augsburg, Alemania). Como
estandar interno se utilizé un rodenticida anticoagulante no utilizado
en Espafia, la pindona (>98%, Sigma-Aldrich-Fluka, Manheim,
Alemania).

Se prepard una solucién inicial de cada estandar pesando 10 mg y
afladiendo metanol para obtener una concentracion final de 1000
pg/mL. A partir de estas soluciones diluyendo con metanol se prepar6
una solucion de trabajo conteniendo todos los analitos excepto el
estandar interno, a una concentracion de 5 pg/ml. Esta solucion de
trabajo fue utilizada como solucion de fortificacion a partir de la cual,
diluyendo con acetonitrilo, se prepararon las soluciones estandar para
la preparacion de larecta de calibrado de 0,2 2200 ng/mL.

Preparacion de lamuestra

El tejido hepatico de las rapaces fue disgregado con un ultraturrax
(yellowline DI 25 basic) en un tubo de borosilicato con capacidad
para 15 ml. 1 gramo de la muestra asi tratada fue mezclado con 2
gramos de Celite® 503 (Sigma-Aldrich-Fluka, Manheim, Alemania)
y se ailadieron 20 pl de una solucion de estandar interno a 10 pg/ml. A
la mezcla se le afiadieron 10 ml de 50% diclorometano —30% acetona
— 20% dietiléter. La mezcla fue agitada vigorosamente durante un
minuto y sometida a ultrasonicacion durante 10 minutos. Se dejo la
muestra en agitacion orbital automatica durante 30 minutos.
Posteriormente el tubo se centrifuga a 4000 rpm 10 minutos y el
sobrenadante se pasa por un filtro de disco de 0.45 um (Chromafil®
PET-20/15, Macherey-Nagel, Alemania) y el disolvente se evapord
bajo corriente de nitrégeno (TechneDry block DB3). Para purificar el
extracto obtenido el residuo obtenido se resuspendi6 en 1 ml de 50%
acetato de etilo — 50% de ciclohexano para someterlo cromatografia
de permeacion en gel (GPC) en una columna de vidrio de 600x15 mm
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rellena con la resina BioBeads SX3 (BioRadLaboratories, EE.UU.)
El eluido obtenido entre los minutos 25-75 a un flujo de 2 ml/min de
50% acetato de etilo — 50% de ciclohexano era recogido en un matraz
y el disolvente evaporado usando un rotavapor (Heidolphlaborota
4000 efficient). Para recuperar los analitos el matraz fue sometido a 3
lavados de 4 ml de la mezcla 50% diclorometano — 30% acetona —
20% dietiléter. Los tres volimenes fueron combinados en un tubo de
ensayo de borosilicato y el disolvente evaporado completamente bajo
corriente suave de nitrogeno. El residuo seco fue finalmente
resuspendido en 1 ml de acetonitrilo, filtrado por 0,45 um y
transferido a un vial de cromatografia. A cada vial se le afadieron 20
ul de la solucion de estandar interno. Los viales asi preparados fueron
utilizados para el analisis cromatografico.

Andlisis cromatogrdficos

Los andlisis cromatograficos fueron realizados usando un equipo de
UPLC modelo Accela Ultra acoplado en tandem a un espectrometro
de masas de triple cuadrupolo Quantum Access Max (ambos equipos
de Thermo Fisher Scientific Inc, San José, EE.UU.).

La separacion cromatografica se realizd usando una columna
analitica Accucore C18 2.6 um, 150x3 mm (Thermo Fisher Scientific
Inc, San José, EE.UU.). Las fases moviles fueron (A) Agua milli-Q
como fase acuosa y (B) Metanol grado HPLC-MS como fase
organica. Se trabajo a un flujo de 800 pl/min y el volumen de
inyeccion fue de 25 pl. La carrera cromatografica dur6é 5 minutos a
25°Cyserealiz6 conun programa de gradiente de la siguiente forma:
0-1 min: 50% A; 1-1,5min: 50% A 5% A; 1,5-3,5 min: 5% A; 3,5-3,7
min: 5% A 50%A; 3,7-5min: 50%A.

El espectrometro de masas y la fuente de ionizacion por electrospray
H-ESI-II se programaron con los siguientes pardmetros: skimmer
offset (4V), gas de impulsion (10 unidades arbitrarias); gas auxiliar
(8 unidades arbitrarias); temperatura del capilar (250°C); voltaje del
spray (3500 V); temperatura de vaporizacion (200°C). El
espectrometro se programoé en modo de ionizacion negativa. Para el
desarrollo del método de monitorizacion de reacciones seleccionadas
(SRM) los analitos se introdujeron por infusiéon continua
directamente en la fuente de ionizacién y se calcularon las
transiciones MS/MS y las energias de colision 6ptimas para cada uno
de ellos. En la Tabla 1 se relacionan las reacciones SRM que se
seleccionaron para la identificacion y cuantificacion de cada uno de
los anticoagulantes incluidos en el método. Para todos ellos se
eligieron 3 fragmentos derivados del mismo i6n padre ([M-H]). La
anchura de pico se fijo en 0.7 Da tanto en los cuadrupolos Q1 y Q3,y
la presion de argon en la celda de colision (Q2) fue fijada en 0,002
mbar. La cuantificacion de todos los analitos se hizo mediante
calibracion interna. La linealidad del método fue comprobada
mediante la realizacion de rectas de calibrado de 8 puntos en el rango
de 0,2 a 200 ng/ml. La repetitividad del método fue determinada
mediante 6 inyecciones repetidas de una mezcla de estandares a 50
ng/ml, y la reproducibilidad utilizando seis replicados
individualmente preparados de la misma solucion. Los limites de
deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) del método fueron
definidos como los valores de sefal correspondiente a un valor de
sefal/ruido de 3 y 10, siendo sus valores de 0,02 ng/g y 0,05 ng/g,
respectivamente.

Resultados y discusion

Del total de muestras analizadas en un 69% de los casos se detecto la
presencia de residuos de al menos un anticoagulante, lo cual coincide

Tabla 1. Parametros de programacion del modo SRM del
espectrometro de masas de triple cuadrupolo para los rodenticidas
anticoagulantes incluidos en el estudio

Compuesto precursor | I6én padre | Iones hijo Ener'gf? de | Voltaje de
colision cono
Warfarina [M-H] 307,1 250,0 24 56
169,9 21 56
116,9 39 56
Cumatetralilo | [M—-H] 291,1 140,9 28 65
247,0 22 65
142,9 49 65
Clorofacinona | [M-H] 3731 200,9 25 123
144,9 29 123
116,0 50 123
Difetialona [M-H] 5372 150,9 45 100
3709 36 100
202,9 46 100
Bromadiolona [M-HJ 525,0 2499 37 96
180,9 37 96
219,0 64 96
Brodifacoum [M-H] 521,0 135,0 44 108
186,9 39 108
143 66 108
Difenacoum [M-H] 4432 293,0 33 90
134,9 36 90
142,9 55 90
Pindona (IS) [M-H]J 229.1 116,1 36 46
144,0 25 46

con lo publicado por otros autores [12,17], aunque pueden existir
amplias diferencias en funcion del lugar de procedencia de las aves y
su patron de habitos diurno/nocturno [16,18]. No obstante, en funcion
de los datos clinicos, hallazgos de necropsia y de la concentracion
encontrada solo se atribuyd la muerte por intoxicacion por
rodenticidas auno de estos animales.

Se ha de resefiar, que de las 5 especies de aves rapaces estudiadas, la
mayor frecuencia de deteccion la encontramos en las especies Tyto
alba (lechuza; 85%) y Accipiter nisus (gavilan; 89%). Cuando
estudiamos el patron de comportamiento, observamos como las
rapaces diurnas presentaron residuos de anticoagulantes en un 62%
de los casos, mientras que en las nocturnas el porcentaje de aves
positivas se elevo hastaun 78%. Sibien otros autores han descrito que
en Espafia es mas frecuente la aparicion de residuos en las aves
nocturnas en nuestro estudio la frecuencia de casos positivos en estas
nocturnas es mayor y en las aves diurnas casi duplica lo descrito en la
Peninsula Ibérica[16].

De los anticoagulantes incluidos en este estudio, no se detectaron en
ninguna muestra el cumatrelalilo y la warfarina, ambos
anticoagulantes de primera generacion de uso cada vez mas escaso en
Espafia. Los principios activos detectados en nuestro estudio fueron
todos anticoagulantes de segunda generacion o superwarfarinas
(Figura 1). La bromadiolona fue el anticoagulante mas frecuente y
también el que alcanzé mayores concentraciones (37% de las aves,
87,7 ng/g de media), detectindose también el brodifacoum,
difenacoum, clorofacinona y difetialona, si bien menos
frecuentemente y a menor concentracion (29%, 29,7 ng/g; 22,5%,
8,58 ng/g; 9%, 0,06 ng/g y 2,5%, 0,4 ng/g, respectivamente). Esta
frecuencia de deteccion concuerda con la obtenida por otros autores
en estudios llevados a cabo tanto en Europa como Norteamérica
[5,12,17,18], lo que nos da una idea de la amplia comercializacion a
la que estan sometidos estos principios activos, especialmente la
bromadiolona y el brodifacoum. Analizando los resultados en
funcion de la especie observamos que si bien las frecuencias de
deteccion de los anticoagulantes son similares a las descritas por otros
autores [5,16,18], las concentraciones medias de residuos en higado
que encontramos en las rapaces canarias son generalmente menores
(Tabla2).
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Figura 1. Distribucion de los residuos de rodenticidas
anticoagulantes encontrados en la muestra de aves rapaces
estudiadas. El tamafio del segmento representa la frecuencia de
deteccion (%) del anticoagulante. Dentro de cada sector se indica el
valor medio + SD de la concentracion encontrada.

Tabla 2. Valores de media, mediana, rango y porcentaje de deteccion
de los anticoagulantes encontrados por especies. Los valores se
expresan en ng/g de tejido hepatico.

Especie Br i Brodi Dif Difetialona | Clorofacinona
84,4+1284 | 145+235 12+29 0,6+1,7
Asio otus 0 0 0 0
(n=14) (0-279) (0 - 68) (0-10,6) N.D. (0-6,5)
33,3% 40% 20% 20%
117,04 183,6 | 75,5+ 191,3 | 10,6 + 38,7
I‘.'alco ' 0 0 0
(n=14) (0-516) (0-701) (0 - 145,17) N.D. N.D.
42,9% 42,9% 21,4%
169,2+156,9 | 29,0+42,7 | 199+572 | 1,8+0,1
Tyto alba 184,83 0,79 0,2 0
(n=13) (0 - 506) (0-111) (0-200,3) | (0-21,1) N.D.
84,6% 53,8% 46,2% 15,4%

. 13,9+ 0,5 4,54+7,9 4,94+9,2 0,2+0,3
foier [ 7 0 D
n=9) (0-33) (0-23) (0-28,2) N.D. (0-0,78)

44.,4% 33,3% 44.,4% 22.2%
10,8 32,5 2,6 +59,6 0,1+04
Falco 0 0 0
legrinoide N.D. N.D.
wE T 0-0s) 0-232) B
18,2% 9,1% 9,1%

Ademas encontramos que de forma muy frecuente las aves no
presentaban Uinicamente residuos de un unico principio activo sino
que en un alto porcentaje de los casos se detectdé mdas de un
anticoagulante, tal y como ya ha sido descrito previamente
[5,12,17,18]. De hecho del total de casos positivos de nuestro estudio
en el 63% de las aves se detectaron dos o mas residuos. Asi, enel 31%
de las aves se detectaron dos anticoagulantes; en el 10% tres
anticoagulantes y en un 2% se detectaron residuos de hasta 4
anticoagulantes diferentes. Tal y como muestra la Figura 2, la mezcla
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mas frecuentemente encontrada fue la de bromadiolona +
brodifacoum (34,6%) seguida de la formada por bromadiolona +
difenacoum (19,2%).

40 -
35 1
30 1
25 1
20 1
15 A
10 1

% de casos positivos

B+C

A+B+C Otras
mezclas

A+B A+C

Figura 2. Combinacién de anticoagulantes con mayor frecuencia
Mezclas de anticoagulantes mas frecuentemente detectadas en las
aves rapaces (A) Bromadiolona; (B) Brodifacoum; (C) Difenacoum

Centrandonos en el motivo de ingreso en el CRFS-Tafira, con
independencia de si entraron vivos o habian sido hallados muertos,
observamos que la causa principal con la que entran estos animales al
centro es debido a politraumatismo por colision (55%). Nos llamo
mucho la atencién que de este subgrupo de animales la mayoria
presento residuos detectables de anticoagulantes (75%). Teniendo en
cuenta estos resultados parece deducirse que, independientemente de
la causa de muerte, el hallar residuos de uno o mas anticoagulantes,
predispone a estos animales a sufrir alteraciones del comportamiento
o favorecer la instauracion de enfermedades y, secundariamente,
aumentar la incidencia de accidentes que haga que aumente su
morbilidad/mortalidad.

Un dato que llamo nuestra atencion fue que una de las especies en la
que mas frecuentemente se detectaron residuos de anticoagulantes
fue el gavilan (Accipiter nisus) ya que esta ave tiene un patron de
alimentacion principalmente ornitofago. Esto indica que los
anticoagulantes que han sido ingeridos por estas rapaces provenian de
otras aves, que serian las que habian consumido el cebo con
anticoagulantes. Este es un dato muy preocupante ya que en ninglin
caso las aves son la especie de destino de los cebos rodenticidas, e
implica que estos han sido colocados en el medio natural de forma
facilmente accesible para estas.

Atn siendo un estudio que abarca toda la Comunidad Auténoma de
Canarias, mas de 75% de las muestras provienen de la isla de Gran
Canaria, seguida de Fuerteventura y la Gomera con un 8,3% y por
ultimo Lanzarote y el Hierro con 3.3%. Si analizamos los datos por
isla, nos encontramos como en la isla de Gran Canaria el 70.2% de los
animales eran positivos y casi en el 50% se detectaron dos o mas
anticoagulantes. De los animales provenientes de Fuerteventura solo
en 20% fue positivo y a un Gnico anticoagulante (bromadiolona).
Todos los animales de Lanzarote fueron positivos y a dos o mas
anticoagulantes. De las aves remitidas por la Gomera el 80% eran
positivos y en el 20% de ellos se detectaron varios anticoagulantes.
De laislade El Hierro el 50% de los casos fueron positivos y ninguno
de ellos presentd mas de un anticoagulante en su higado. Estos
resultados, si bien no hemos recibido ninguna muestra de las islas de
La Palmay Tenerife, podemos concluir que el empleo de rodenticidas
anticoagulantes en el medio natural de Canarias es un practica
habitual, que ademas es incentivada desde las Administraciones
Publicas de la Comunidad Auténoma [8].
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Este estudio pone de manifiesto que el uso de rodenticidas en el medio
natural para el control de plagas de roedores implica que estos
productos pasan a la cadena trofica, afectando asi a especies de fauna
silvestre. No es descartable que la exposicion constante de estos
animales a niveles bajos de estos productos pueda deteriorar su estado
de salud [10,12], representando por consiguiente una amenaza para el
grado de conservacion de estas especies. Consideramos de vital
importancia que los resultados de este estudio sean tenidos en cuenta
por los responsables de la Administracion para que se aseguren de que
se realiza una correcta aplicacion de estos productos tan toxicos en el
medio natural, utilizando en todos los casos estaciones de cebo [9]
con el fin de poder compatibilizar el control de plagas con la
preservacion de la biodiversidad.
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Resumen: En este estudio se han analizado 1.157 casos sospechosos
de intoxicacion de fauna silvestre y doméstica en el medio natural
(1.800 animales y 340 cebos) procedentes de diversas Comunidades
Auténomas (CCAA) espafiolas durante el periodo 2004-2010. Se ha
detectado un 41,2% de casos positivos (40,8% de animales y 52,6%
de cebos). En los carnivoros domésticos la deteccion del toxico llegod
al 71,4%, lo que indica su utilidad como centinelas del uso de veneno
en el medio natural. El 78,3% de los animales que fueron positivos a
los analisis toxicologicos han sido considerados como intoxicaciones
intencionadas. Las aves rapaces diurnas fueron el grupo mas afectado
por las intoxicaciones (43,6% del total de animales positivos),
seguido de los mamiferos carnivoros (27,1%). Los téxicos mas
frecuentemente detectados fueron insecticidas anticolinesterasicos
(cebos/animales: 80,4%/65,8%), seguidos de rodenticidas
anticoagulantes (5%/19,6%), estricnina (2,2%/6,5%) y arsénico
(4,5%/2,3%). De las diferencias observadas entre CCAA destaca la
preponderancia en el uso de estricnina en Asturias, rodenticidas
anticoagulantes en Castillay Ledn, insecticidas organofosforados en
Aragoén, insecticidas carbamatos en Castilla-La Mancha y Madrid, y
la aparicion de otros venenos, como o-cloralosa o barbituricos, en
Catalufia. En resumen, el 82,3% de las intoxicaciones intencionadas
fueron debidas a anticolinesterasicos y el 85,5% de las accidentales a
rodenticidas anticoagulantes. En futuras regulaciones de plaguicidas
y biocidas se deberia tener en cuenta el riesgo del uso ilegal en la
preparacion de cebos envenenados que comporta la comercializacion
de formulados con altariqueza de ingredientes activos con baja DL,

Palabras clave: veneno, toxicovigilancia, biodiversidad, caza,
ganaderia.

Abstract: Intentional and accidental poisoning of wild and
domestic animals in Spain: differences between regions. In this
study we have analyzed 1,157 suspected cases of poisoning of wild
and domestic animals in the natural environment (1,800 animals and
340 baits) from different Spanish regions during the period 2004-
2010. We detected 41.2% of positive cases (40.8% of animals and
52.6% of baits). In domestic carnivores detection of toxic compounds
reached 71.4%, indicating its usefulness as sentinels of the use of
poison in the environment. In those animals positive for toxicological
analysis, 78.3% have been considered as intentional poisonings. The
diurnal raptors were most affected by poisoning (43.6% of positives),
followed by carnivorous mammals (27.1%). The most frequently
detected toxicants were anticholinesterase insecticides
(baits/animals: 80.4%/65.8%), followed by anticoagulant
rodenticides (5%/19.6%), strychnine (2.2%/6.5%) and arsenic
(4.5%/2.3%). The differences observed between regions underlines
the dominance in the use of strychnine in Asturias, anticoagulant

*e-mail: Rafael.Mateo/uclm.es

rodenticides in Castilla y Leon, organophosphate insecticides in
Aragon, carbamate insecticides in Castilla-La Mancha and Madrid,
and the emergence of other poisons, such as o-chloralose or
barbiturates, in Catalonia. In summary, 82.3% of intentional
poisonings were due to anticholinesterase pesticides and 85.5% of
accidental anticoagulant rodenticides. Future regulations of
pesticides and biocides should take into account the risk of illegal use
in the preparation of poisoned baits which involves the marketing of
formulations with high richness of active ingredients with low LD,

Key words: poison, toxicovigilance, biodiversity, hunting, livestock.

Introduccion

Espaiia es el pais europeo con mayor diversidad en flora y fauna
debido a las condiciones especiales de orografia, extension y
situacion geografica, albergando mas del 80% del total de especies de
plantas vasculares presentes en Europa y mas del 50% de las especies
animales. Entre estos se encuentra la mayor variedad de mamiferos y
reptiles y ocupa el tercer puesto en diversidad de anfibios y peces [1].
Pero en las tltimas décadas esta riqueza natural se esta viendo
afectada por factores muy variados y comunes al resto de los paises
del mundo [2,3]. Una de las causas de mortalidad, tanto de fauna
silvestre como doméstica, mas preocupantes es el uso de plaguicidas,
cuya casuistica se ha recogido en estudios realizados en diversos
paises [2,4-26]. Estas intoxicaciones pueden deberse a accidentes tras
un buen uso de los plaguicidas, a abusos o al uso ilegal de dichos
productos como venenos [ 14,26-28]. Las intoxicaciones debidas aun
uso legal y adecuado de plaguicidas son escasas, aunque se recogen
algunos casos en la bibliografia [5,29-33]. También se han descrito
intoxicaciones debido a un uso legal pero inadecuado de plaguicidas,
principalmente producidos por excesivas concentraciones [10,34-
36]. La mayoria de las intoxicaciones se producen por la utilizacion
ilegal de venenos por medio de la colocacion de cebos envenenados
con el fin de matar animales [2,6,8,18,23,24,37-40] y casi siempre
relacionados con los dafios ocasionados por los animales silvestres en
las cosechas, el ganado o la caza [27]. Ademas, debido a la existencia
de cadaveres de animales intoxicados en el campo por las causas
descritas anteriormente se producen intoxicaciones secundarias
como consecuencia de su ingestion por parte de animales necrofagos
[7,8,16,18,33,37].

Los insecticidas anticolinesterasicos, seguidos de los rodenticidas
anticoagulantes son los toxicos mas frecuentemente implicados en las
intoxicaciones de fauna silvestre [25,26,28], pero la familia y toxico
mas utilizado varia en funcion del pais de estudio [9,15,20,21,26,41].
Por otra parte, la existencia en el mercado de formulados de
plaguicidas con principios activos de muy baja DL,y con riquezas de
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dicho principio activo elevadas favorece que sean usados como
veneno para intoxicar intencionadamente animales domésticos y
silvestres [25].

En este articulo se recoge una revision de los casos enviados al
Laboratorio de Toxicologia del Instituto de Investigacion en
Recursos Cinegéticos (IREC) desde diversas Comunidades
Autéonomas (CCAA) de Espafia para el estudio de envenenamientos
de fauna silvestre y doméstica en el periodo 2004-2010, asi como la
determinacion de la intencionalidad de los casos diagnosticados
€Omo positivos.

Material y métodos
Muestras recibidas

En el IREC se han analizado en el periodo 2004-2010 un total de
1.157 casos enviados para el diagnostico de envenenamiento de fauna
silvestre y doméstica por distintas CCAA, agentes
medioambientales, centros de recuperacion de fauna silvestre u
organizaciones no gubernamentales (ONGs) de Andalucia (n=5),
Aragoén (n=324), Asturias (n=64), Cantabria (n=8), Castilla y Leon
(n=44), Castilla-La Mancha (n=490), Cataluiia (n=93), Extremadura
(n=5), Madrid (n=107), Melilla (n=2), Navarra (n=10), Pais Vasco
(n=4) y anecdodticamente un caso de Portugal. Se puede observar una
gran diferencia en el volumen de casos enviados por las distintas
CCAA debido a que el Laboratorio de Toxicologia del IREC ofrece
un servicio de analisis toxicologico mediante contratos establecidos a
lo largo de los afios con Aragdn, Asturias, Cantabria, Castilla-La
Mancha, Catalufia, Madrid, Navarra y Pais Vasco desde su apertura
en 2004 y que aportan el 95,1% de los casos de este estudio (n=1.100).
Como consecuencia, se ha producido un aumento progresivo desde el
afio 2004 hasta 2007, y posteriormente una estabilizacion de los casos
enviados, debido a que no se han establecido contratos con nuevas
CCAA. Ademas, se produjo un importante aumento en el ailo 2007
debido al envio de muestras procedentes de Castilla y Leon con el fin
de determinar si el tratamiento realizado contra una plaga de topillo
campesino (Microtus arvalis) estaba afectando a otras especies no
diana encontradas muertas en los campos tratados.

Los casos recibidos se correspondieron con un total de 1.800
animales, de los cuales 42,5% pertenecian al grupo de las rapaces (n=
765),26,6% a los mamiferos (n=478), 0,1% areptiles (n=2) y 30,8%
a otras especies (n=555). Las muestras se remitieron como animales
enteros o bien como visceras (principalmente higado) y contenido
gastrico de animales sometidos a necropsia en los centros de
recuperacion de fauna silvestre de las distintas CCAA. Entre las
muestras remitidas se encontraban 341 cebos, de los cuales, 187 se
enviaron junto a animales supuestamente envenenados (n=291).

Procedimientos analiticos

En los casos en que la sintomatologia o los hallazgos de necropsia
indicaron que el animal habia muerto de forma aguda se realizé un
examen visual de la muestra de contenido gastrico para detectar la
presencia de formulados granulados u otro signo de presencia de
fitosanitarios. Esto también se llevo a cabo con los cebos. En caso de
encontrar restos sospechosos (p.e. microgranulados de plaguicidas),
se realiz6 una extraccion directa de 0,002 g con 0,5 ml de acetato de
etilo y se analizdO por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas en las condiciones descritas posteriormente.
En el caso de no encontrar material sospechoso en las muestras
examinadas, y en base a los signos hallados en la necropsia descritos

por los veterinarios, se realizaron tres tipos de analisis diferentes con
el fin de detectar (1) estricnina, plaguicidas anticolinesterasicos,
organoclorados, piretroides y otros neurotoxicos de accion aguda
como a-cloralosa y barbituricos [42], (2) rodenticidas
anticoagulantes [43]y (3) metales pesados y metaloides [44].

La determinacion de compuestos neurotoxicos de accion aguda se
llevo a cabo mediante el método descrito por Brown y col. [42], con
algunas modificaciones. De esta forma, se procedio al
homogeneizado de 1 g de muestra (contenido gastrico, higado o cebo)
en mortero con 10 g de sulfato sédico anhidro (Prolabo, Leuven,
Bélgica). A continuacion, el homogeneizado se vertié en un tubo de
30 ml con tapon de teflon y se le ailadidé 15 ml de diclorometano
(HiperSolv Cromanorm Gradient grade, Prolabo, Leuven, Bélgica) y
una vez herméticamente cerrado se mantuvo en agitacion horizontal
durante 10 minutos y sonicacion durante 5 minutos. El extracto se
filtr6 a través de papel de filtro sobre un matraz de corazén de 100 ml.
Esta extraccion se repitio con otros 10 ml de diclorometano afiadidos
sobre el residuo solido restante y el sobrenadante obtenido se
combiné con el anterior y se llevd a sequedad en rotavapor (Biichi,
Flawil, Suiza) a 400 mbar y 40°C. El extracto seco se resuspendio en
0,5 ml de una mezcla de acetato de etilo:ciclohexano (1:1, v/v)
(Suprasolv, Merck, Darmstadt, Alemania). La purificacion se hizo
mediante cromatografia de permeacion en gel (GPC) a presion
atmosférica en columnas de vidrio con didmetro interno de 17,25 mm
y longitud de 43,5 cm de relleno Bio-Beads S-X3 (Bio-Rad
Laboratories; Madrid, Espafia) como fase estacionaria y acetato de
etilo:ciclohexano (1:1 v/v) como fase moévil. Se recogieron las
fracciones de la GPC correspondientes a 55-60 ml y 60-90 ml (ambas
seleccionadas para el analisis de plaguicidas) y se llevaron a sequedad
con rotavapor. Ambas fracciones se resuspendieron en 0,5 ml de
acetato de etilo y se distribuyeron en viales para cromatografia de 2
ml. El andlisis se realiz6 mediante cromatografia de gases (6890N
Network CG System, Agilent Technologies, Santa Clara, California,
EE.UU.) acoplada a detector de masas selectivo (GC-MS) con
cuadrupolo simple e ionizacién por impacto electronico (5973
Network Mas Selective Detector). Las condiciones cromatograficas
se controlaron usando el software MSD Chem Station version
D.01.00 (Agilent Technologies). Las columnas de gases utilizadas
fueron del tipo 5% fenilpolisiloxano (30 m x 0,32 mm de longitud x
diametro interno, 0,25 um de tamafno de particula; HP5SMS, Agilent
Technologies; BPXS5, SGE; TR-5MS, Thermo Scientific). La
velocidad de flujo de He fue de 34,9 ml/min. El volumen de inyeccion
fue de 1 pl en modo “splitless” y las condiciones del inyector fueron
de 280°C de temperatura y 31,5 Kpa de presion. Las condiciones del
horno de columna fueron de 50°C de temperatura inicial con una
rampa de 5°C/min hasta 310°C (durante 60 minutos). La fuente del
espectrometro de masas se mantuvo a 230°C y el voltaje a 70 V. La
identificacion de los compuestos se realizd usando el tiempo de
retencion y el espectro de masas caracteristico de cada compuesto
estudiado. Los patrones analiticos fueron obtenidos a
concentraciones de 10-100 pg/ml de Dr. Ehrenstorfer (Augsburg,
Alemania) y a partir de ellos se realizaron curvas de calibracion a un
rango de concentraciones 0,04-2,5 pg/ml en acetato de etilo. El
coeficiente lineal de correlacion se obtuvo usando el area de los iones
mayoritarios de cada compuesto. El porcentaje de recuperacion de los
compuestos determinados se hizo con higado (1 g, n=4) fortificado
con 2,5 pg/g de cada patréon y procesado segln el procedimiento
descrito anteriormente para las muestras. El porcentaje de
recuperacion fue >70% para aldicarb, metamidofos, mevinfos, 1-
naftalenol, metiocarb, aprocarb, dimetoato, carbofurano, diazinon,
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metil-paration, etil-paraoxon, malation, clorpirifos, fention, paration,
metil-bromofos, clofenvinfos, etil-bromofds, fenamifos, etion,
tetrametrin, fenotrin, permetrin, a-cipermetrin, fenvalerato y
deltametrin, y >50% para diclorofés, bendiocarb, demetdn-s-metil,
disulfoton, benfuracarb y ciflutrin. Debido a su baja estabilidad
térmica, la identificacion de aldicarb se realizd0 mediante la
comparacion con el espectro del aldicarb-nitrilo obtenido de su
descomposicion por GC-MS a partir de la inyeccion de un patrén
analitico [45].

Aunque mediante el método anteriormente descrito es posible
determinar la presencia de estricnina en la fraccion de 55-60 ml de la
GPC, se llevo a cabo también una extraccion selectiva basada en el
método de Stas-Otto para alcaloides [42]. Para esta determinacion se
utilizé una alicuota de 5 ml del extracto obtenido con el método
anterior separada justo antes de la purificacion por GPC. En su lugar,
dicha alicuota fue evaporada hasta sequedad bajo corriente de
nitrégeno obtenido con un generador de nitrogeno NM30LA 230Va
(Peak Scientific, Inchinnan, Escocia), se resuspendié con 2 ml de
acido sulfurico 0,1 Ny se extrajo con 1,5 ml de diclorometano durante
10 minutos en agitacion horizontal y posterior centrifugado a2.026 g
durante 5 minutos. La fase acuosa superior fue separada y
alcalinizada hasta pH=11 con hidréxido soédico 6 N y fue sometida a
una nueva particion con 2,5 ml de diclorometano. La fase organica
inferior fue la recuperada en este caso, filtrada a través de sulfato
sodico anhidro, evaporada bajo corriente de nitrogeno hasta sequedad
y finalmente resuspendida en 0,3 ml de tolueno. El analisis se realizo
mediante CG-MS en las mismas condiciones que en el analisis
descrito anteriormente.

Para la determinacion de rodenticidas anticoagulantes se utilizo el
método analitico de cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas (LC-MS) con el método descrito por
Sanchez-Barbudo y col. [43].

El analisis de metales pesados (principalmente plomo) y metaloides
(principalmente arsénico) se llevo a cabo por absorcion atomica en
camara de grafito (GF-AAS) [44].

Andlisis de los datos

La intencionalidad de la intoxicacion se ha establecido en funcion de
la concentracion del toxico detectado, por su estado actual en el
registro de productos autorizados como plaguicidas o biocidas, por la
informacidn recogida en el campo por los agentes medioambientales,
por la sintomatologia y los hallazgos de necropsia aportados por los
veterinarios, y finalmente evaluando toda esa informacion junto con
los mecanismos de accion y toxicidad de los productos detectados. Es
decir, una concentracion elevada de una sustancia prohibida en la
actualidad en una zona con un historial de uso de cebos envenenados,
produciendo un cuadro agudo en los animales muertos, y siendo la
sustancia detectada de rapida accion y elevada toxicidad seria
considerado el caso como claramente de un envenenamiento
intencionado. Un ejemplo de este tipo de intoxicacion intencionada
seria el producido por la estricnina. En el otro extremo, la deteccion
de un plaguicida o biocida en uso para el que los animales han podido
tener una via de exposicion accidental a cantidades suficientemente
letales (aunque no anormalmente elevadas) podrian ser considerados
como casos de intoxicacion accidental. Un ejemplo de esto ultimo
serian los casos producidos por los rodenticidas anticoagulantes. Los
porcentajes de aparicion, positividad o intencionalidad de los
diferentes toxicos fueron comparados entre CCAA, grupos de
animales y/o grupos de toxicos mediante pruebas de y’, con la
correccion de Yates en las tablas de contingencia de 2 x 2. El nivel de
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significacion de las pruebas se establecié en p<0,05. El analisis de los
datos se llevo a cabo mediante el programa IBM SPSS Statistics
version 19.

Resultados

Se ha detectado un 41,2% de casos positivos distribuidos por las
distintas zonas de estudio (Figura 1). En cuanto al nimero de cebos
analizados, el 52,6% fueron positivos a los analisis realizados, con
variaciones en las CCAA mejor monitorizadas entre el 31,0% de
Aragoén y el 70,0% de Asturias, si bien las diferencias no fueron
significativas (y,=13,7, p=0,135). Los cebos positivos (n=179) han
sido restos animales, carne o derivados (n=136), grano (n=6), huevos
(n=5), pescado (n=2), pan (n=2), tortilla (n=1) y queso (n=1). En
algunos casos la muestra remitida ha sido un producto quimico
sospechoso o un material que ha podido estar en contacto con los
cebos (n=26). Con respecto a los animales analizados, el 40,8% han
sido positivos, y también con variaciones entre el 31,3% de Aragon y
el 50,0% de Asturias (Tabla 1), siendo estas diferencias significativas
(' ,=54,3, p<0,001). El 78,3% de los animales analizados que han
resultado positivos a los analisis toxicoldgicos han sido considerados
como intoxicaciones intencionadas. El restante 21,7% pueden
considerarse intoxicaciones accidentales debidas al uso legal de
plaguicidas o biocidas (Tabla 1). Se han observado diferencias en la
intencionalidad de los envenenamientos entre CCAA (), =351,
p<0,001). Destaca el dato de Castillay Ledn en el que el 94,6% de las
intoxicaciones han sido accidentales a consecuencia de que la mayor
parte de las muestras remitidas han estado relacionadas con el uso de
rodenticidas anticoagulantes durante una plaga de topillo campesino
ocurridaen 2007 (Figuras 1y 2).
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® |ntencionado

200000 0 200000 400000 Meters

Figura 1. Distribucion de los casos (incidentes) investigados de
posibles intoxicaciones en fauna silvestre y doméstica con resultados
analiticos negativos o positivos. Los casos positivos han sido
clasificados como intoxicaciones intencionadas o accidentales. En el
mapa pequeilo aparecen sombreadas las Comunidades Autonomas de
las que se reciben de forma rutinaria en el IREC casos de posible
intoxicacion de fauna silvestre y doméstica para llevar a cabo los
analisis toxicologicos correspondientes (As: Asturias, Cn: Cantabria,
PV: Pais Vasco, N: Navarra, Ar: Aragén, C: Catalufia, M: Madrid,
CLM: Castilla-La Mancha).
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Figura 2. Evolucion del nimero de animales investigados en casos de
posibles intoxicaciones en fauna silvestre y doméstica con resultados
analiticos negativos o positivos entre 2004 y 2010 en Espaiia. Los

animales positivos han sido clasificados como afectados por
intoxicaciones intencionadas o accidentales.

Las aves rapaces diurnas fueron el grupo mas afectado por las
intoxicaciones, encontrandose el 43,6% de los animales positivos
dentro de este grupo, seguido de los mamiferos carnivoros silvestres y
domésticos con un 27,1%. Dentro de dichos grupos se obtienen
también los mayores porcentajes de positividad en los andlisis, con un
43,5% vy 54,2%, respectivamente (Tabla 2). Se han observado
diferencias en la positividad de los resultados entre grupos animales
(' ,=81,5,p<0,001). Cabe destacar que en los carnivoros domésticos
se ha detectado con mayor frecuencia una sustancia toxica (71,4%)
que en los carnivoros silvestres (43,6%) (x’=25,9, p<0,001), lo que
indica que perros y gatos pueden ser buenos centinelas del uso de
veneno en el medio natural. También existen diferencias en la
intencionalidad de las intoxicaciones entre grupos animales
(=131,5, p<0,001). Los depredadores presentan también los
mayores porcentajes de intencionalidad de la intoxicacion, con el
91,3% en las rapaces diurnas y el 84,4% en los mamiferos carnivoros
(considerando en conjunto de carnivoros silvestres y domésticos),
mientras que las rapaces nocturnas presentan el valor mas bajo (20%)
al ser mas vulnerables a las intoxicaciones secundarias accidentales
por rodenticidas anticoagulantes (x’,=46,9, p<0,001) (Tabla 2).

Tabla 1. Resultados de los andlisis toxicologicos de cebos y animales remitidos al IREC entre 2004 y 2010 de diferentes Comunidades

Autonomas de Esparia e intencionalidad de las intoxicaciones.

Comunidad Cebos analizados Animales analizados Tipo de intoxicacién®
Auténoma n Positivos Positivos Intencionada Accidental
n % n % n % n %
Andalucia 1 0 0,0 4 0 0,0 - -
Aragon 29 9 31,0 431 135 | 31,3 108 80,0 27 20,0
Asturias 10 7 70,0 74 37 50,0 35 94,6 2 5,4
Cantabria 4 1 25,0 7 3 42.9 3 100 0 0,0
Castillay Ledn 3 1 33,3 150 92 61,3 5 5,4 87 94,6
Castilla-La Mancha” 255 | 137 53,7 822 355 | 43,2 329 92,7 26 7,3
Catalufia 18 12 66,7 158 54 34,2 48 88,9 6 11,1
Extremadura 12 3 25,0 3 100 0 0,0
Madrid 17 9 52,9 126 48 38,1 38 79,2 10 20,8
Melilla® 2 1 50,0 0 0,0 1 100
Navarra 1 1 100 11 5 45,5 5 100 0 0,0
Pais Vasco 2 2 100 3 1 33,3 1 100 0 0,0
Total 340 | 179 52,6 1800 | 734 | 40,8 575 78,3 159 21,7

*Sobre el nimero de animales positivos.
®Incluido un perro (Canis familiaris) de caza intoxicado en un viaje a Portugal
‘Una culebra de herradura (Hemorrhois hippocrepis) y una garcilla bueyera (Bubulcus ibis) recogidas en las

Islas Chafarinas.

Rev. Toxicol. (2012) 29: 20-28

23



Sanchez-Barbudo IS, Camarero PR y Mateo R

Tabla 2. Resultados de los analisis toxicologicos realizados a los diferentes taxones de animales remitidos al IREC entre 2004 y 2010,
contribucion de cada grupo al total de animales positivos e intencionalidad de las intoxicaciones.

Grupo animal Analizados | Positivos (n=734) Tipo de intoxicacion
(n=1800) Intencionada | Accidental
(n=575) (n=159)
n n | %Pos® | %An" | n % n %
Crustdiceos® 2 1 50,0 0,1 0 0,0 1 100
Peces 5 0 0,0 0,0 - - - -
Anfibios 9 0 0,0 0,0 - - - -
Reptiles 20 3 15,0 0,4 2 66,7 1 33,3
Aves 1286 500 | 38,9 68,1 382 | 76,4 | 118 | 23,6
Rapaces diurnas 735 320 | 43,5 436 | 292 | 91,3 | 28 | 8,7
Rapaces nocturnas 30 10 33,3 1,4 2 20,0 8 80,0
Otras aves 521 170 | 32,6 23,2 88 51,8 82 | 48,2
Mamiferos 478 230 | 48,1 31,3 191 83,0 | 39 | 17,0
Carnivoros 227 99 | 43,6 13,5 73 73,7 | 26 | 26,3
silvestres
Carnivoros 140 100 | 71,4 13,6 95 95,0 S5 5,0
domésticos®
Otros mamiferos 111 31 27,9 4,2 23 74,2 8 25.8

*Porcentaje de positivos con respecto a los analizados en cada grupo animal.

"Porcentaje de animales positivos en cada grupo con respecto del total de positivos.

‘Cangrejos de rio.

“Dentro de estos carnivoros domésticos se analizaron 115 perros y 25 gatos domésticos (Felis catus), de los
cuales 80 y 20 fueron positivos al andlisis toxicologico, respectivamente.

Tabla 3. Tipos de toxicos detectados en los analisis toxicologicos de cebos y animales remitidos al IREC entre 2004y 2010, contribucion de cada
grupo al total de animales positivos e intencionalidad de las intoxicaciones producidas por cada grupo de toxicos.

Cebos Animales . . . e a
positivos positivos Tipo de intoxicaciéon
(n=179) (n=734) Intencionada Accidental
Uso/Familia (n=575) (n=159)

o producto N |%Ce"| n [ %An" | n |[%Int"| %An" | n [%Acc’| %An®
Insecticidas 148 | 82,7 | 503 | 68,5 |488 | 97,0 84,9 15 3,0 9,4
Carbamatos 104 | 58,1 |352] 48,0 |346| 98 60,2 6 1,7 3,8
Organofosforados 40 | 22,3 |131] 17,8 [127| 96,9 22,1 4 3,1 2,5
Organoclorados 4 2,2 19 2,6 15 | 78,9 2,6 4 21,1 2,5
Piretroides 0 00 [ 1] 01 [ 0] 00 0,0 1 | 100 0,6
Rodenticidas 17 9,5 199 | 27,1 63 | 31,7 11,0 136 | 68,3 85,5
Indandionas 1 0,6 82 11,2 4 49 0,7 78 95,1 49,0
Cumarinas 9 5,0 62 8,4 4 6,5 0,7 58 93,5 36,5
Estricnina 4 2,2 48 6,5 48 100 8,3 0 0,0 0,0
a-Cloralosa 3 1,7 7 1,0 7 100 1,2 0 0,0 0,0
Metales y 8 | 45 | 25| 34 | 17]680] 30 8 | 32,0 5,0
metaloides
Arsénico 8 4.5 17 2.3 17 100 3,0 0 0,0 0,0
Plomo 0 0,0 8 1,1 0 0,0 0,0 8 100 5,0
Farmacos 20 L1 | 4] 05 | 4] 100 0,7 0| 00 0,0
Barbitiricos
ﬁ’e’t’;’l‘d"e ’l'l'iil’c‘”““ 3 1,7 3] 04 | 3] 100 0,5 0| 00 0,0
Fungicidas
Fenilamidas ! 0.6 0 0,0 ) ) } ) ) )

Sobre el nimero de animales positivos.

°Contribucién en porcentaje de dicho grupo de tdxicos en el total de cebos o animales positivos en cada
columna.

Porcentaje de animales intoxicados de forma intencionada o accidental para cada tipo de toxico.
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Los grupos de toxicos mas frecuentemente detectados en los cebos
(n=179) y los animales intoxicados (n=734) fueron los insecticidas
anticolinestrasicos (carbamatos y organofosforados: 80,4% en cebos
y 65,8% en animales), seguidos de los rodenticidas anticoagulantes
(cumarinas e indandionas: 5% en cebos y 19,6% en animales), la
estricnina (2,2% en cebos y 6,5% en animales) y el arsénico (4,5% en
cebos y 2,3% en animales) (Tabla 3). Entre las diferentes CCAA hubo
diferencias entre los grupos de toxicos detectados, tanto en cebos
(=382, p<0,001; Figura 3) como en animales ()’ ;,=1409, p<0,001;
Figura 4), destacando la preponderancia de la estricnina en cebos y
animales de Asturias, los rodenticidas anticoagulantes en los
animales de Castillay Ledn, los insecticidas organofosforados en los
animales de Aragon, los insecticidas carbamatos en cebos y animales
de Castilla-La Mancha y Madrid y la aparicion de otros venenos,
como la a-cloralosa o los barbituricos, en los cebos y animales de
Cataluna (Figura 3). Mientras que las intoxicaciones por insecticidas
anticolinesterdsicos y organoclorados, estricnina, o-cloralosa,
arsénico, barbituricos y metaldéhido fueron generalmente
intencionadas (>79%), las intoxicaciones por rodenticidas
anticoagulantes y plomo fueron accidentales (>93%) (x’,=632,
p<0.001; Tabla 3). El 82,3% de las intoxicaciones intencionadas
fueron debidas a anticolinesterasicos y el 85,5% de las accidentales lo

fueron por rodenticidas anticoagulantes (Tabla 3).
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Figura 3. Porcentaje de la aparicion de diferentes tipos de toxicos en
cebos implicados en intoxicaciones en fauna silvestre y doméstica de
diferentes Comunidades Autonomas de Espaiia entre 2004 y 2010.
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Figura 4. Porcentaje de las intoxicaciones debidas a diferentes tipos
de toxicos en animales silvestres y domésticos analizados de
diferentes Comunidades Autonomas de Espaiia entre 2004 y 2010.
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Discusion

El porcentaje de casos positivos detectados (41,2%) ha sido similar a
los descritos en otros paises como Austria (46,1%, investigando
intoxicaciones por plaguicidas) [46], Republica Checa (49,2%,
investigando intoxicaciones por carbofurano) [47]. Las diferencias
observadas entre CCAA en la positividad de los analisis pueden ser
debidas a diferencias en el criterio de envio de muestras por parte de
los veterinarios de los centros de recuperacion o la estrategia marcada
por los técnicos de cada region. En algunas CCAA, como Aragdn o
Castilla-La Mancha, se opta por el envio de los casos con indicios de
intoxicaciéon y todos los correspondientes a especies amenazadas
como quebrantahuesos (Gypaetus barbatus) o aguila imperial ibérica
(Aquila adalberti). Ademas, a criterio del veterinario, animales que
pueden haber muerto por electrocucion o traumatismo también son
enviados para descartar la implicacion adicional de un toxico en el
accidente [17,48-51]. Estos factores pueden aumentar los resultados
negativos en dichas CCAA en comparacion con otras que unicamente
remiten los casos mas claros de envenenamientos [28,43].

El grupo de animales mas afectado por las intoxicaciones ha sido el de
las aves rapaces (Tabla 2), siguiendo asi con la tendencia de afos
anteriores en Espafia [26,52] y otros paises europeos
[14,26,28,47,53]. Los mamiferos carnivoros fueron el segundo grupo
mas afectado por los envenenamientos en la mayoria de las zonas
estudiadas, y en el caso de Asturias y Cantabria llegaron a ser los mas
frecuentemente intoxicados. La Cordillera Cantébrica, al tener una
importante cabafa ganadera en régimen extensivo y haber una
presencia estable de lobo (Canis lupus), es una zona de riesgo de uso
de veneno por parte de los ganaderos con el fin de proteger a sus reses
de los ataques de este canido [18,38,40,52]. Esta practica de control
de depredadores fue apoyada por el gobierno Espaiiol hasta el afio
1975 y ha quedado arraigada en ciertos sectores de la poblacion a
pesar de estar prohibida desde 1989 vy tipificada como delito en el
codigo penal [25].

La intencionalidad del envenenamiento ha sido considerada en el
78,3% de los animales intoxicados. Este factor se vio negativamente
afectado por la aparicion de una plaga de topillo campesino en 2007
en Castillay Ledn que fue tratada de forma extensiva con rodenticidas
anticoagulantes en grano distribuido en superficie con abonadora
[35,36,43,54], lo que hizo que en ese afio (Figuras 1y 2) y en esa
Comunidad Autonoma (Tabla 1) aumentasen los casos de
intoxicaciones accidentales. Aunque los rodenticidas anticoagulantes
han sido detectados en algunos casos en cebos preparados
intencionadamente para matar depredadores [43], lo normal es que
los carnivoros silvestres, las rapaces diurnas y, especialmente, la
rapaces nocturnas (Tabla 2) resulten intoxicados de forma accidental
a consecuencia de la exposicion secundaria a cumarinas de segunda
generacion debido a la larga vida media de dichos compuestos en los
tejidos de depredadores y presas [8,43,55]. Una descripcion mas
detallada de los rodenticidas anticoagulantes detectados y sus
concentraciones presentes en la presente muestra puede ser
consultada en Sanchez-Barbudo y col. [43].

Enlas CCAAenlas que el IREC actiia como laboratorio de referencia
para los envenenamientos de fauna silvestre la intencionalidad de los
casos ha sido elevada (79,2-100%) y asociada al uso de venenos de
rapida accion neurotoxica (insecticidas anticolinesterasicos,
estricnina, organoclorados o a-cloralosa). Los carbamatos han
producido frecuentemente intoxicaciones, tanto intencionadas como
accidentales en fauna silvestre y doméstica [23,37,39,40,46,47]. En
el caso de los anticolinesterasicos (organofosforados y carbamatos)
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hemos observado que de los 483 animales intoxicados por dichos
compuestos, solo 10 (2,1%) resultaron expuestos accidentalmente.
Este dato contrasta con otros estudios llevados a cabo en aves rapaces
en Canadd y Estados Unidos, que observan un mayor grado de
intoxicaciones accidentales (34,9% y 24,7% respectivamente), y se
parece mas al valor observado en Reino Unido (4,9%) [13]. La
intoxicacion accidental por insecticidas anticolinesterasicos puede
ser debida a la ingestion de formulados en forma de granulado que las
aves granivoras pueden confundir con gastrolitos (“grit”) o semillas
[13,33,50,56], por el consumo de semillas blindadas con estos
insecticidas [29,51] o bien debido a intoxicaciones secundarias en
depredadores por el consumo de presas intoxicadas por las razones
descritas anteriormente [13,27].

La existencia de diferencias en los compuestos detectados en las
intoxicaciones entre las diferentes CCAA estudiadas debe ser tenida
en cuenta a la hora de gestionar y luchar contra las intoxicaciones
intencionadas y accidentales en los diferentes territorios espafioles.
Asi, por ejemplo, la mayor aparicion de estricnina en los animales y
cebos de Asturias que en otras CCAA deberia motivar una mayor
investigacion policial sobre la distribucion y uso de este alcaloide. La
estricnina ha sido ampliamente utilizada en Espafa con el fin de
envenenar animales [15,25,41,57], pero es en Asturias donde
actualmente persiste como veneno mayoritario asociado al control
ilegal de depredadores como el lobo. Por otra parte, los carbamatos en
la zona centro (Madrid y Castilla-La Mancha) se mantienen como los
principales compuestos usados ilegalmente para matar pequefios y
medianos depredadores en cotos de caza [58,59]. Este escenario
contrasta con la situacion observada en Aragon, en que predominan
las intoxicaciones de depredadores por organofosforados asociadas a
la cazay la ganaderia (p.e. envenenamientos masivos de buitres). Esta
diferencia puede ser debida a la disponibilidad de productos en
determinadas zonas, como puede ser el Valle del Ebro, que con una
mayor superficie de agricultura de regadio podria tener mas
accesibles diferentes tipos de organofosforados en comparacion con
la especializacion en el uso de carbofurano y aldicarb en los cotos de
caza menor de Castilla-La Mancha y Madrid. Por tltimo, en Catalufia
se observan algunos toxicos poco o nada detectados en otras CCAA,
como son la a-cloralosa y los barbituricos. La a-cloralosa se ha usado
junto con secobarbital en Cataluiia para controlar la expansion de
colonias de gaviota patiamarilla (Larus cachinnans) [60]. Las
intoxicaciones por barbitliricos en aves carroiieras se pueden dar por
el consumo de animales eutanasiados [61], sin embargo los casos
detectados en Catalufia han sido envenenamientos intencionados, e
incluso han sido detectados cebos preparados con dichos farmacos.
Una descripcion maés detallada de los compuestos detectados dentro
de cada uno de estos grupos de toxicos, sus concentraciones y los
efectos sobre biomarcadores serd publicada en proximos trabajos.

Lamayoria de los cebos analizados estaban preparados con carne, sus
derivados o despojos animales. El uso de carne cruda o directamente
de cadédveres de animales para preparar cebos envenenados se ha
utilizado ampliamente en todo el mundo [23,24,37,39,40]. En la
preparacion de dichos cebos se han empleado principalmente
productos como plaguicidas y biocidas que, en el momento de su uso
ilicito como veneno, ya estaban prohibidos para otras aplicaciones
legales [25]. Esto indica que determinados productos comerciales
con una alta riqueza de principio activo de baja DL;, habrian sido
seleccionados dado que se necesitaria poca cantidad de producto para
ser letal sin llegar a alterar las caracteristicas organolépticas del cebo.
Otro riesgo que conllevan estos productos comerciales con alta
riqueza de principio activo de baja DL, es que su almacenamiento
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con fines ilegales después de su retirada como plaguicidas o biocidas
podria verse facilitado por el poco espacio que ocupan cantidades que
permitirian seguir preparando cebos durante afios. En futuras
regulaciones de plaguicidas y biocidas se deberia tener en cuenta el
riesgo para la biodiversidad del uso ilegal en la preparacion de cebos
envenenados que comporta la comercializacion de formulados con
alta riqueza de ingredientes activos con baja DL, [25,62]. La
toxicovigilancia, tanto para el seguimiento de las intoxicaciones
accidentales como de las intencionadas en el medio natural, debe ser
mantenida o extendida a todas las CCAA espafiolas, sin dejar de
prestar atencion a los casos detectados en animales domésticos, que
como en este estudio se observa reportan un mayor porcentaje de
¢éxito en la deteccion de los toxicos y por lo tanto pueden ser buenos
centinelas del uso ilegal de venenos [63].
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Resumen: El Servicio de Atencion Toxicologica Veterinaria
(SATVe), localizado en la Facultad de Veterinaria de Lugo (USC),
tiene por funcion resolver problemas relacionados con la toxicologia
clinica veterinaria remitidos por los profesionales a través de
consultas mediante técnicas telematicas y analiticas. En el presente
trabajo se analiza la casuistica toxicoldgica del servicio durante el
periodo 2001-2007 en relacion con diversos aspectos: origen
geografico de la demanda, tipo de solicitud efectuada, usuarios
solicitantes, especies animales afectadas y toxicos implicados.
Respecto a la casuistica, aument6 considerablemente los primeros
afios, observandose posteriormente una tendencia al mantenimiento
de unos 100 casos anuales, siendo esta mayoritariamente procedente
de Galicia (92,2%), segun orden decreciente: Lugo > Pontevedra > A
Corufia > Ourense. La mayoria de las consultas se originaron por
profesionales veterinarios (71,6%) frente a la Administracion
(13,2%) y los particulares (12,3%). Los casos que mas se remitieron,
procedian de la especie canina (48,7%) seguido de la equina (12,3%),
ocupando los félidos la tercera posicion (8,4%). Respecto a las
analiticas, los toxicos mayoritariamente detectados (48%) fueron
estricnina, metiocarb y fenobarbital.

Palabras clave: Toxicologia clinica, origen geografico, usuario,
especie animal, toxicos.

Abstract: Analysis of the casuistry of the Service of Veterinary
Toxicology (SATVe) in the period 2001-2007. The function of the
Veterinary Toxicology Attention Service (SATVe), located at the
Veterinary School of Lugo (USC), is to solve questions of veterinary
clinical and analytical toxicology submitted by health professionals
through telematics consultations and to provides analytical
techniques. This work analyzes the toxicological casuistry of the
period 2001-2007 on different aspects: geographical origin of
consultations, type of request, requesting users, animal species
affected and toxic compounds involved. Regarding the casuistry,
significantly increased the first years, later observed an evolution to
the maintenance of about 100 cases a year, this being mainly from
Galicia (92.2%), according to the decreasing order: Lugo >
Pontevedra > A Coruiia > Ourense. Most queries were originated
from veterinary practitioners (71.6%) compared to government
agencies (13.2%) and private users (12.3%). Most of the cases
referreed, came from canines (48.7%), followed by equines (12.3%),
occupying the third place felines (8.4%). Regarding toxicological
analysis, the main toxic compounds detected (48%) were strychnine,
methiocarb and phenobarbital.

Keywords: clinical toxicology, geographical origin, user, animal
species, toxic compounds.
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Introduccion

La Toxicologia Veterinaria se centra en evaluar y paliar los efectos
negativos provocados por los compuestos quimicos mas variados
sobre las distintas especies animales (no s6lo domésticas, sino
incluso la fauna salvaje) que poseen un marcado interés para el ser
humano, ya sea afectivo o econdmico. Si a este hecho se afade la
posibilidad de realizar un seguimiento sobre el estado global del
medio ambiente (con su repercusion directa sobre el ser humano),
resulta evidente la importancia que esta rama de la Toxicologia posee
dentro del contexto general de las Ciencias Veterinarias. Asi, la
Toxicologia Clinica ha ido adquiriendo relevancia e imponiéndose en
el aprendizaje de la practica Veterinaria cotidiana. Sin embargo, las
intoxicaciones representan solo una parte de la actividad del clinico
veterinario, por lo que a este profesional le resulta muy dificil estar al
tanto de los nuevos conocimientos y avances cientificos en este
campo. Ademas, cuando existe una sospecha de intoxicacion, la
confirmaciéon diagndstica necesita un abordaje multiple,
considerando al animal no solo desde el punto de vista individual,
sino también como posible parte de un conjunto (ganado de renta,
criaderos, etc.) y, en todo caso, inmerso en un medio con el que
interactua[1].

Por ello, uno de los principales objetivos del Toxicologo Veterinario
es establecer una relacion directa y constante con los profesionales
clinicos, que le permita retroalimentarse de sus observaciones, lo que
hace de la Toxicologia una ciencia viva que se enriquece de casos
reales. En este sentido, cobra gran importancia el desarrollo de los
“centros antiveneno” o “centros antitoxico”, que ha permitido
responder regularmente a las demandas de los profesionales clinicos,
los ganaderos o duefios de mascotas, y los distintos estamentos
publicos con implicacion en las intoxicaciones animales.

El Servicio de Atencion Toxicologica Veterinaria, de la Facultad de
Veterinaria de Lugo (Universidad de Santiago de Compostela)-
Fundacion Hospital Clinico Veterinario Rof Codina, nace en 2001
con el objetivo de ofrecer al publico en general soluciones en el
campo de la toxicologia veterinaria, entre las que se incluye: facilitar
informacion acerca de los compuestos quimicos y sus dosis toxicas
(seglin las especies de interés en la practica veterinaria), los riesgos
derivados de su abuso (accidental o no), los diversos antidotos y
tratamientos (especificos o sintomaticos) que puedan instaurarse,
etc., y actuar como laboratorio cuyas determinaciones analiticas,
permita la confirmacion de aquellos cuadros clinicos en los que exista
sospecha del xenobiotico causante de la etiologia.

El objetivo de este trabajo es evaluar la informacion toxicologica
completa (consultas y analiticas toxicologicas) recabada a través del
SATVe durante el periodo 2001-2007 sobre las principales
intoxicaciones animales, atendiendo a diferentes criterios que ayuden
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alainterpretacion de la casuistica.

Material y métodos

El adecuado funcionamiento del SAT Ve, se asienta en dos grandes
modalidades de trabajo y por ello el estudio de los resultados
obtenidos en el periodo 2001-2007 se ha efectuado atendiendo a esa
estructura; por un lado la seccidén de apoyo informativo toxicoldgico
con metodologia clinica, y por otra parte, la seccion con metodologia
de analitica quimica.

En este trabajo se plantea el analisis detallado y la evolucion de la
casuistica toxicoldgica referida al Servicio, atendiendo a diversos
criterios de interpretacion:

-tipo de demanda (consulta informativa —analisis quimico),
-evolucion temporal del numero de casos,

-origeny distribucion geografica,

-principales demandantes del servicio,

-especies animales mas afectadas 'y

-principales toxicos detectados.

Respecto al procedimiento analitico, los materiales bioldgicos que
con mas frecuencia se reciben en el laboratorio cuando existe
sospecha de intoxicacion, dependiendo de si el animal esta vivo o
muerto, son: orina, sangre o suero, vomito, contenido o lavado
gastrico/ruminal, pelo/lana, faneras, saliva, cebos o alimentos
sospechosos, visceras, etc. En general, se remiten dichas muestras de
acuerdo con un seguimiento adecuado, y proporcionando la mayor
cantidad posible con el fin de, al menos, poder orientar la
investigacion hacia alguna de las grandes familias de toxicos
existentes [1]. Los métodos analiticos aplicados en el SATVe
dependen de la naturaleza del toxico; asi los toxicos mas volatiles
(alcoholes, hidrocarburos aromaticos o monodxido de carbono)
requieren procedimientos analiticos especiales, distintos de los
necesarios para identificar compuestos quimicos organicos
(plaguicidas, micotoxinas, medicamentos, etc.), o toxicos
inorganicos (metales, aniones). En este sentido, se pueden diferenciar
varias etapas que se realizan en el SAT Ve, tales como pretratamiento
de las muestras, extraccion/purificacion y técnicas de cribado o
aproximacion, para finalizar con técnicas analiticas confirmatorias.
Entre las técnicas confirmatorias mas utilizadas estan:

-Espectrometria de masas (MS, técnica de identificacion) y las
técnicas instrumentales de separacion acopladas a ella, como
cromatografia de gases (GC) o cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC o LC), para identificar compuestos organicos.

-Espectrometria de emision atdmica con acoplamiento a la
espectrometria de masas (ICP-MS), espectrometria atomica con
acoplamiento de plasma inducido (ICP-OES) o voltamperometria
para compuestos inorganicos (metales).

-Espectrofotometria VIS/UV para identificar diversos compuestos
tanto organicos (herbicidas) como inorganicos (nitratos), o para
efectuar valoraciones indirectas de compuestos organicos por
induccion o inhibicién enzimatica, etc.

Resultados y discusion

Teniendo en cuenta los diversos aspectos de este estudio,
anteriormente mencionados, se muestran los resultados obtenidos.
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1. Distribucion de los casos segun el tipo de demanda: consultas y
analiticas.

Con respecto a la solicitud del servicio, en general, el numero de
consultas fue superior al de demanda de andlisis. Sin embargo,
teniendo en cuenta que en una consulta se suele solicitar una tnica
informacion (por ejemplo, vida media de un compuesto, tratamiento
de una determinada intoxicacion, etc.), la resolucion de un caso que
conlleve una analitica, implica el estudio de una media de 3 muestras
diferentes, y por tanto el computo final de las analiticas tiene un peso
real mucho mayor que las consultas, dentro de la labor efectuada en el
SAT Ve (Figura 1).
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Figura 1. Evolucion anual del numero total de casos, consultas
recibidas y analisis toxicologicos realizados en el SATVe, en el
periodo 2001-2007.

2. Evolucion anual del numero total de casos:

Consultas y analiticas.

Desde su creacion en el ano 2001, el SAT Ve ha registrado un total de
mas de 500 casos, incrementandose notablemente su actividad, sobre
todo en la sociedad gallega. De hecho, la evolucion anual global del
numero de casos recibidos muestra un aumento aproximado del 70%,
incrementandose de 36 a 117 casos. Este aumento se observa, sobre
todo, en los primeros afios de funcionamiento; asi, en 2004 se duplico
el numero de casos con respecto al afo anterior. Posteriormente,
tiende a mantenerse en torno a una cifra total de 100 casos por afio
(Figura 1), siendo superior a la tendencia reflejada por otros Servicios
de Toxicologia Veterinaria similares [2].

En la evolucion del nimero de consultas y de analiticas (Figura 1), se
puede apreciar un pico asociado al afio 2004, correspondiente a
consultas. Esta evolucion puede explicarse por las labores de
promocion del Servicio, que se realizaron exclusiva e intensamente
en los dos primeros afios de su funcionamiento (2001 y 2002).
Durante este periodo, a medida que se iba teniendo conocimiento de
la existencia del Servicio, de forma directa, crecia el nimero de casos
registrados y, posteriormente mediante el procedimiento del “boca a
boca”, esta tendencia se mantuvo hasta el pico alcanzado en 2004.
Posteriormente, se consolidé un nimero mas o menos constante de
usuarios que conocian y utilizaban el Servicio, y asi se incremento6 de
12 consultasen2001 a57 en2007.

Con respecto a la evolucion anual de las solicitudes de analisis
(Figura 1), existe una clara tendencia ascendente, practicamente
lineal, con un incremento del 80% (12 casos en 2001, 60 en 2007)
desde el inicio del funcionamiento del SAT Ve.
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Distribucidn estacional/mensual.

En general, se produce un descenso del nimero de casos en verano,
contrastando con el pico que aparece en primavera (Figura 2) que
podria relacionarse con los tratamientos fitosanitarios mas
frecuentes. Asi mismo, la frecuencia maxima observada en invierno
en las consultas de la especie canina, podria atribuirse a los
tratamientos rodenticidas aplicados en los edificios.
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Figura 2. Distribucion mensual acumulada de los casos
toxicologicos remitidos al SATVe, en el periodo 2003-2007. Las
barras representan el niimero de casos totales acumulados en el mes
indicado, entre los afios 2003 y 2007.

Esta distribucion temporal del niimero de casos es similar a la
mostrada por el Servicio homdlogo de la Universidad de Murcia, en
donde, para el periodo 1992-2002, el menor nimero de casos también
se produjo en verano (6%), y la mayor frecuencia se registr6 en
invierno (40%), seguido de primavera (32%) y otofio (22%) [3,4].

3. Origeny distribucion geografica.

La implantacion del SAT Ve ha sido relevante para el conjunto de la
sociedad gallega, pues esta originé el 92,2% del total de casos (Figura
3). Pero también se han registrado casos procedentes de diversos
puntos de la peninsula (7,1% del total de casos), destacando por su
relevancia numérica, los procedentes de Alicante, Valencia, Asturias
y Madrid, e incluso se han recibido consultas desde mas alla de
nuestras fronteras de Cuba, Portugal y Uruguay (0,7%).
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Figura 3. Numero total de intoxicaciones remitidas al SAT Ve, en el
periodo 2001-2007, segtin la procedencia geografica.

En el ambito territorial de la Comunidad Auténoma de Galicia, Lugo

es la provincia desde donde mas casos fueron remitidos, un 39,4%,
seguida por Pontevedra y A Corufia, con un 25,9 y un 22,0%,
respectivamente, y, finalmente, Ourense, con alrededor del 13%. El
mayor numero de casos remitidos desde Lugo sobre el conjunto
gallego, podria atribuirse a la coincidencia geografica de la Facultad
de Veterinaria de laUSC.

Esta distribucion era la esperaba, dado que las labores de promociony
difusion del Servicio se circunscribieron exclusivamente a Galicia.
Posteriormente, la existencia del Servicio se iria conociendo en las
zonas limitrofes de nuestra Comunidad Auténoma, repercutiendo en
la recepcion de algunos casos, y ampliandose, a partir de 2003, el
conocimiento de dicho Servicio al resto del territorio nacional, asi
como a Portugal e Iberoamérica.

El reparto de los casos procedentes de la zona rural y urbana depende
de la especie, asi, se puede observar que los canidos presentan una
distribucion mas homogénea entre ambas zonas, mientras que el
numero de casos referidos al gato se originan mayoritariamente en las
zonas urbanas. Esto podria explicarse porque el perro es un animal de
compaiiia en los dos ambitos, mientras que el gato (a pesar de ser muy
habitual en el medio rural) es considerado como animal de compaiiia
casi exclusivamente en las ciudades. Lejos de relacionarse con el
numero de animales existentes de cada especie, el mayor nimero de
intoxicaciones en perro se originaria tanto por la elevada exposicion a
plaguicidas, ligado al lugar donde viven (proximidad a cultivos
tratados y lugares de almacenamiento de estos productos), como al
caracter de esta especie animal mas dependiente del hombre,
facilitando que se detecte al animal enfermo [5]. Los casos remitidos
por intoxicacién de gatos en zona rural son minoritarios debido a
diversos factores, tanto porque no suelen ingerir los materiales que se
encuentran (sobradamente es conocido su caracter mas esquivo y
desconfiado), evitando las intoxicaciones, como por su modo de vida
vagabunda en estas zonas y su tendencia a esconderse en cuanto se
encuentran enfermos, impidiendo su localizacion y, por lo tanto, se
remiten menos casos de intoxicacion en ellos [5]. En consecuencia, el
gato parece, pues, menos atendido en la zona rural que el perro. Para
el resto de las especies, practicamente todos los casos de intoxicacion
tienen origen en la zona rural.

4. Principales demandantes del Servicio.

Los profesionales clinicos veterinarios (PCV) son los principales
usuarios del Servicio de Atencion Toxicologica Veterinaria (SAT Ve),
conun total de 324 casos, lo que representaun 71,6% de los 452 casos
totales (Tabla 1). Dentro de este grupo, se diferencia
mayoritariamente los profesionales clinicos de ejercicio libre (CL)
con 283 casos (85%) del total de demandas de los PCV (61% del total
de casos), y aquellos que prestan sus servicios en el Hospital Clinico
Veterinario-Fundacion Rof Codina (HCV-FRC, nombrados como
FRC), que generan un numero inferior de casos (41 casos, 12,6% del
total de PCV, 9% del total de demandantes).

Las distintas administraciones (A) y los particulares (P) ocupan el
segundo y tercer lugar en niimero de casos remitidos 60 y 56 casos,
respectivamente, con un porcentaje bastante similar (13,2 y 12,3%).
Hay que tener en cuenta que el particular se asocia inevitablemente al
PCV, en la mayoria de las ocasiones, puesto que, si el animal muere,
es el profesional el que realiza las actuaciones en el cadaver y quien
remite las muestras al laboratorio. En las intervenciones sin
mortalidad, particular y PCV también suelen estar asociados, porque
el veterinario concreta los sintomas y emite las hipotesis generales de
partida para el diagndstico. En ambas situaciones se registra el
profesional clinico de contacto como demandante del Servicio.
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Tabla 1. Identificacion de los principales demandantes de
informacion y demandantes de andlisis en intoxicaciones remitidas
al SATVe, en el periodo de 2003 a 2207.

INFORMACION ANALISIS
DEMANDANTE ‘ Total ‘ Porcentaje DEMANDANTE ‘ Total | Porcentaje
FRC 18 83 FRC 23 9,8
CL 161 74,5 CL 122 51,7
TOTAL PCV 179 82,9 TOTAL PCV 145 61,4
J 0 0,00 J 3 1,3
MA/S 0 0,00 MA/S 49 20,8
MR 0 0,00 MR 3 1,3
Pe 1 0,46 Pe 4 1,7
TOTAL A 1 0,5 TOTAL A 59 25,0
TOTAL P 36 16,7 | [ TOTAL P [ 20] 8,5
AD 0 0,00 AD 3 1,3
Coo 0 0,00 Coo 4 1,7
Fac 0 0,00 Fac 2 0,9
700 0 0,00 Zoo 3 1,3
TOTAL O 0 0,00 TOTAL O 12 5,1

PCV: Profesional Clinico Veterinario; FRC: Hospital Clinico
Veterinario-Fundacion Rof Codina; CL: Otro Profesional Clinico
Libre.

A: Administracion; J: Juzgado; MA: Medio Ambiente; MR: Medio
Rural; Pe: Pesca.

O: Otros; AD: Asociacion de Defensa Animal; Coo: Cooperativas;
Fac: Facultad de Veterinaria; Zoo: Zoologico.

P: Particular.

En el apartado de Administraciones, la principal demandante del
Servicio con 49 casos es la Conselleria de Medio Ambiente e
Desenvolvemento Sostible (83,1% de las demandas dentro del grupo
de Administracion, lo que supone un 20,8% de las demandas totales).
Las demas secciones de la administracion son el SEPRONA, la actual
Conselleria de Pesca e Asuntos Maritimos, los juzgados y la
Conselleria de Medio Rural. El escaso niimero de solicitudes por el
SEPRONA (1,8%) se explicaria porque, normalmente, ese Servicio
remite para su analisis al SATVe so6lo aquellas muestras objeto de
denuncia.

Elmenor nimero de casos, aparece en el grupo denominado Otros (12
casos, 2,7%), que incluye tanto cooperativas, como asociaciones de
defensa animal, zooldgicos y, finalmente, la Facultad de Veterinaria
(departamentos sin representacion en el HCV-FRC).

Principales solicitantes de informacion: consultas.

Con respecto a los demandantes de informacién consideradas
consultas (Tabla 1), se ha adoptado, como criterio, incluir aquellos
casos que implican Unicamente consultas toxicologicas, y se
excluyen aquellos en los que se demanda también el servicio de
analisis toxicologico. Asi, destaca la enorme importancia del grupo
de PCV, con 179 (82,9% del total), en concreto los CL con 161
(74,5%) son los que solicitan la mayoria de las consultas frente a los
FRC con 18 (8,3%). A este grupo le sigue el de particulares, con 36
(16,7%), y s6lo un 0,5% de las consultas fueron formuladas por las
administraciones. El grupo “Otros” no tiene representacion en el
apartado de consultas.

Principales solicitantes de andlisis toxicoldgicos.

Entre los demandantes de analiticas toxicologicas (Tabla 1), la
distribucién es similar al de casos totales, siendo el orden de
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importancia segiin el niimero de solicitudes: profesionales clinicos
veterinarios > administraciones > particulares > otros.

Finalmente, se observa la distribucion de demandantes,
diferenciando dentro de los casos totales, los casos que implican
unicamente consultas y aquellos en los que Unicamente se solicitan
analiticas toxicologicas (Tabla 1). Se puede observar que, en el total
de casos, la cifra de solicitudes del Servicio para los particulares es
algo inferior (56 casos) a la de las distintas administraciones (60
casos). Se explica porque las administraciones s6lo demandan los
servicios analiticos del SAT Ve en caso del hallazgo de algiin cadaver
(mayoritariamente perros de caza) o de supuestos cebos
envenenados. Asi, un 25% de las solicitudes de analisis son realizadas
por las administraciones (Medio Ambiente mayoritariamente, con un
20,8% del total), mientras que so6lo originan un 0,5% de las consultas.
En cuanto a los particulares, ocurre lo contrario, es decir, s6lo algunos
particulares ante una sospecha de intoxicacion de un animal, envian
directamente sus muestras para la realizacion de analisis (8,5% del
total de analiticas) sin recurrir al veterinario, siendo mayor la
proporcion de los que realizan alguna consulta (16,7% del total de
consultas).

En el Servicio homoélogo francés situado en la ciudad de Lyon
(CNITV), hasta el afio 2001 el orden de demandantes de analisis
segun el nimero de casos difiere en que los particulares son los
demandantes mayoritarios, seguidos de los PCV; en tercer lugar se
situan los laboratorios (inexistentes como demandantes del SAT Ve)
y, por tltimo, las Facultades de Veterinaria [6]. No se hace referencia
a las administraciones ni a otros colectivos, por lo que se supone que
no son usuarios de este Servicio. Sin embargo, se observa una clara
evolucion de esta casuistica, de forma que ya en el afio 2004 los PCV
constituyen el 75% de las consultas en el servicio galo, los
propietarios de animales (sean estos de compafiia o produccion) el
20%, y la administracion el 5% de las consultas [7]. Destacan,
también, las consultas realizadas por centros de Toxicologia humana,
especialmente en nifios afectados por exposiciones a productos
veterinarios, que no se presentan en el SAT Ve.

5. Especie animal.

Evolucion de casos por especie animal/cebo

Considerando el grupo de las aves (incluyendo las salvajes), el
numero de muestras anuales se mantuvo practicamente constante en
4-5, excepto los dos primeros afios (2001 y 2002).

En general, con respecto a la fauna salvaje, de no haber ningtin caso
en 2001 se remitieron 15 en 2006 y 9 en 2007 (incluyendo aves y
peces). Por otra parte, la frecuencia de casos constituidos por cebos,
también, sufre un incremento de 0 en 2001 a 6 en 2006, continuando
esta tendencia al alza, registrandose 13 casos en 2007.

El niimero de casos remitidos por la Administracion, considerando
conjuntamente fauna salvaje y cebos, experiment6 un incremento de
2 casos en 2001 a 22 en 2007, siendo mayoritarios los analisis
relativos alos cebos.

Los casos relativos a los équidos y los denominados como “otra” (sin
relacion especifica con una determinada especie animal), no permiten
extrapolaruna tendencia clara.

Considerando los rumiantes, los bévidos ocupan la primera posicion
en cuanto al nimero de casos, manteniéndose practicamente
constantes durante los afios (10-13 casos/afio, a excepcion de 2004 en
el que se reciben 17). La relacion ovidos/capridos es de 3 a 1. Los
capridos suponen una minima aportacion al nimero total de casos,
siendo solo 5 en todos los afnos de estudio, mientras que los dvidos
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experimentan un aumento constante, hasta 6 casos en 2007. Con
respecto a los bovidos, el 87,8% de los casos analiticos proceden de
Lugo, seguido de A Corufia, Pontevedra y Ourense con porcentajes
muy inferiores.

Respecto a los carnivoros domésticos (perros y gatos), mientras los
gatos muestran una frecuencia constante (9 en 2001 a 11 en 2006 y
2007), los perros presentan, en general, una clara tendencia al
aumento, elevandose las cifras de 21 en 2001 a 43 en 2006 y 56 en
2007, con un gran pico (69 casos) en 2004. Los canidos originan el
mayor nimero de solicitudes de andlisis en tres de las cuatro
provincias: A Corufa, Ourense y Pontevedra, solo superados por los
boévidos en Lugo, que originan el 14,2% del total de los casos
analiticos frente al 10,2% de los originados por los cénidos. El
numero de casos concerniente a los gatos (mas bajo de lo que se podia
esperar por el nimero de animales existentes) esta ligado tanto a su
mayor prudencia como a su especial comportamiento
(escondiéndose), que dificulta, como ya se menciond, su
descubrimiento cuando estan enfermos. Esta circunstancia se da en el
ambito de poblaciones rurales o pequefias, en las que el gato suele
vivir de una forma asilvestrada [5]. De hecho, en otros centros de
atencion toxicoldgica veterinaria mas urbanos, como el CNITV
francés, la situacion, aunque mas igualada entre estas dos especies, es
contraria, siendo el gato el que origina frecuentemente las solicitudes
de analisis post-mortem (83,2%) frente al perro (77,2%) [6].

Distribucién de casos por especie animal/cebo

La Figura 4 recoge la distribucion de casos segtin las especies y cebo.
La gran diferencia que existe entre la frecuencia de casos
toxicologicos originados por la especie canina (48,7%) y la bovina
(1,3%) parece una incoherencia al considerar la importancia relativa
y absoluta de las actividades ganaderas en nuestra Comunidad
Autéonoma de Galicia. Sin embargo, podria explicarse por algunas
consideraciones que excluyen el punto de vista de la Toxicologia
Veterinaria, como es la relacion coste-beneficio. Ya que si bien para
un animal de compafia el desembolso asociado a un cuadro
toxicologico suele ser aceptable, no ocurre lo mismo con los animales
de renta o produccion, impidiendo que muchos de los casos existentes
en estos animales lleguen a ser registrados y tratados adecuadamente
porel SAT Ve.
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Figura 4. Distribucién de los casos toxicoldgicos por especie
animal/cebo dirigidos al SAT Ve, en el periodo 2001-2007.

Con respecto a la diferencia entre el nimero de casos originados por
las especies canina (48,7%) y felina (8,4%), podrian citarse como
causas el distinto comportamiento y/o domesticacion de ambas
especies [3,8].

Segun datos relativos al CNITV francés [6], los perros originan
también el mayor nimero de casos, un 35,7%, y los gatos se sitlian en
tercera posicion originando un 10,9%, apareciendo en segundo lugar
la categoria "otra", que hace referencia a todos los casos recibidos sin
intoxicacion animal conocida, incluidos los supuestos cebos
envenenados.

Sin embargo en el SAT Ve, los cebos son considerados como un grupo
independiente, y con el 6,0%, fueron el cuarto grupo en importancia
seglin el numero de casos originados por si solos.

En trabajos recientes [9,10], acerca de la realidad de las
intoxicaciones animales en 5 paises de la Union Europea, se muestra
que la especie implicada en el mayor nimero de casos es también la
canina, seguida de la felina y, con casuistica menor, la bovina.

En estos trabajos destacan tanto el elevado niimero de casos de los
canidos (83,6%) en el centro antiveneno de Milan (CAV), como el
menor porcentaje de los casos de la especie bovina, ya que salvo en el
Laboratorio de Toxicologia de la Universidad de Gante (18%), en los
otros centros citados, el porcentaje es mucho menor que el observado
enel SAT Ve (12,3%).

También existen diferencias en cuanto a la fauna salvaje, aunque
habria que tener en cuenta la diferente importancia de las especies
incluidas en este epigrafe, sobre todo las aves, que constituyen un
26,5% de los casos de fauna salvaje en el SAT Ve, observandose un
porcentaje mucho mayor tanto en informes de la ENVL (Ecole
Nationale Vétérinaire de Lyon) [11], con un 43,9%, como en datos
mas recientes acerca de 5 paises de la UE en los que se muestra que las
aves suponen un 57% del total de casos de fauna salvaje [12]. Aunque
estas cifras pueden ser solo la punta del iceberg, porque se estima que,
en general, solo se detectan entre el 5 y el 15% de los casos reales de
envenenamiento enaves [13].

6. Principales toxicos detectados

En la mayoria de las solicitudes de analisis no se adjuntaba ninguna
especificacion acerca de algln téxico o grupo de toxicos sospechado,
de tal forma que solo el 6,3% del total de las solicitudes de analisis
aportaban una sospecha concreta, incluyendo aquellos casos en los
que el agente sospechoso era un farmaco (normalmente
sobredosificacion).

Practicamente la mitad de las analiticas positivas (48%) entre los afios
2003-2007 corresponden a dos toxicos: estricnina y metiocarb, y un
farmaco: fenobarbital (Figura 5). Otro barbitirico, pentobarbital,
junto con aldicarb, micotoxinas y el metal plomo, fueron detectados
de forma similar en un 4% de los analisis. A continuacion, con similar
frecuencia de aparicion (3%), se sittian carbofurano, cloralosa, cobre,
nitratos y nitritos, y warfarina, asi como el farmaco ibuprofeno.
Finalmente, con un 1% de deteccion, se encuentran metales como
zinc y cadmio, o compuestos organicos, tanto toxicos (allethrin,
benzalconio, carbamazepina, etc.), como farmacos (metamizol,
ketamina, etc.).

También se puede constatar que los toxicos detectados de forma
constante y con tendencia al alza a lo largo de los afios (Figura 6) son
tres: cobre, micotoxinas y estricnina. La estricnina evoluciona con el
paso de los afios: 16% de las analiticas positivas en 2001-2002 [14],
32% en 2003-2006, y 35% en 2007, debido, probablemente, al
aumento de remision de muestras mas especificas y mejor
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seleccionadas. También tienden a incrementarse las analiticas de
micotoxinas: 3% de los toxicos detectados en los dos primeros
periodos (2001-2002, 2003-2006) y 6% en el tercer periodo (2007).
El cobre no muestra una tendencia clara, disminuye del primero al
segundo periodo del 8 al 2%, y aumenta en el ultimo (6%).

1%: Allethrin, Benzalconio,
Cadmio, Carbamazepina,
Diazinon, lonol, Ketamina,
Metamizol, Metenamia, Zinc,
etc.
S

3%: Carbofurano, Cloralosa,
Cobre, Ibuprofeno,
nitratos/nitritos, Warfarina.

4%: Plomo
4%: Micotoxinas

34%: Estricnina

Figura 5. Toxicos detectados en los analisis realizados en el SAT Ve,
en el periodo 2003-2007.
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Figura 6. Principales toxicos detectados en las analiticas realizadas
porel SAT Ve, en el periodo 2001-2007.

En este trabajo, los analisis de micotoxinas se incrementan,
contrastando con lo observado en el CNITV, donde se detectaron
0,4% en bovidos y 1,2% en 6vidos durante un periodo de 11 afios
(1991-2001) [15].

Durante los dos ultimos periodos (2003-2006 y 2007) se observa una
ampliacion de toxicos detectados (aldicarb y carbofurano) y
farmacos de la familia de los barbitiricos (fenobarbital y
pentobarbital). Tanto aldicarb como carbofurano aumentan del 3,2%
y el 1,6%, respectivamente, de media en el periodo 2003-2006, al
5,9% del total de toxicos detectados en 2007. Los barbituricos, sin
embargo, aumentan de una forma mucho mas considerable,
incrementandose el pentobarbital del 1,6% al 11,8% en el ultimo afio,
ydel4,8% al 17,7% el fenobarbital.
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En Francia, tanto en cebos como en fauna salvaje se aprecian datos
diferentes. Respecto a los cebos, aunque éstos aparecen con
anticoagulantes y cloralosa, la mayoria de ellos presentaban
inhibidores de las colinesterasas, mientras que en el SAT Ve, el toxico
mayoritariamente encontrado en los cebos fue estricnina, seguida de
barbitaricos. Considerando la fauna salvaje (mamiferos), mientras en
Francia los toxicos mas detectados fueron los anticoagulantes y los
inhibidores de las colinesterasas [16], en el SAT Ve se detectaron a
partes iguales, estricnina, fenobarbital y aldicarb.

Los plaguicidas anticolinesterasicos, también, constituyen los
principales causantes de intoxicaciones en fauna salvaje (sobre todo
aves) en otros paises y Comunidades Autéonomas [12,13,17-22].
Entre 2002 y 2006, en Extremadura, dos plaguicidas del grupo de los
carbamatos fueron los responsables del 80% de los casos positivos,
aldicarb y carbofurano, que fueron detectados en el 47 y 33%,
respectivamente, de los casos [23]. Esta diferencia con los resultados
obtenidos por el SATVe, posiblemente sea debida a la distinta
aplicacion/control de las normas legales y el programa Antidoto, asi
como a la distinta importancia que en ambas Comunidades tiene el
sector de la caza, etc., concretamente en Galicia, no existe gran
conflicto entre el hombre y la fauna salvaje por la depredacion del
ganado [24].

Con respecto a la estricnina, los resultados obtenidos en este trabajo
discrepan de los aportados por otros autores. Por ejemplo, en el
Portland Veterinary Emergency Center del estado de Oregén en
Estados Unidos, la estricnina aparece en las intoxicaciones de perros
en minimas cantidades. Lo mismo ocurre en el resto de Europa para la
fauna salvaje, donde la estricnina, aunque aparece, esta
disminuyendo su frecuencia y no es mayoritaria [25].

Considerando por separado las tres grandes categorias de toxicos
establecidas para abordar el presente estudio: plaguicidas, farmacos 'y
otros toxicos; los plaguicidas suponen el 81,3% de los toxicos
detectados en los cebos y el 69% de los detectados en perro, superior
al que reflejan los datos del CNITV (55,5%) [5] y del centro de
Portland (36,3%) [25]. Pero en Francia se confirma la intoxicacion
por plaguicidas en gatos en un 43,4% de los casos, mientras que no se
encuentra ninglin positivo para esta especie en el SAT Ve.

En este estudio, los farmacos fueron los responsables del 100% de los
casos positivos en gatos. En los canidos se han detectado en el 23,8%
de los analisis realizados y en los cebos en el 18,8%, no siendo
encontrados en otras especies.

Con respecto al bloque denominado otros toxicos, en la especie
bovina se identific6 el mayor numero de los toxicos englobando entre
ellos: nitratos y nitritos, cobre y plomo, micotoxinas, y plantas, que
suponen en conjunto el 88,9% de los analisis positivos en esta
especie.

Conclusiones

A la vista de los resultados obtenidos, en relacion a los items
estudiados puede concluirse: el niimero total de casos recibidos en el
Servicio de Atencion Toxicoldgica Veterinaria (SATVe) durante el
periodo 2001-2007 aumentd considerablemente en los primeros
afios, observandose posteriormente una tendencia al mantenimiento
anual, siendo la Comunidad Auténoma de Galicia la que origin6 el
mayor porcentaje de casos (92,2%), ocupando la provincia de Lugo la
primera posicion. Los profesionales clinicos veterinarios (PCV)
fueron los principales demandantes del SATVe frente a la
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Administracion y los particulares. Los casos que mas se remitieron,
fueron de la especie canina seguido de la equina, ocupando los félidos
la tercera posicion. Respecto a las analiticas, los toxicos
mayoritariamente detectados fueron: estricnina, metiocarb y
fenobarbital.
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Resumen: Las intoxicaciones por arsénico en los animales
domésticos han sido una de las principales causas de intoxicacion,
especialmente en el ganado vacuno, aunque han ido disminuyendo
desde la prohibicién de muchos de sus compuestos y actualmente son
anecdoticas. En este trabajo se presenta un caso de intoxicacion
intencional en ganado vacuno ocurrido en una explotacion de
Barruecopardo (Salamanca). Siete vacas nodrizas se vieron
afectadas, muriendo cuatro de ellas, con un cuadro caracterizado por
apatia, postracion, pérdida de apetito, intensas diarreas, normotermia
y disnea. En la necropsia se observaron fendmenos congestivos y
equimosis en corazon y aparato digestivo, y Glceras perforantes en la
pared del abomaso. Ante la sospecha de una posible intoxicacion por
arsénico, se analizaron muestras de higado y rifion encontrando unos
niveles de 13,57 y 8,65 mg/kg respectivamente, que confirmaron el
diagnostico clinico inicial. Un polvo grisaceo, insoluble en agua, que
contenia arsénico en una proporcion del 65,24 % (652,4 x 10° mg/kg)
habia sido depositado intencionadamente en el suelo donde se
colocaba el alimento para el ganado. En el mismo cercado se produjo
la muerte de 15 ovejas con un cuadro clinico similar. Este articulo
resulta especialmente interesante debido a la ausencia de casos
intencionados confirmados de intoxicacion por arsénico en
rumiantes. Se incide en la importancia del peligro de los residuos
abandonados de mineria cuando el arsénico es uno de los
subproductos comerciales obtenidos.

Palabras clave: intoxicacion, vacuno, arsénico, residuos, mineria

Abstract: Risks of mining residues: intentional inorganic arsenic
poisoning in cattle. Arsenic has been a major cause of poisoning in
domestic animals, especially in cattle, though it has been declining
since the ban of many of its compounds. Incidents are anecdotal
today. This paper reports a case of intentional poisoning in cattle
occurred in a farm in Barruecopardo (Salamanca). Seven adult cows
were affected. Four died, with a condition characterized by apathy,
prostration, loss of appetite, severe diarrhea, normothermia and
disnea. At necropsy, congestion and ecchymosis in heart and the
digestive system and perforating ulcers in the abomasal mucosa were
observed. Arsenic poisoning was suspected and liver and kidney
samples were analyzed. High arsenic levels (13.57 and 8.65 mg/kg,
respectively) were detected, thus confirming the clinical diagnosis. A
grey powder, insoluble in water, and containing arsenic in a
proportion of 65.24% (652.4 x 10’ mg/kg), had been intentionally
poured in the field where cattle were routinely fed. Fifteen sheep died
in the same enclosure showing similar symptoms. This article is
especially relevant due to the gap of confirmed intentional cases of
arsenic poisoning in ruminants. The risk due to residue mining with
high content of arsenic is highlighted.

*e-mail: solertox/unex.es

Keywords: poisoning, cattle, arsenic, residues, mining

Introduccion

El arsénico es un metaloide o semimetal muy abundante en la corteza
terrestre, donde estd presente en diversos minerales (menas). Su
presencia en las rocas naturales hace que en la fundiciéon de los
minerales, tras su extraccion minera, se forme sobre todo arsénico
elemental y trioxido de arsénico [1-4].

El hombre ha utilizado a lo largo de la historia distintos compuestos
de arsénico, sobre todo los 6xidos, arsenatos y arsenitos, con diversos
fines como insecticidas, herbicidas/defoliantes, conservantes de
madera, en bafios insecticidas para el ganado, en cebos contra las
hormigas o roedores, e incluso con fines medicinales y como aditivos
en piensos animales [1-3,5].

Se trata de un elemento de conocida toxicidad desde muy antiguo y
que es responsable de intoxicaciones en personas y animales, tanto
grandes como pequeiios [2,6]. Los casos mas frecuentes en animales
estan relacionados con la exposicion accidental a antiguos sacos de
plaguicidas arsenicales (fungicidas, herbicidas, insecticidas,
rodenticidas), a suelos o aguas contaminados por actividades
antropogénicas (pozos de sondeo, mineria, plaguicidas,
semiconductores, aleaciones, industrias del vidrio, quimica, etc.), por
bafios antiparasitarios e incluso por la ingestion de cebos
envenenados [3,6-9].

El sindrome toxico que se presenta varia en funcion de la forma
quimica del arsénico, de la duracion y dosis de exposicion. Los
arsenicales inorganicos y trivalentes organicos originan un sindrome
caracterizado por un grave efecto gastrointestinal (dolor abdominal,
atonia y diarrea) y sobre los capilares, con debilidad, ataxia, decubito
y shock, mientras que los arsenicales organicos pentavalentes suelen
originar un sindrome neurologico [2,8-10].

Esta intoxicacion ha sido una de las mas frecuentes en los animales,
especialmente en vacuno [2,8,11], unicamente superada por el plomo
[5], aunque actualmente es rara [4,12-14] debido al descenso del uso
de estos compuestos, sobre todo en sus diversas variantes como
plaguicidas, que han sido prohibidos por su peligrosidad directa y su
persistencia en el medio ambiente. Por ello, es interesante el
conocimiento de casos actuales, y en zonas concretas de Espaia que
posiblemente puedan originar otros casos con posterioridad.

En este trabajo presentamos un caso clinico diagnosticado de
intoxicacién intencional por arsénico inorganico en vacuno,
relacionada con la colocacion en la zona de alimentacion de los
animales de residuos de mineria incontrolados con un alto contenido
en arsénico.
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Caso clinico

El caso clinico ocurrié en un cercado de una explotacion bovina del
término municipal de Barruecopardo (Salamanca) en septiembre de
2008, en el que estaban alojadas 15 vacas, la mayoria en distintos
estadios de gestacion. En ese momento los animales se alimentaban
del pasto y recibian una suplementacion a base de forraje que era
depositado a mano en una zona concreta mas compactada del
cercado. Una manana, el propietario halla muertas a 4 vacas, y otras 3
estaban afectadas mostrando como sintomas mas evidentes apatia,
postracion, pérdida de apetito, intensas diarreas, normotermia en fase
terminal y ligera disnea. Tras el aviso a un veterinario clinico, éste
inicio el tratamiento de los tres animales afectados, ante la sospecha
de una posible intoxicacion, con la administracion i.m. de betaina
glucuronato y etanolamida glucoronato (Norepar"), indicado como
hepatoprotector y en las intoxicaciones al favorecer la
glucuronidacion de compuestos toxicos. Igualmente les administro el
antibacteriano marbofloxacino (Marbocyl BovinoS®) ante la
posibilidad de tratarse de un proceso infeccioso o en prevencion de
posibles infecciones. La necropsia de las vacas fallecidas se realiz6 en
el propio cercado observando la presencia de fendmenos congestivos
generalizados, ligero edema pulmonar, hemorragias en sabana y
equimosis en corazén y aparato digestivo, entre otros o6rganos, y
zonas de necrosis en la pared del abomaso con el desarrollo incluso de
ulceras perforantes. Durante la necropsia el veterinario actuante tomé
muestras de higado y rifién Unicamente de uno de los animales
muertos, ante la posibilidad de enviarlas para analisis toxicologico.
Tras las necropsias, los cadaveres fueron retirados por un servicio
autorizado de retirada de cadaveres de acuerdo a lo establecido en la
legislacion vigente sobre eliminacion y transformacion de animales
muertos en explotaciones ganaderas y sobre subproductos animales
no destinados al consumo humano (SANDACH). Ello eliminé la
posibilidad de ampliar el nimero de muestras para analisis quimico.
Las muestras de higado y riiidn se mantuvieron en congelacion hasta
suremision al laboratorio.

Al dia siguiente de la retirada de los cadaveres se introdujo en el
cercado un rebafio de ovejas, de las cuales 15 aparecieron muertas a la
mafana siguiente.

Ante estos hallazgos se hizo una exploracion detallada del cercado
observando la presencia de un reguero de polvo grisaceo en la zona
donde se les suministraba el forraje, 1o que evidenciaba que habia sido
colocado de forma intencionada. Ante este hallazgo los animales
presentes en ese momento se sacaron del cercado y, por tanto, de la
exposicion al polvo sospechoso, lo que produjo una recuperacion
completa de los animales afectados. A pesar de que la mayoria de las
vacas estaban gestantes no se produjeron abortos, aunque los terneros
nacidos tras el episodio tuvieron cierto retraso en el crecimiento.

El cuadro clinico observado, la presencia del polvo sospechoso y la
proximidad del cercado a una mina abandonada de wolframio,
hicieron sospechar de una posible intoxicacion por arsénico, ya que
era conocido en la zona que este elemento se habia comercializado
como subproducto de lamina.

Ante esta sospecha, se contactd con el Laboratorio de Toxicologia de
la Facultad de Veterinaria de Caceres, donde se remitieron,
mantenidas en congelacion, las muestras de higado y rifion tomadas
de una de las vacas, asi como del polvo grisaceo hallado en la zona de
alimentacion de los animales, solicitando el correspondiente analisis
toxicologico.

Las muestras se analizaron cuantitativamente mediante digestion

acida de una cantidad aproximada de 1 g de muestra en vasos de teflon
TFM de 60 ml en un horno microondas, con control de presion y
temperatura en cada uno de los vasos. A cada muestra se afiadieron 5
ml de 4cido nitrico al 69% de calidad, 10 ml de agua Milli-Q y 2 ml de
H,0, al 30% y se sometieron a digestiones en distintas fases a
temperaturas de 100, 140, 160 y 200°C. Tras la digestion se
evaporaron los extractos, se reconstituyeron en acido nitrico al 4%
hasta 20 ml y se analiz6 el arsénico en un equipo ICP-AES Perkin-
Elmer Optima 5300-DV dotado de un sistema de generacion de
hidruros. Las condiciones analiticas principales controladas en el ICP
fueron el caudal de muestra (205 ml/min), caudal de argon de arrastre
(0,8 ml/min), caudal de argén auxiliar (0,5 ml/min), caudal de argdon
de plasma (15 ml/min), potencia de radiofrecuencia (1300 W) y
longitud de onda (188,979 nm).

Los resultados obtenidos fueron de 8.65 mg/kg de arsénico en la
muestra de rifidén, 13,57 mg/kg en la de higado y 652,4 x 10° mg/kg
(equivalente al 65,24 % en peso) en el polvo grisaceo.

Discusion
Los resultados analiticos obtenidos en higado y rifion confirmaron
plenamente la sospecha de intoxicacién por arsénico en el animal

analizado y la altisima proporcion del mismo (65,24 %) en el polvo
grisaceo identifico el origen de la misma.

Eldiagnostico inicial de esta intoxicacion se basa en la historia clinica
y los sintomas, siendo de ayuda los hallazgos de necropsia, lo que
debe confirmarse mediante el andlisis quimico de arsénico en fluidos
o tejidos corporales, ademds de localizar la posible fuente (agua,
alimento, suelos, cenizas...) [3-5,10].

En animales muertos tras intoxicacion arsenical los mejores tejidos
para analizar son el higado y el rifidn, donde los niveles diagnosticos
se situan por encima de 8-10 mg/kg [3,5,7], aunque si han pasado
varios dias desde la exposicion hasta la muerte pueden estar entre 2-4
mg/kg[2,5]. Elhigado y rifidon de animales sanos raramente contienen
mas de 1 mg/kg de arsénico [15], estando la toxicidad asociada a
valores superiores a 3 mg/kg [16,17]. En el animal estudiado, tanto
higado como rifiéon superaron ampliamente estos valores
diagnosticos.

En el caso descrito, la intoxicacion fue de caracter agudo con
manifestaciones clinicas de tipo digestivo (diarreas) en los enfermos,
e intensa irritacion sobre la mucosa digestiva y fendmenos vasculares
en los cadaveres, lo que concuerda con el cuadro clinico propio de la
intoxicacion por arsenicales inorganicos descrito en la bibliografia
[2,3,6,10,16]. Los sintomas de las intoxicaciones por arsenicales
trivalentes y pentavalentes inorganicos son similares, estando
relacionados con unos importantes efectos sobre el tracto
gastrointestinal y el sistema cardiovascular, pudiendo tener desde un
caracter sobreagudo (con muerte rapida en cuestion de minutos a
pocas horas) a uno mas dilatado en el tiempo (pocos dias), siendo
infrecuentes las intoxicaciones cronicas en los animales domésticos
[1-3,5-9,16]. En el caso estudiado la mayoria de los animales estaban
gestantes, si bien no se produjo ningtin aborto, lo que si se ha sefialado
en los casos cronicos [6].

Como demostrd el resultado del analisis del polvo grisaceo, la
colocacion del mismo en la zona de depdsito del forraje y su posterior
ingestion, con el alimento o por confusion con sales minerales, fue la
causante de la muerte por envenenamiento de las vacas, y
seguramente de las ovejas afectadas. De hecho, informaciones
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confidenciales posteriores al veterinario clinico que tratd el caso
indicaban la sospecha de que el polvo téxico procediera de unos
barriles abandonados en la mina, que contenian un producto con alto
contenido en arsénico, y de que la poblacion local tenia
conocimiento, no s6lo de la existencia de dicho producto en la mina,
sino también de la toxicidad del mismo.

El yacimiento de Barruecopardo, situado en la zona noroeste de la
provincia de Salamanca, es una importante mina de wolframio a cielo
abierto, cerrada desde 1982, aunque estd previsto el reinicio de su
actividad en un futuro préoximo. Las minas de la zona son abundantes
en los siguientes minerales: scheelita (mena principal de wolframio),
arsenopirita, wolframita y pirita. El proceso metalirgico comenzaba
con una fragmentacion y posterior concentracion gravimétrica
mediante cribas y mesas de sacudidas. Posteriormente, se separaban
los 6xidos de hierro magnéticamente y el arsénico, en forma de 6xido,
se recuperaba por tostacion del sulfuro (arsenopirita). Durante unos
afios esta mina representd la mayor produccion nacional de
wolframio y también se dedicaba a la comercializacion del arsénico.
Cuando ces6 su actividad, parte de las instalaciones fueron demolidas
y el acceso de personas a las mismas, y a los restos de productos que
quedaron en ellas, ha sido libre. Con mucha probabilidad, el polvo
grisaceo utilizado para el envenenamiento de los animales procedia
de algunos barriles abandonados que hubieran contenido ese trioxido
de arsénico obtenido por tostacion de la arsenopirita.

No aparecen en la bibliografia casos confirmados de intoxicaciones
intencionadas por arsénico en rumiantes, por lo que el caso aqui
presentado tiene un alto interés. El hecho de la aparicion del reguero
de polvo en el interior del cercado con animales, distante varios
metros del vallado, y justo en la zona de esparcimiento del alimento,
indican claramente la intencionalidad de la accion. Se ha descrito un
precedente bastante similar en Canadd en el que murieron dos
terneros y una vaca [18]. En esa ocasion se encontré un pequeio
montoén de polvo blanco parecido a cal hidratada cerca de una de las
lineas de la valla del cercado donde se encontraban los animales, asi
como restos de un saco de papel que contenia cierta cantidad. El
analisis resultd positivo a arsénico y desde el momento que se elimind
el material toxico del pasto no volvieron a aparecer mas casos. La
causa de la aparicion de ese material pulverulento no se conocia,
aunque se apunt6 la posibilidad de haber sido colocado alli bien por
descuido o de forma maliciosa.

Los humos de las fundiciones o el polvo de las minas puede contener
grandes cantidades de arsénico y contaminar los pastizales
adyacentes y los suministros de agua potable, por lo que los
alrededores de las minas y las fundiciones pueden representar un
peligro no intencionado para el ganado que pastorea[1,3.,4,6].

La causa mas comun de intoxicacion ha estado representada por la
ingestion de liquidos antiparasitarios utilizados para bafiar y rociar a
los animales [4-6]. Incluso el suelo y los antiguos corrales cercanos a
antiguas cubas/piscinas de bafios antiparasitarios para animales son
aun fuentes de intoxicacion por arsénico [2,4]. Otras causas menos
frecuentes han sido el consumo accidental de pastos, o hierba segada,
tratados con herbicidas arsenicales o las pulverizaciones de
insecticidas en los cultivos [1,3,4,6], la incorporacion accidental de
arseniato calcico a los concentrados [4], e incluso la ingestion de
productos arsenicales que estaban almacenados en el establo desde
muy antiguo [19] o desechos tirados en basureros [12,20]. Otro caso
estuvo relacionado con la ingestion de una antigua partida de
molusquicida en forma de pellets, que estaba almacenado en un
establo desde hacia mas de 20 afios, y que estaba compuesto a base de
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metaldehido y arsénico [19]. Entre los casos mas recientes
confirmados en vacuno hay que destacar un caso en Bélgica en el que
tres vacas murieron tras el consumo de cenizas de viejos recipientes
de herbicidas arsenicales que habian sido quemados en un prado [21].
Otra causa a tener en cuenta es la exposicion a cenizas de madera
tratada con arseniato de cobre cromado como conservante de la
madera [11]. El vacuno, especialmente si esta carente de sales, ingiere
rapidamente estas cenizas debido a su sabor salado [6,10,17]. No hay
que descartar la posibilidad de que los animales que padecieron la
intoxicacion en el caso estudiado estuvieran sufriendo una carencia
de sales minerales, probablemente por estar la mayoria en gestacion,
lo que les pudo hacer lamer el polvo arsenical y por tanto padecer la
intoxicacion.

Hay que tener en cuenta que son muchos los factores que influyen en
latoxicidad del arsénico, incluyendo el tamafo de particula en el caso
de materiales solidos. En el caso que nos ocupa el origen de la
intoxicacion era material de alta riqueza en arsénico, finamente
molido, en forma de polvo, de pequefio tamano de particula, lo que
favorece la absorcion digestiva o cutanea del arsénico [2,3,5].

En el caso descrito no se llego a realizar tratamiento especifico contra
la intoxicacion por arsénico ya que los animales se sacaron
rapidamente de la parcela problema, evitando el consumo de mas
polvo gris, lo que produjo la recuperacion de los tres animales
enfermos. Tras el diagndstico analitico definitivo se retird
completamente el polvo grisaceo de la parcela, que se volvid a ocupar
con los animales, a partir de entonces sin problemas.

El tratamiento farmacologico efectuado (hepatoprotectores,
antibacterianos) se encuadra en medidas de caracter general y
preventivo, lo cual inicialmente es correcto al no disponer en un
primer momento de un diagnostico definitivo. De hecho, en los
rumiantes, el tratamiento de los animales afectados por intoxicacion
por arsénico es principalmente sintomatico y de soporte, con una
atencion especial a la terapia de fluidos y al apoyo cardiovascular para
corregir el desequilibrio electrolitico y la deshidratacion [10].

Ademas del hecho de la intencionalidad de la intoxicacion, hay que
destacar en este trabajo el enorme peligro potencial y la necesidad de
medidas de seguridad respecto a los residuos de las minas una vez
finalizada su explotacion. Particularmente en aquellas en las que se
obtuviera un subproducto muy rico en arsénico, que fuera vendido
como fuente adicional de ingresos. Tampoco conviene despreciar las
posibles repercusiones para la salud publica del consumo de
alimentos animales procedentes de areas proximas a fundiciones o
minas que contaminan los pastos de los alrededores con arsénico
[4,22]. Sibien la carne de animales supervivientes se ha indicado que
es segura para el consumo humano [3], se han encontrado niveles de
arsénico superiores a los niveles permisibles en carne y visceras de
vacunos que habian recibido a través del aire cenizas procedentes de
centrales termoeléctricas [4].

Conclusiones

Se describe un caso clinico de intoxicacion intencionada por arsénico
inorganico en vacuno, por consumo de residuos de mineria, de gran
interés debido a la inexistencia en la bibliografia de casos
confirmados de intoxicaciones intencionadas por arsénico en
rumiantes.

La existencia de residuos de mineria abandonados con altos
contenidos en arsénico es un hecho que puede ocurrir en
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explotaciones mineras abandonadas, lo que supone un grave riesgo
para los animales que los pueden ingerir, y también para el medio
ambiente cercano, pudiendo pasar al agua y otros alimentos creando
un problema de salud publica.
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Resumen: Las emulsiones lipidicas, utilizadas inicialmente en la
alimentacion parenteral, estan siendo propuestas, desde hace algunos
afios, en el tratamiento de las intoxicaciones humanas por anestésicos
locales. Poco a poco, se van citando algunos casos aislados en la
literatura cientifica. El Centro de Farmaco-vigilancia Veterinaria de
Lyon (Francia) ha propuesto esta terapéutica en varias tomas y ha
analizado la evolucion de 6 casos de intoxicacion de perros tratados
con la administracion intravenosa de emulsion lipidica. Los
resultados parecen suficientemente esperanzadores para que esta
terapéutica sea sistematicamente propuesta en el futuro tras una
ingestion o tratamiento accidental con ivermectina o moxidectina.
Seria aconsejable realizar en el futuro nuevas evaluaciones sobre un
mayor nimero de casos.

Palabras clave: Emulsiones lipidicas, ivermectina, moxidectina,
perro, tratamiento, eficacia.

Abstract: Possible treatment of macrocyclic lactone poisoning in
pets with intravenous lipids. Intravenous lipid emulsions (ILE),
intended for parenteral nutrition, have been advocated for several
years as therapy of humans poisoning by local anesthetics. Their use
have been progressively extended to the therapy of other toxicoses,
including poisoning of dogs by macrocyclics lactones, with anectodal
reports cited in the literature. The Veterinary Pharmacovigilance
Centre of Lyon advocated ILE on several occasions. ILE was used in
6 dogs intoxicated by macrocyclic lactones. Results seem sufficiently
promising to encourage the systematic use in case of ivermectin or
moxidectin toxicosis (accidental ingestion of oral paste or tablets for
horses, or inadvertent overdose). It would be advisable in the future
further evaluation on a large number of cases.

Keywords: Lipid emulsions, ivermectin, moxidectin, dog, therapy,
efficacy.

Introduccion

Cada afio, el Centro de Farmacovigilancia Veterinaria de Lyon
(CPVL) se enfrenta a intoxicaciones por lactonas macrociclicas en
los carnivoros domésticos, con un prondstico no pocas veces
reservado. La bibliografia menciona, tanto en el ser humano como en
animales, la utilizacién de emulsiones lipidicas para el tratamiento de
ciertas intoxicaciones medicamentosas, entre las que se encuentran
aquellas inducidas por lactonas macrociclicas.

Con el fin de delimitar mejor el interés de esta terapéutica, este
articulo se basa en el analisis de 6 casos de perros intoxicados por
avermectinas tratados mediante la administracion intravenosa de
emulsiones lipidicas alo largo del afo 2011.

*e-mail: cpvl/vetagro-sup.fr

Lipidos intravenosos: de la nutricion parenteral al tratamiento de las
intoxicaciones

Las emulsiones lipidicas son utilizadas en la alimentacion parenteral,
en reanimacion o incluso como solventes para los sedantes
liposolubles, como por ejemplo el propofol. Las disponibles en el
mercado francés se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Ejemplos de medicamentos de emulsiones lipidicas
disponibles en Francia (2001).

Composicion Presentacion Laboratorio
Intralipide® Aceite de soja | 100, 200, 500ml Fresenius Kabi
20%
Oliclinomel® Aceite de soja | 1,5/2 litros Baxter
20% + oliva 80%
Ivelip 20%® Aceite de soja|250/500 ml Baxter
20%
Medialipide® Aceite de soja | 100,250/ 500 ml Braun Med
20%

Desde 1998, numerosas publicaciones proponen los lipidos
intravenosos para el tratamiento de las intoxicaciones humanas por
anestésicos locales, fundamentalmente ante la bupivacaina. Diversas
investigaciones experimentales, especialmente el trabajo de
Weinberg, citado en varios articulos [2,3] permitieron evidenciar que
un tratamiento previo de ratas con una emulsion lipidica aumentaba
de manera dosis-dependiente la dosis de bupivacina causante de
asistolia. Con posterioridad, un ensayo de eficacia terapéutica ha
demostrado que la supervivencia de un grupo tratado con esta
emulsion era marcadamente mejor que la del grupo tratado de forma
clasica con adrenalina. Asi mismo se han citado casos de utilizacion
exitosa de lipidos intravenosos en el tratamiento de la intoxicacion
por compuestos con accion cardiaca (antidepresores,
anticonvulsionantes, antiarritmicos).

En tanto que los datos concernientes a los anestésicos locales son
numerosos, es cierto que los ensayos realizados en otras
intoxicaciones son mas heterogéneos. Por ejemplo, los efectos
cardio-circulatorios de la clomipramina en la rata son dominados con
la administracion de una infusion lipidica [4], mientras que para el
propanolol, los efectos cardiacos directos (complejo QRS alargado)
son mejorados pero no se modifica la supervivencia [5].

Actualmente puede explicarse parcialmente el modo de actuacion de
las emulsiones lipidicas. Se han postulado tres hipotesis principales
para explicar la actividad de las emulsiones lipidicas sobre los
compuestos cardiotropos [3].

La primera es aquella que ha presidido los primeros ensayos de
Weinberg sobre la bupivacaina, y denominada como “efecto sifon™:
la emulsion lipidica aumentaria la eliminacion del anestésico a partir
del tejido cardiaco y del plasma. Un estudio realizado en laboratorio
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ha testado la solubilidad de los anestésicos locales en dos tipos de
emulsiones lipidicas: a baja concentracion, la solubilizacion es lineal,
pero una vez superados los 64mg/l, se observa un fenémeno de
meseta. La emulsion mas eficaz seria aquella conteniendo acidos
grasos de cadena larga (Intralipide®), lo que permitiria una mejor
captacion de los anestésicos locales y por tanto poseyendo una
eficacia superior [6]. Este estudio pareceria reforzar la hipotesis de
una captacion de la molécula de anestésico local por las gotitas
lipidicas [7].

Un estudio publicado en 2010 [8] testando el secuestro plasmatico de
la amiodarona por la inyeccion intravenosa de una emulsion lipidica
en porcino va también en el mismo sentido.

La segunda de las hipdtesis concierne a una accion sobre el
metabolismo miocéardico: el miocardio utiliza en reposo
principalmente acidos grasos, mientras que en situaciones de estrés
recurre fundamentalmente a los glucidos (carbohidratos), asociado
todo ello a una cierta insulino-resistencia. La eficacia de las
emulsiones lipidicas resultaria o bien de una reorientacion del
metabolismo hacia los acidos grasos de cadena larga o a una
estimulacion directa de la produccion de insulina.

La tercera hipoétesis refiere una accion sobre los canales ionicos. El
mecanismo mas plausible seria la activacion de los canales calcicos,
lo cual permitiria explicar la rapida mejoria hemodinamica a menudo
observada tras la administracion intravenosa.

Teniendo en cuenta la dificultad para discernir el modo de accion de la
emulsion lipidica, los protocolos propuestos en medicina humana son
muy empiricos. El esquema mas a menudo propuesto parte de la
administracion de un bolo de 100 ml (aproximadamente 1,5 ml/kg)
seguidos eventualmente de una perfusion de mantenimiento a 0,2-0,5
ml/kg/minuto. Serd la respuesta clinica la que determine el
mantenimiento o la suspension de este tratamiento.

La administracion intravenosa de lipidos no esta, sin embargo,
desprovista de efectos indeseables posibles, incluso tras una
administracion de corta duracion, como por ejemplo tromboflebitis,
embolias grasa o hipertensiones pulmonares [9,10].

Ensayos de utilidad en medicina veterinaria

Teniendo en cuenta diferentes estudios realizadas en seres humanos
concernientes al empleo de emulsiones lipidicas, asi como ensayos
realizados en laboratorio, esta misma aproximacion terapéutica ha
sido testada en medicina veterinaria. De esta forma, O'brien [11]
relata el tratamiento de un gato intoxicado por la inyeccidon de
lidocaina. Teniendo en cuenta el probable mecanismo de accion de
captacion de moléculas liposolubles en las gotitas lipidicas, se han
realizado ensayos terapéuticos en carnivoros domésticos, en
numerosos casos de intoxicaciones medicamentosas (anestésicos
locales, clomipramina, verapamil, haloperidol, amlodipina,
propanolol, moxidectina) [10,12]. En teoria, las emulsiones lipidicas
podria ser beneficiosas para la intoxicacion por todas las moléculas
lipofilicas (coeficiente de particion octanol/agua, Log P>1) [10]. De
esta forma, las emulsiones lipidicas merecerian ser testadas en las
intoxicaciones por permetrina (Log P=6,5).

Entre el conjunto de medicamentos citados como potencialmente
tratables mediante el uso de emulsiones lipidicas, una categoria
pareceria ser especialmente interesante, y es aquella constituida por
las lactonas macrociclicas (ivermectina, Log P = 3,5, moxidectina,
LogP=4,1).

Una publicacion , en Veterinary Record, menciona el caso de un gato
que habia recibido una sobredosificacion (no se precisaba) de

ivermectina, presentando 18 horas mas tarde temblores
generalizados. Estos sintomas fueron momentaneamente resueltos
mediante la administracion de propofol, hasta la recuperacion de la
consciencia del animal. La administracion de Intralipide (emulsion
lipidica al 20 %) durante 30 minutos (a 0,25 ml/kg/ minuto) tras un
primer bolo de 1,5 ml/kg permitié el restablecimiento duradero del
gatoy suregreso a casa con los propietarios el dia siguiente [ 13].

Crandell y Weinberg [14], en el Journal of Veterinary Emergency and
Critical Care, relatan el caso de un perro joven, raza Jack Russel
Terrier, de 3,2 Kg de peso, previamente tratado de una demodecia con
ivermectina, sospechandose que ademas habia ingerido un vermifugo
para caballos en cuya composicién entraba la moxidectina. 45
minutos tras la ingestion sospechada, el cachorro presentd vomitos,
ataxia, temblores y convulsiones tonico-clonicas. Se instaura un
primer tratamiento sintomatico de urgencia (diazepam, perfusion), lo
que permite controlar las convulsiones, pero el perro entra en coma,
con bradicardia, mejorada mediante glicopirrolato. El perro recibe un
primer tratamiento con emulsion lipidica 10 horas tras la ingestion
(Intralipide 20 %, bolos de 2 ml/kg, seguidos de 4 ml/kg/hora, durante
4 horas). El perro, hasta ese momento mantenido bajo ventilacion
asistida, puede por fin ser extubado, 25 horas tras la ingestion. Sin
embargo, el cachorro presenta todavia contracciones musculares
tonico-clonicas, cada vez mas marcadas, con lo cual se instaura un
segundo tratamiento lipidico, con un aporte todavia mas rapido (0,5
ml/kg/minuto, durante 30 minutos). Desde el final de la perfusion, el
perro esta consciente y es capaz de digerir (algo bueno, desde el punto
de vista de la evolucion). Tras 48 horas, el perro es devuelto a sus
propietarios, en un estado perfectamente normal.

Utilizacion de emulsiones lipidicas en intoxicaciones por lactonas
macrociclicas registradas en el CPVL.

E1 CPVL registra cada aflo numerosas intoxicaciones con esta familia
de agentes quimicos, sea por el tratamiento en razas de perro
especialmente sensibles (fuerte prevalencia de la mutacion del gen
MDRI1: Border collie, Pastor australiano,...), por sobredosificacion
terapéutica, o incluso por la ingestion accidental por parte de los
perros de especialidades destinadas a équidos o bovidos. En 2011 han
sido 201 las llamadas registradas en el CPVL concernientes a
carnivoros domésticos y lactonas macrociclicas (intoxicaciones,
sospechas de efectos secundarios indeseables o ingestiones
asintomaticas). Entre todos ellos, se consideran aquellos casos en los
que se observd una sintomatologia nerviosa, consecutivos a
sobredosis con especialidades destinadas a bovinos o equinos, tanto
por ingestion accidental como por administracion erronea por los
propietarios (29 perros, 2 gatos; ivermectina en 24, moxidectina en 6
y eprinomectina con otros 6).

Si nos interesamos en la sintomatologia nerviosa presentada, se
observa una clara predominancia de los problemas neuromusculares
(temblores, convulsiones, hiperestesia), de la marcha (ataxia,
paresia/paralisis), de la vision (ceguera/amaurosis) y de la
consciencia (letargia, coma), tanto en perros como en gatos.

En estos accidentes se encuentran implicadas numerosas razas de
perros, y no solamente las razas mas comunes habitualmente
consideradas con una fuerte incidencia de la mutacion MDR1 (Tabla
2).

Teniendo en cuenta el nimero de casos de intoxicacion por lactonas
macrociclicas registrados en el CPVLy la gravedad de los problemas
encontrados, ha parecido pertinente proponer a los veterinarios, tras
la comunicacion telefonica, la posibilidad de un tratamiento con los
lipidos intravenosos, al menos desde el momento en que el prondstico
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parecia reservado. En efecto, no existe ningin antidoto a estas
moléculas y las medidas terapéuticas habituales (perfusion, carbon
activado) son frustrantes en casos de intoxicaciones severas.

Tabla 2. Razas de perros en que se han referenciado intoxicaciones
por avermectinas en el aiio 2011.

Razas de perro Numero de casos
Jack Russell Terrier

Caniche x Bichon

Yorkshire Terrier

Border Collie

Beauceron

Berger australiano
Bouledogue Francés

Fox Terrier

West Highland White Terrier
Pastor belga Malinois
Pinscher enano

Setter inglés

Dalmata

Epagneul breton

Basset Hound

Pastor de Anatolia

== === == = = o = [ o | — [0

En 2011 este tratamiento ha sido propuesto en aproximadamente el 50
% de los casos de intoxicacion de carnivoros domésticos por los
medicamentos destinados a las especies bovinas y equinas (es decir,
casos considerados de prondstico reservado a muy reservado). Tras la
llamada, el articulo ya referido de Crandell y Weinberg [14] ha sido
remitido por correo electronico, con una lista de los nombres
comerciales de los principales productos comerciales encontrados en
Francia junto al protocolo de tratamiento (Tabla 3).

Tabla 3. Protocolo de utilizacion de intralipidos en caso de
intoxicacion.

Intralipido 20 %:
- Bolos intravenosos: 1,5 ml/kg en 1 minuto
- Seguir con una perfusion de 0,25 ml/kg/min en 30 min
- Ante la ausencia de una buena respuesta, 0,5 ml/kg/min en 30 min

El tratamiento a base de emulsiones lipidicas solo ha podido ser
instaurado en 6 casos, debido a la dificultad para conseguir las
especialidades en las farmacias de la zona. Todos estos casos
correspondieron a perros (7 animales en total). Los problemas
presentados por los animales antes del tratamiento estaban de acuerdo
con los clasicamente encontrados en los casos de intoxicacion por
avermectinas. Solamente 2 de los 6 casos correspondieron a perros en
los cuales la raza no era considerada como importante en cuanto a
tener prevalencia de mutacion del gen MDR1 (en concreto, Yorkshire
y Basset Hound). Tras el tratamiento con la emulsion lipidica, 4
animales sobrevivierony 3 fallecieron.

Caso 11CPVL0051:

Dos perras de raza Pastor australiano caen enfermas en un box donde
un caballo habia sido tratado con vermifugo a base de una pasta de
ivermectina. 2 horas mas tarde, uno de los perros tiene ataxia, con
incoordinacion motriz, asi como un descenso de la vision (a pesar de
mantener los reflejos pupilares normales), ligera midriasis y
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ansiedad. Se sospecha firmemente la ingestion por parte de los perros
de restos de la pasta oral vermifuga destinada a los caballos (los
caballos rechazan una parte de su medicamento de forma habitual). 8
a 10 horas tras la ingestion posible, el primer perro atendido entra en
coma y el segundo, hasta ese momento asintomatico, presenta una
paresia posterior y vomitos. 24 horas tras la ingestion posible, el
segundo perro, sometido a perfusion, esta totalmente recuperado;
mientras que el primero sigue en coma. Se instaura una perfusion con
Medialipides (0,5 ml /kg y minuto, durante 30 min). El veterinario
que trata a los animales n evidencia ninguna mejoria, y el animal
fallece, probablemente por una falsa ruta (no se realiza necropsia)

Caso 11CPVL232:

Una perra Border Collie de 3 afios y pesando 20 kg ingiere un
comprimido a base de ivermectina destinado a tratar un asno. Horas
mas tarde, el perro titubea, saliva, no ve correctamente y tiene
midriasis. Sin embargo, esta todavia consciente y responde a la voz.
La administracion de lipidos por via venosa conduce al
restablecimiento en una hora (el nombre y la dosis de la especialidad
no son precisados). Tras dos horas, sin embargo, se instaura una
amaurosis que persiste durante 3 dias.

Caso 11CPVL569:

Un perro Basset Hound pesando 34 kg recibe accidentalmente 1
comprimido de ivermectina destinado a los caballos. 2 a 4 horas mas
tarde, presenta ataxia, salivacion, vomitos, amaurosis y convulsiones.
El animal recibe entonces diazepam, perfusion con Ringer Lactato®,
atropina y anestesia con medetomidina, ketamina y buprenorfina. Al
dia siguiente, el animal esta en coma. Pasando un dia mas, el animal,
siempre en coma, recibe Intralipide al 20% (450 ml durante 35 min).
Lamejora es excelente y el animal regresa a su casa. D3: Une visita de
control confirma la completa curacion.

Caso 11CPVLI007:

Una perra Pastor australiano de 1 afio y pesando 30 kg ingiere una
parte de la dosis de ivermectina rechazada por un caballo durante un
proceso de vermifugacion. En las horas siguientes, la perra presenta
problemas neuroldgicos (sin més precision disponible),
evolucionando hacia el coma total en el momento del examen clinico
del veterinario. El animal es sometido a perfusion (Ringer-Lactato®
+ Glucosa 5%), y se realiza un sondado géstrico con la administracion
de carbon vegetal activado. Se instaura una perfusion de Intralipide a
las 12 horas tras el comienzo de los sintomas (500 ml), pero el animal
muere a las 24 horas tras su admision.

Caso 11CPVL1484:

Una perra Yorkshire terrier, de 2 afios con un peso de 3 kg recibe 25
mg de ivermectina (2,5 ml de una solucion de 1g/100 ml) por via
subcutanea. El propietario se da cuenta inmediatamente de su error y
lleva a la perra a la clinica. En su admision, la perra estd viva sin
ningtn signo clinico. El producto parece totalmente reabsorbido en el
sitio. El paciente recibe carbon vegetal activado y una perfusion de
Ringer Lactato. 2 horas y 15 minutos tras la inyeccion accidental, la
perra recibe 6 ml de Intralipide junto con una perfusion lenta a razon
de 1 gota cada 15 segundos. 3 horas tras la inyeccion, la perra posee
poca actividad, ciertos temblores y ligera ataxia. Estos problemas se
repiten a las 2 horas. Al dia siguiente por la mafiana, la perra muestras
una ligera mejoria, pero con midriasis, no ve bien cuando esta bajo
buena iluminacién. Se realiza una nueva administracion de
Intralipide (1 hora de perfusion). 4 dias mas tarde, la perra tiene
siempre midriasis con una lesion persistente a plena luz, pero sin
ningun problema mas.
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Caso 11CPVL1938:

Una perra Border Collie con un peso de 20 kg y 5 afios se presenta a
las 10h30 en la clinica con convulsiones, opistotonos, abdomen tenso
y salivacion. Se sospecha que ha lamido a unas cabras que habian sido
tratadas por via cutanea con eprinomectina. Se instaura un
tratamiento sintomatico (diazepam, glicopirrolato, perfusion de
Ringer Lactato®, butilescopolamina/dipirona, protector hepatico,
corticoide). Tras una breve fase de mejoria clinica, el animal sufre una
recaida, recibiendo una inyeccion de doxapram, y es anestesiado con
tiletamina/zolazepam. A las 18h, el perro recibe una perfusion de
Oliclinomel (500 ml). Al dia siguiente, el estado clinico del animal no
ha mejorado y a pesar de los tratamientos instaurados, tiene lugar la
muerte 48 horas tras la admision.

Discusion

En los 6 casos registrados en el CPVL que hacen mencion al empleo
de la emulsion lipidica, se observan 3 casos con remision y 3 con
mortalidad: 4 animales se curan, frente a 3 que fallecen. Esté claro
obviamente que el numero de casos no permite obtener una
estadistica valida. Lo que si se puede hacer es, a partir de estos datos, y
comprandolos con los de la literatura ya existente, es aclarar o
evidenciar ciertas tendencias.

El primer punto a aclarar es la dificultad de los veterinarios practicos
para encontrar estas emulsiones lipidicas. Las especialidades
disponibles en Francia se agrupan en la Tabla 1. Su composicion es
variable, al igual que su eficacia. Segun Estebe, Intralipide (emulsion
de triglicéridos de cadena larga procedentes del aceite de soja) es la
especialidad que parece poseer el potencial mas importante para el
tratamiento de intoxicaciones pero también es la peor absorbida y
tolerada en la alimentacion parenteral. Medialipide contiene también
aceite de soja (acidos grasos de cadena media), mientras que
Oliclinomel es una emulsion a base de aceite de oliva. Estas
especialidades estdn disponibles sobre todo en farmacias
hospitalarias, eventualmente en farmacias de oficina, pero raramente
se guardan en stock.

En los casos registrados en el CPVL, el Medialipide ha sido utilizado
una vez, al igual que Oliclinomel, mientras que Intralipide 3 veces y
en el sexto caso, el nombre de la especialidad es desconocido, al igual
que sus condiciones de utilizacion.

Alaluzdelos casos registrados, parece que la especialidad Intralipide
ha sido la mas facilmente accesible y es la mas recomendada en los
protocolos de tratamiento de las intoxicaciones por los anestésicos
locales en el ser humano (Lipidrescue) y para la cual los datos son més
NUMerosos.

Los 3 casos registrados con esta especialidad utilizada en el
tratamiento se han asociado a una intoxicacion por ivermectina, 2
casos evolucionaron favorablemente, y el Glltimo desfavorablemente.

El caso de mortalidad se asocié a la administracion de Intralipide
segun el protocolo propuesto por el CPVL pero en un animal en coma
y en el cual los problemas evolucionaron muy rapidamente. Se trataba
de un Pastor australiano, raza conocida por tener una fuerte
predisposicion a la mutacion del gen MDR1 y por tanto con fuerte
sensibilidad. La cantidad de ivermectina recibida no era evaluable.

En los dos casos con curacion, una de ellas era un animal tratado tras
24 horas de coma (pero con una instalacion progresiva en este estado
comatoso) y la otra en un animal tratado de forma preventiva. En los
dos casos, la cantidades de ivermectina administradas son muy

importantes, muy por encima de las dosis toxicas, pero los perros no
pertenecian a esas razas que poseen una fuerte incidencia de mutacion
del gen MDRI1.

El animal que poseia el peor estado general en el momento de la
administracion del Intralipide vio mejorar su estado de forma
espectacular y definitiva con una remision total de los problemas en
pocas horas. El perro tratado a titulo preventivo habia incluso
presentado problemas (ataxia y temblores transitorios durante dos
horas, midriasis persistente durante varios dias) pero es importante
sefialar que la dosis de ivermectina administrada estaba cerca de 8
mg/kg, es decir 40 veces una dosis terapéutica.

En estos dos casos, la evolucion de la intoxicacion parece haber sido
muy favorablemente influenciada por la inyeccion de Intralipide, sin
efectos indeseables detectados

El Medialipide ha sido utilizado en un solo animal, ya en coma tras 24
horas en el momento de la instauracion del tratamiento. Sila ingestion
de ivermectina es probable, no es cierta y las cantidades ingeridas no
son evaluables. Los sintomas aparecieron muy rapidamente y el coma
se instal6 de manera duradera en el animal perteneciente a unaraza de
fuerte predominancia de mutaciéon dl gen MDRI1. El empleo de
Medialipide no ha sido seguido por ningtin signo clinico.

En el caso mencionado de la utilizacion de Oliclinomel, el perro
tratado presentaba convulsiones tras un posible lamido de
eprinomectina. Incluso si el Oliclinomel no forma parte de las
emulsiones lipidicas reconocidas como las mas eficaces en término
de tratamiento de las intoxicaciones, este caso contiene demasiadas
incertitudes en cuando al origen de los problemas y las dosis posibles
ingeridas para juzgar la eficacia o ineficacia posibles. Es importante
sefialar que el perro era un Border Collie, raza de fuerte
predominancia de la mutacion genética ya mencionada.

El altimo caso de la serie describe la administracion de una emulsion
lipidica de nombre desconocido, habiendo permitido un
restablecimiento extremadamente rapido en una intoxicacion de un
perro Border Collie (raza sensible) por fuerte dosis de ivermectina. A
pesar de la ausencia de datos sobre las dosis administradas o el
nombre de la especialidad, el restablecimiento bastante poco
esperado del animal en 1 hora tras la administracion hace pensar en
una eficacia del tratamiento segun se preconiza desde el CPVL.

Conclusion

El ntmero de casos registrados en el CPVL en los cuales la
administracion de emulsiones lipidicas ha podido ser testada tras
intoxicaciones por avermectinas en carnivoros domésticos es
reducido. Es por tanto imposible extraer conclusiones totalmente
fiables. Sin embargo no es imposible vislumbrar una eficacia
terapéutica o comparar la eficacia de las diferentes emulsiones
presentes en el mercado francés. Se han constatado, eso si, resultados
espectaculares con la remision muy rapida tras la administracion de
estas emulsiones, y muy especialmente el Intralipide 20%, incluso
con perros pertenecientes a raza conocidas por poseer una fuerte
incidencia de la mutacioén del gen MDR1, sin que pueda ser avanzado
un efecto “antidotico”. Sobre la pequefia cantidad de casos
estudiados, no se ha mencionado ningun efecto indeseable atribuible
alas emulsiones lipidicas.

Estos primeros resultados permiten incluir de manera sistematica el
tratamiento con emulsiones lipidicas en el protocolo de tratamiento
de las intoxicaciones por avermectinas en lo carnivoros domésticos.
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Teniendo en cuenta el niumero de casos de intoxicaciones por
avermectinas registrados anualmente en el CPVL, el analisis ulterior
de los casos de empleo de las emulsiones lipidicas deberia permitir
una mejor evaluacion de la eficacia de este tratamiento asi como una
puesta en evidencia de las condiciones dptimas para su utilizacion.
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Resumen: En el presente estudio se ha evaluado el grado de
contaminacion por contaminantes organicos persistentes (COPs) en
193 ejemplares de tortuga boba (Caretta caretta) varadas en las Islas
Canarias entre 2007-2011. La cuantificacion en plasma de los niveles
de pesticidas organoclorados (POCs), bifenilos policlorados (PCBs)
e hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs) se realizo mediante
GC-MS. Todas las muestras analizadas presentaron niveles
cuantificables de alguno de los COPs incluidos en el estudio. El grupo
de COPs que presentd mayores niveles fue el de los PAHs
(alcanzando la carga total de PAHs 6,45 ng/ml), siendo el fenantreno
el hidrocarburo mas frecuentemente detectado y a concentraciones
mas altas, lo que indica el origen petrogénico de estos contaminantes.
La contaminacion por PCBs alcanzo niveles menores (3,84 ng/ml),
predominando el grupo de los hexaclorobifenilos (PCB-153 y PCB-
138 principalmente). Los niveles de contaminacion por POCs fueron
también bajos alcanzando valores de 1,67 ng/ml, siendo el principal
metabolito del DDT, el p,p ~-DDE el compuesto mas frecuentemente
detectado (89,6%) y a mas altas concentraciones (0,68 ng/ml). Fue
evidente una asociacion inversa entre el tamafo de las tortugas y la
carga de PCBs y PAHs. Asimismo existieron niveles mas altos de
contaminacion por COPs en los afios 2009 y 2010. Este trabajo evalua
por vez primera la presencia de PAHs en sangre de tortugas varadas y
nuestros resultados parecen indicar que esta metodologia y esta
especie animal pueden ser muy utiles para monitorizar la presencia de
contaminacion por derivados del petroleo en el medio acuatico.

Palabras clave: Tortuga boba, Caretta caretta, Islas Canarias,
contaminantes organicos persistentes, pesticidas organoclorados,
bifenilos policlorados, hidrocarburos aromaticos policiclicos.

Abstract: Plasma leves of persistent organic pollutans in
loggerhead sea turtles (caretta caretta) stranded in the Canary
Islands. This study assessed the degree of contamination by
persistent organic pollutants (POPs) present in 193 specimens of
loggerhead turtle (Caretta caretta) stranded in the Canary Islands
between 2007-2011. Quantification of plasma levels of
organochlorine pesticides (POCs), polychlorinated biphenyls
(PCBs) and polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) were
performed by GC-MS. All samples tested showed measurable levels
of several of the POPs included in the study. PAHs was the group that
showed the highest levels (total burden of PAHs = 6.45 ng/ml), being
phenanthrene the compound most frequently detected and at higher
concentrations, indicating the petrogenic origin of these
contaminants. PCBs contamination reached lower levels (3.84
ng/ml), dominating the group of hexachlorobiphenyls (PCB-153 and
PCB-138 in particular). The pollution levels were also low in the
subgroup of POCs, reaching values of 1.67 ng/ml, and being the main
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metabolite of DDT, p, p-DDE the compound most frequently
detected (89.6%) and at highest concentrations (0.68 ng/ml). There
was a clear inverse association between the size of the turtles and the
burden of PCBs and PAHs. There were also higher levels of POPs in
2009 and 2010 than in the other years. This study evaluates for the
first time the presence of PAHs in stranded turtles blood and our
results suggest that this methodology and this animal species can be
very useful for monitoring the presence of petroleum derivatives
contamination in the aquatic environment.

Keywords: Loggerhead sea turtle, Caretta caretta, Canary Islands,
persistent organic pollutans, organochlorine pesticides,
polychlorinated biphenyls, polycyclic aromatic hydrocarbons.

Introduccion

En la actualidad, las poblaciones de las siete especies de tortugas
marinas que existen en el mundo se encuentran amenazadas o en
peligro de extincion debido principalmente a causas antropogénicas:
la pesca incidental, destruccion de habitats y explotacion directa
sobre tortugas o huevos para consumo humano [1]. En este sentido,
estudios realizados en las Islas Canarias [2,3], han puesto de
manifiesto que casi un 70% de las tortugas varadas en estas islas
murieron debido a lesiones asociadas con la actividad humana. Se ha
de resaltar que, aunque en diferentes proporciones, cinco especies de
tortugas marinas visitan el Archipiélago Canario, de las cuales, la
tortuga boba (Caretta caretta) es la mas abundante. Segin los
estudios genéticos de Monzon-Argiiello y cols. [4], los ejemplares
juveniles de tortuga boba presentes en aguas de las Islas Canarias
proceden en su mayoria de la poblacion del Sur de Florida (44-78%),
procediendo el resto del Noreste de Florida — Carolina del Norte (7-
26%), Cabo Verde (6-17%) y México (2-9%).

Entre los contaminantes ambientales mas ubicuos y con mayores
efectos perjudiciales para el medio ambiente, la fauna y las
poblaciones humanas se encuentran los contaminantes orgénicos
persistentes (COPs), que se caracterizan por su escasa degradacion,
capacidad para bioacumularse y por sus conocidos efectos
carcinogénicos y como disruptores endocrinos y metabolicos [5,6].
De hecho, a pesar de que el uso y fabricacion de la mayoria de los
pesticidas organoclorados (POCs) y bifenilos policlorados (PCBs)
fue prohibido en los afios 1970-80, todavia hoy se siguen detectando
en muestras humanas, animales o medioambientales [7,8].
Especificamente, las tortugas marinas, debido a su longevidad,
movimientos migratorios y su posicion en la cadena alimenticia, han
sido sugeridas como buenos bioindicadores de la contaminacion de
los ecosistemas marinos [9,10]. En este contexto hemos de resefiar
que los contaminantes organoclorados (POCs y PCBs) han sido
detectados en tejidos de tortugas marinas de todo el mundo [9,11]y
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que la contaminacion quimica se postula como un gran factor de
riesgo para la conservacion de las diferentes especies de tortugas
marinas. Es por ello que los estudios de monitorizacion de los niveles
contaminacioén de sustancias quimicas se encuentran entre las 20
cuestiones prioritarias para la conservacion de las tortugas marinas a
nivel mundial [12].

Pese alarelevancia de las aguas de Canarias como habitat de tortugas
marinas y la necesidad de evaluar los niveles de contaminacion en los
ecosistemas marinos para preservar estas especies, los datos de los
niveles de contaminacion en tortugas de estas islas son muy escasosy
estos proceden unicamente, de ejemplares de tortugas marinas
varadas muertas [13-15]. Recientes estudios han demostrado la
utilidad de la muestra sanguinea como muestra bilogica no letal para
el monitoreo de contaminantes ambientales en estos reptiles [9,17-
19]. Ademas, se ha demostrado una buena correlacion entre los
niveles cuantificados en sangre y tejidos para la mayoria de los
contaminantes medioambientales, sugiriéndose que las muestras
sanguineas permiten establecer buenas estimaciones del nivel de
contaminacion por contaminantes en tortugas marinas [9,19].

Con el fin de evaluar con exactitud los niveles de contaminacion
existentes en tortugas marinas que habitan las aguas canarias, hemos
desarrollado el presente trabajo en el que cuantificamos los niveles de
COPs en muestras de sangre procedentes de 193 ejemplares de
tortugas juveniles (Caretta caretta) varadas vivas en las costas de
nuestro Archipiélago.

Material y métodos
Toma de datosy muestreo

En el presente estudio se han empleado muestras procedentes de 193
ejemplares de tortugas bobas (Caretta caretta) varadas en las costas
de Islas Canarias durante los anos 2007-2011 (2007, n=41; 2008, n=
45; 2009, n = 46; 2010, n = 30; 2011, n = 31). Todos los animales
muestreados ingresaron previamente en el Centro de Recuperacion
de Fauna Silvestre (CRFS) de Tafira (Gran Canaria). La mayor parte
de las tortugas ingresaron por razones de enmallamiento en redes de
pesca (n=130). En al menos ocho de los casos no se pudo determinar
la causa de varamiento y en el resto de las tortugas las razones fueron
variadas: anzuelo (n=16), fractura de caparazén (n=_8), petréleo (n=
4), caquexia (n = 11), alteracion de la flotabilidad (n = 7), problemas
de piel (n=06), ingestion de plasticos (n=2) y mordida de tiburén (n=
1).

A todas las tortugas se les tomaron medidas de longitud curva del
caparazon (LCC) y del peso. La media y desviacion estandar de LCC
y peso fue 38,9+ 11,88 cm y 8,62 + 8,01 kg, respectivamente. Todas
las tortugas fueron clasificadas como juveniles o sub-adultas ya que
la talla fue inferior a la determinada para adultas, segin la
clasificacion de Bjondal y cols., que establece el punto de corte en 64
cms [16].

En este estudio, se tomd una muestra de sangre (6 ml) del seno
venoso cervical que se conservo en tubos de heparina de litio,
obteniéndose posteriormente plasma mediante centrifugacion, que
fue inmediatamente separado y congelado a -20°C hasta su uso en el
Laboratorio de Toxicologia de la Universidad de Las Palmas de Gran
Canaria, Gran Canaria.

Contaminantes analizados

Untotal de 52 COPs fueron analizados en este estudio, incluyendo:
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- POCs: p,p-DDT y sus metabolitos (p,p-DDE y p,p-DDD);
hexaclorobenceno (HCB); los cuatro isémeros de
hexaclorociclohexano (a-, B-, y-, 6-HCH); ciclodienos (aldrina,
endrina, dieldrina y heptacloro epoxido); isbmeros -cis y —trans del
clordano; endosulfan (isémeros a- y B- y endosulfan-sulfato); y
mirex.

- PCBs: incluyendo aquellos considerados marcadores de
contaminacion ambiental por PCBs (Markers-PCBs; M-PCBs;
congéneres #28, 52, 101, 118, 138, 153, and 180) y los de efectos
similares a las dioxinas (dioxin-like PCBs; DL-PCBs congéneres
#77,81,105,114,118, 123,126, 156,157,167, 169,189).

- Hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs), incluyendo aquellos
considerados como prioritarios por la Agencia para la Proteccion del
Medio Ambiente de EEUU (U. S. EPA): naftaleno, acenaftileno,
acenafteno, fluoreno, anfraceno, fenantreno, fluoranteno, pireno,
benzo [a] antraceno, criseno, benzo [b] fluoranteno, benzo [k]
fluoranteno, benzo [a] pireno, indeno [1,2,3,-c,d] pireno, dibenzo
[a,h] antraceno y benzo [g,h] perileno.

Preparacion de las muestras y andlisis cromatogrdfico

Las alicuotas de plasma fueron sometidas a una extraccion en fase
solida y analizadas mediante cromatografia de gases/espectrometria
de masas usando los estandares internos (IS) adecuados. Se hizo la
extraccion de un mililitro de plasma que fue afiadido a una columna
de 200 mg (3 ml) Chromabond” C18ec, (Macherey-Nagel, Alemania)
acoplada a un sistema de vacio (vacuum manifold, Waters
Corporation, USA). La extraccion se realizd siguiendo las
instrucciones del fabricante: antes de la aplicacion de la muestra, las
columnas fueron acondicionadas con 3 ml de metanol y 3 ml de agua
Milli-Q bajo vacio a un flujo de 1,5 ml/min. A continuacion, las
muestras pasaron a través de la columna mediante gravedad y tras
esto, la columna fue lavada con 3 ml de agua al 5% de metanol.
Después la columna fue secada mediante vacio durante 15 minutos.
Los analitos de interés fueron recuperados de la columna con 2
eluidos de 2 ml de diclorometano cada uno. El disolvente fue
evaporado bajo corriente de nitrégeno y los analitos recuperados se
resuspendieron en 200 pl de ciclohexano. Los extractos asi obtenidos
fueron utilizados para los analisis cromatograficos. Los porcentajes
de recuperacion de los analitos por este método fueron calculados a
partir de muestras de plasma libre de contaminantes, a los que se
afiadi6 la mezcla de COPs incluidos en el estudio a 3 concentraciones
40,10y 0,25 ng/ml. La recuperacion para todos los analitos oscilé en
elrango 89-107%.

Para los analisis cromatograficos se utilizo un cromatografo de gases
acoplado a un espectrometro de masas de triple cuadrupolo (Thermo
Trace GC Ultra — Thermo Quantum XLS, Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA). Como fase estacionaria se utilizd una
columna capilar de silice BPX5 (SGE Inc., USA) de 30 m de largo,
0,25 mm de diametro interno y un diametro de particula de 0,25um.
Como fase movil se utilizé Helio (99,999%) a un flujo constante de
1.0 ml/min. Se desarroll6 un método probando diferentes rampas de
temperatura con el fin de lograr la mejor separacion de los analitos.
Usamos un programa de temperaturas y condiciones cromatograficas
previamente optimizado en nuestro laboratorio para estos analitos
[20]. El programa de temperaturas que mejor separacion permitio fue
el siguiente: Temperatura inicial del horno de 60°C mantenida
durante 1 min, aumentando a 12°C/min hasta 210°C y entonces, a
8°C/min hasta 320°C/min mantenida durante 5 minutos. El tiempo
total del cromatograma fue de 54 min. Tanto el inyector como la linea
de transferencia fueron fijados a 270°C y 310°C respectivamente.
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Los estandares y las muestras fueron inyectados (1ul) en modo de
vélvulas cerradas.

Para la deteccion por espectrometria de masas de los 52 COPs se
modificé un método en modo de monitorizacién de reacciones
seleccionadas (SRM) desarrollado previamente en nuestro
laboratorio [21]. Los tiempos de retencion de cada analito se
determinaron cromatografiando por separado el espectro completo
(rango m/z 45-650). A partir de este cromatograma se seleccionaron
los iones precursores de cada uno de ellos y en experimentos
independientes se determind su patron de fragmentacion (m/z de los
fragmentos, energias de colision y abundancia relativa). Se construyo
una recta de calibracion externa de 0,05 a 100 ng/ml con todos los
compuestos en cada punto de la recta. Como gas de colision se utilizo
argon (99,99%) con una presion de 1,5 mTorr en la celda de colision.
Las condiciones de trabajo del espectrometro de masas de triple
cuadrupolo (QqQ) fueron las siguientes: la ionizacion se llevo a cabo
con una energia de impacto electronico de 70 eV en MRM con una
corriente de emision de 50 pA y a una temperatura en la fuente de
ionizacion de 220°C. Para prevenir dafiar el filamento, se fijo un
retraso de 5 minutos en el encendido del mismo. El voltaje del
multiplicador se fijo en 1500 V y el intervalo de reposo entre
reacciones se fijo automaticamente mediante el algoritmo SRM del
software Xcalibur 2.0 (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA). Laprecision de los cuadrupolos 1y 3 se fijo en m/z 0,7 Da (Q1
yQ3).

El limite de cuantificacion (LC) del método fue determinado como la
concentracion del analito que produjo una sefial diez veces superior a
la senal ruido de fondo del cromatograma. La cuantificacion se baso
en el area del pico generado por el analito.

Andlisis estadistico

El analisis estadistico se realizo mediante el paquete estadistico SPSS
(PASW Statistics v 18.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Debido a que
las variables POCs, PCBs y PAHs no seguian una distribucion
normal, en los resultados se muestran la mediana y el rango (valores
maximo y minimo) ademas de la media y la desviacion estandar de
todas las muestras analizadas. Asimismo se muestra el porcentaje de
muestras en que se detectd cada contaminante o grupo de
contaminantes. Las diferencias entre la concentracion de
contaminantes y los diferentes grupos (aflos y causas de ingreso)
fueron analizadas con el test no paramétrico Kruskal-Wallis. La
correlacion de las concentraciones de contaminantes con variables
continuas se analiz6 mediante el test de correlacion de Spearman.
Valores de P menores de 0,05 (dos colas) se consideraron como
estadisticamente significativos.

Resultados y discusion

Tal y como se expone en las tablas 1,2 y 3, la practica totalidad de las
muestras analizadas presentaron residuos de PCBs y PAHs, y la
mayoria también presentaron residuos de POCs (95%).

Con respecto a los POCs, se ha de reseiar que el 94.8% de las
muestras analizadas mostraron niveles de algin tipo de pesticida
clorado. En cualquier caso, de los 18 POCs incluidos en el estudio
solo cinco presentaron concentraciones superiores al limite de
deteccion (HCB, HCH-B, p,p -DDD, p,p -DDE y dieldrin). De entre
ellosel p,p’-DDE fue el méas frecuentemente detectado (89,6%) y el
que alcanz6 los mayores niveles (0,68 + 1,15 ng/ml). Estos resultados
coinciden con lo previamente publicado, ya que otros autores
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también han descrito al p,p ~-DDE como el pesticida que se encuentra
en mayores concentraciones en tortugas marinas, con independencia
delaespeciey de lazona geografica estudiada [9,22-25].

Tabla 1. Concentraciones (ng/ml) y porcentajes de deteccion de
pesticidas organoclorados (POCs) en 193 ejemplares de tortuga
boba (Caretta caretta) varadas en las Islas Canarias entre 2007-2011

Variable | Media = SD “(/{g:lig:)a De t:/cucién
HCB 0,35+0,46 | 0,18(0,00-3,51) 68,9
HCH-B 0,01 £ 0,049 | 0,00 (0,00-0,32) 13,5
DDE 0,68 =1,15 0,28 (0,00-8,94) 89,6
DDD 0,002 + 0,01 | 0,00 (0,00-0,06) 6,7
Dieldrin 0,65+ 1,60 | 0,00(0,00-8,14) 23,8
SDDTs 0,67+ 1,15 | 0,30 (0,00-8,94) 89,6
YPesticidas | 1,67 +2,46 | 0,77 (0,00-15,10) 94,8

Los siguientes pesticidas se encontraron por debajo del limite de deteccion:
p.p’-DDT, a-, y-, 8-HCH, aldrina, endrina, heptacloro epoxido, clordano
(isémeros -cis y —trans), endosulfan (isémeros a- y 3), endosulfan-sulfato
y mirex.

Tabla 2. Concentraciones (ng/ml) y porcentajes de deteccion de
bifenilos policlorados (PCBs)

Variable | Media +SD “&Z‘::g:;‘ % Deteccién
PCB-28 034+029 | 0,22 (0,00-1,24) 88,6
PCB-52 0,04+0,05 | 0,01(0,00-027) 46,6
PCB-77 | 0,001 +0,005 | 0,00 (0,00-0,05) 6,7
PCB-81 | 0,003+0,011 | 0,00 (0,00-0,08) 10,9
PCB-101 | 0,003+0,014 | 0,00 (0,00-0,12) 10,9
PCB-105 | 0,002+0,01 | 0,00 (0,00-0,09) 4,1
PCB-114 | 0,004 +0,03 | 0,00 (0,00-0,34) 47
PCB-118 | 0,13+£027 | 0,05 (0,00-3,10) 65,8
PCB-123 | 0,005+0,02 [ 0,00(0,00-0.2) 11,9
PCB-126 | 0,006+0,02 | 0,00(0,00-0,22) 10,9
PCB-138 1,74 243 | 0,83 (0,00-14,01) 93,8
PCB-153 1,01 2,04 |0.40(0,0022,55) 93.8
PCB-156 |  0,01+0,04 | 0,00(0,00-0,38) 11,9
PCB-157 | 0,02+0,04 | 0,00 (0,00-0,20) 30,6
PCB-167 | 0,006+ 0,02 | 0,00 (0,00-0,14) 17.6
PCB-169 | 0,001+ 0,006 | 0,00 (0,00-0,06) 3,6
PCB-180 | 0,57+ 1,12 [0,20(0,00-12,01) 88.6
PCB-189 ND ND ;
SM-PCBs | 330+4,64 |1,78(0,05-40,70) 100
SDL-PCBs | 0,18+0,32 | 0,09 (0,00-3,61) 81,9
SPCBs 3,84+565  |2,03(0,05-53,23) 100

ND = no detectado
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Tabla 3. Concentraciones (ng/ml) y porcentajes de deteccion de
hidrocarburos aromadticos policiclicos (PAHs)

Variable Media £ SD 1\({2‘1‘;‘;‘)“ e t:ﬁ‘cién
Naftaleno 1,6 £2,00 1,63 (0,00-10,29) 53,9
Acenafieno 0,02+0,11 0,00 (0,00-0,92) 6,7
Fluoreno 0,11 +0,32 0,00 (0,00-1,73) 17,1
Antraceno 0,01 £0,15 0,00 (0,00- 2,10) 3,1
Fenantreno 3,65+3,57 3,10 (0,00-23,45) 93,3
Fluorantreno 0,03+0,17 0,00 (0,00-1,61) 6,7
Pireno 0,05+ 0,21 0,00 (0,00-1,52) 16,1
Benzo [a] antraceno 0,004 £ 0,01 0,00 (0,00-0,07) 18,7
Criseno 0,003 + 0,008 | 0,00 (0,00-0,05) 10,9
Indeno [1,2,3-¢,d] pireno | 0,0001 = 0,0007 | 0,00 (0,00-0,01) 0,5
Dibenz [a,h] antraceno 0,0007 = 0,004 | 0,00 (0,00-0,04) 3,1
SPAHs 6,45 + 4,97 5,5 (0,01-29,46) 99,5

Los siguientes PAHs se encontrarion por debajo del limite de deteccion: acenaftileno,
benzo [b] fluoranteno, benzo [k] fluoranteno, benzo [a] pireno y benzo [g,h] perileno.

En relacion a los PCBs, es de destacar que todos los animales
incluidos en el estudio mostraron niveles detectables de este grupo de
contaminantes. Mientras que el PCB-189 no fue detectado en
ninguna de las muestras estudiadas, los congéneres 153 y 138 fueron
detectados en mas del 90% de las muestras. La frecuencia de
deteccion de los distintos congéneres fue la siguiente (ordenada de
mayor a menor): PCB-153 y PCB-138 > PCB-180 y PCB-28 > PCB-
118 > PCB-52 > PCB-157 > PCB-167. El resto de congéneres
incluidos en el estudio fueron detectados en menos del 15% de las
muestras. Por lo tanto, y de la misma manera que estudios anteriores
en tejidos de tortuga bobas [14,26,27], las muestras sanguineas
estuvieron claramente dominadas por el grupo de los
hexaclorobifenilos (97,9%). Es de recalcar, por la relevancia que
tienen los M-PCBs como “marcadores” de contaminacion ambiental
por PCBs que estos se detectaron en el 100% de las muestras,
mientras que los DL-PCBs, aunque fueron detectados en un
porcentaje alto de las muestras (81,9%), no estuvieron presentes en
todas las muestras analizadas.

Se ha de resefiar que entre todos los COPs analizados, fueron los
PAHs los que presentaron mayores concentraciones (6,45 + 4,97
ng/ml) y que este estudio es el primero en describir datos de
contaminacion por PAHs en tortugas marinas vivas a partir de
muestras de sangre. Las escasas publicaciones que han evaluado los
niveles de PAHs en tortugas, lo han hecho a través del analisis de
tejidos [28]. De las 193 muestras de tortugas analizadas en el presente
estudio, 192 presentaron niveles detectables de PAHs. El fenantreno
fue el contaminante mas frecuentemente detectado y en
concentraciones mas altas que el resto de hidrocarburos. Sin
embargo, acenaftileno, benzo [b] fluoranteno, benzo [k] fluoranteno,
benzo [a] pireno y benzo [g, h, i] perileno no fueron detectados en
ninguna de las muestras. Debido a que el fenantreno es uno de los
principales componentes del petréleo y que nuestros resultados
confirman que en las tortugas estudiadas predominan los PAHs con
tres y dos anillos (94,8 y 53,9%) sobre los PAHs con cuatro y cinco
anillos (39,9 y 0%), podemos sugerir el origen petrogénico de estos
contaminantes. Aunque el fenantreno es considerado relativamente
menos toxico que el benzo [a] pireno (no detectable en ninguna
muestra), se ha de hacer constar los potenciales efectos perjudiciales
del mismo (debido a la ubicua distribucion de este compuesto en
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ambientes acuaticos y a su tendencia a acumularse en los
organismos).

Ha de sefialarse la existencia de asociaciones negativas entre el
tamafio de los animales varados (LCC) y las concentraciones de
PCBs. Asi, los congéneres 28 (r=-0,17,p<0,05), 118 (r=-0,18,p <
0,05), 138 (r=-0,17,p<0,05), 153 (r=-0,30,p<0,001) y 180 (r=-
0,24, p <0,01) y, como consecuencia, la carga de PCBs marcadores
(ZM-PCBs; r=-0,24, p <0,01), de dioxin-like-PCBS (XDL-PCBs;
=-0,25, p <0,01) y la carga total de PCBs (XPCBs; r=- 0,23, p <
0,01), mostraron una relacion inversa con el tamafio del animal. Por lo
tanto, las tortugas de pequefio tamafio presentaron mayores niveles de
contaminacion por PCBs que las grandes. Este llamativo resultado,
también previamente observado por otros autores [9,22], es de dificil
explicacion. Una posibilidad es que estos menores niveles en tortugas
grandes sean debidos al efecto diluyente del crecimiento debido al
mayor acumulo de estas sustancias en estadios tempranos del
desarrollo y a exposiciones menores después en la fase neritica. Sin
embargo, otros estudios han observado una correlacion positiva entre
la talla y concentraciones de contaminantes clorados [29], sugiriendo
que el crecimiento juega un importante papel en la concentracion de
contaminantes organicos persistentes a lo largo de su ciclo de vida.
Por tanto, nuestro hallazgo es dificil de explicar y ha de ser
investigado en profundidad en futuros trabajos.

Por otra parte, también se observaron asociaciones inversas entre la
talla y concentraciones de PAHs: acenafteno (» =- 0,19, p <0,01),
fenantreno (» =- 0,19, p <0,01), benzo [a] antraceno (r = 0,22, p <
0,01) y 2PAHs (r = - 0,17, p < 0,05). Mientras que otros
contaminantes organicos sufren procesos de bioacumulacion
conforme mayor es el nivel en el que se encuentran en la cadena
alimenticia (siendo los mamiferos los que presentan mayores
niveles), los PAHs pueden ser metabolizados y, por lo tanto, es
generalmente asumido que la biomagnificacion en organismos
acuaticos y en la cadena alimenticia marina es insignificante [30,31].

Un llamativo resultado de este trabajo lo constituye la similar
tendencia temporal en los tres grupos de contaminantes estudiados,
observandose diferencias significativas entre los afios de estudio y los
diferentes grupos de contaminantes (KW-test, p < 0,001). Asi, las
muestras de tortugas marinas varadas en los afios 2007 y 2011 fueron
las que menor concentracion de contaminantes mostraron, mientras
que los niveles en sangre de XPOCs, XPCBsy XPAHs fueron mayores

en las tortugas varadas en el 2009 y 2010. Esta tendencia temporal
queda claramente puesta de manifiesto en las figuras (1a-c), donde se
muestra la mediana de la distribucion y su variabilidad
(representados con circulos y asteriscos). Hemos omitido un valor
muy extremo en la figura 1b (afo 2009) coincidente con el valor
maximo de la carga total de PCBs (53,23 ng/ml). Aunque existen
escasos estudios que hayan analizado la tendencia temporal de POCs
y PCBs [27], diferencias temporales entre los niveles de PAHs han
sido mas profundamente estudiados en ecosistemas marinos despu¢s
de descargas accidentales de petroleo [32-34]. No obstante, es
importante hacer notar que, aunque recientemente no ha habido
accidentes petroliferos en aguas del Archipiélago, existe, debido a la
situacion geografica de las islas, un importante trafico maritimo de
buques petroleros lo que podria explicar tanto la variabilidad
temporal como los elevados niveles de contaminacion por PAHs
(fenantreno, especialmente).
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Figura 1. Tendencia temporal de la presencia de contaminantes
organicos persistentes (COPs) en plasma de 193 ejemplares de
tortuga boba (Caretta caretta) varadas en las Islas Canarias entre

2007-2011 (a) SPOCs; (b) SPCBs; (c) SPAHs

En cualquier caso, debido al hecho de que los niveles de COPs en
sangre pueden sufrir fluctuaciones durante la movilizacion grasa [9],
debiera tenerse cuidado con la interpretacion de los resultados
obtenidos a partir de muestras sanguineas y el estudio entre los
distintos afios y los niveles de contaminacion, ya que una pérdida de
peso por enfermedad o trauma (como puede ocurrir en tortugas

varadas) lleva a movilizacion de la grasa y el consecuente incremento
de los niveles sanguineos de contaminantes liposolubles (como es el
caso de POCs y PCBs). Sin embargo, en el presente estudio no se
observaron diferencias significativas entre los niveles totales de
contaminaciony las distintas causas de ingreso.

En conclusion, podemos afirmar que este estudio demuestra que la
muestra de sangre tomada a tortugas marinas vivas es una muestra
adecuada para llevar a cabo estudios de monitorizacion por COPs
(incluyendo PAHs) por lo que puede emplearse en estudios de control
de ecosistemas marinos en caso de vertido de petroleo.
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EDUCACION EN TOXICOLOGIA
Comunicaciones orales
Moderadores: Rosario Moyano Salvago y Maria José Ruiz Leal

O1) APLICACION DE LAS REDES SOCIALES EN LA
METODOLOGIADOCENTE.

Prieto, M; Pescador, M, Vicente-Vicente, L; Morales, AI. Unidad de
Toxicologia. Departamento de Fisiologia y Farmacologia.
Universidad de Salamanca.

Las redes sociales, como aplicacion informatica, han creado un
espacio de comunicacion unico hasta la fecha, ya que permite crear
grupos afines que se intercambian de forma selectiva, inmediata,
efectiva, confidencial y segura, contenidos diversos que son
“compartidos”. En este proyecto se pretendio mediante la creacion de
un grupo especifico “alumnos de Toxicologia del Grado de Farmacia
de la Universidad de Salamanca” utilizar una red social (Facebook)
como herramienta con la que alcanzar los siguientes objetivos: 1)
Implicar al alumnado en el proceso de eleccion de contenidos de
interés social relacionados con la Toxicologia, 2) Introducirlos en una
cultura toxicoldgica que permita el analisis del balance
riesgo/beneficio en el uso de medicamentos y la exposicion a
sustancias quimicas y medioambientales, 3) Fomentar la capacidad
critica sobre publicaciones en el area, 4) Estimular la participacion de
los alumnos mediante una actividad “ludica” que sirva como refuerzo
positivo para el estudio de la asignatura, 5) Familiarizarlos con las
nuevas tecnologias, busqueda bibliografica en internet, manejo de
paginas web... Para ello, se creo el grupo denominado “Toxicologia
dela USAL”. Varios alumnos fueron los administradores de la pagina
y el resto, fueron agregandose al grupo mediante solicitud. A lo largo
del curso, participaron el 71 % de los alumnos, se colgaron un total de
190 publicaciones, entre noticias, videos, links de interés y articulos
cientificos, que a su vez fueron comentados. Se hicieron semanas
tematicas sobre desastres toxicoldgicos, en los que se iba aportando
informacion que posteriormente fue recogida en un documento. Para
valorar la eficacia de este proyecto se disefid una encuesta con el fin
de conocer la opinion de los alumnos. En la misma, concluyeron que
Facebook, en este contexto, les sirvio para alcanzar algunas de las
competencias, tanto especificas como trasversales, propuestas en los
estudios de Grado.

Palabras clave: Facebook, Redes Sociales, Toxicologia, Docencia.

02) PARTICIPACION DE LOS ALUMNOS DE SEGURIDAD
ALIMENTARIA EN SU PRIMERA JORNADA CIENTIFICA.
Jos, A.; Pichardo, S.; Prieto, A.I.; Camedn, AM. Area de Toxicologia.
Facultad de Farmacia. Universidad de Sevilla.

La asignatura "Seguridad Alimentaria" pertenece al 2° curso del
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Grado en Farmacia, y como tal, no esta basada en la mera adquisicion
de conocimientos teodricos por parte de los alumnos, sino que busca
una formacion en competencias, lo que exige la incorporacion de
nuevos modelos docentes. Para ello, se promovié una actividad
grupal consistente en la elaboracion por parte de los alumnos de
posters cientificos basados en temas de actualidad en Seguridad
Alimentaria (metilmercurio en pescado, bisfenol A en biberones,
melamina en leche, etc.). La bibliografia necesaria para la realizacion
del trabajo fue proporcionada por los profesores de la asignatura y se
baso en informes de la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA) y la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricién
(AESAN). Los alumnos interesados presentaron el trabajo realizado
en las II Jornadas de Seguridad Alimentaria, organizadas por la
Seccion de Toxicologia Alimentaria de la AETOX en la Facultad de
Farmacia, bien como comunicacion oral o escrita. Con el fin de
fortalecer sus habilidades de expresion en publico y el disefio de
posters cientificos los alumnos recibieron sesiones formativas por
parte de profesionales de la comunicacion y el disefio grafico, gracias
a un proyecto de mejora de habilidades extracurriculares concedido
por el Plan Propio de Docencia de la Universidad de Sevilla. Ademas,
los trabajos realizados fueron previamente corregidos por los
profesores y expuestos en clase. Todo esto permitié que los alumnos
afrontaran la participaciéon en su primera Jornada Cientifica con
mayor seguridad. Los resultados de la experiencia fueron muy
positivos tal y como se deduce de una encuesta de opinion realizada.

Agradecimientos: I Plan Propio de Docencia. Universidad de Sevilla.

Palabras clave: Jornada cientifica, Seguridad Alimentaria,
Competencias, Habilidades.

03) DOCENCIA PRACTICA EN TOXICOLOGIA VEGETAL
VETERINARIA: USO DE LAS TICs Y TRABAJO DE CAMPO.
Soler Rodriguez, F.; Miguez Santiyan, M.P.; Pérez-Lopez, M. Area de
Toxicologia, Departamento de Sanidad animal, Facultad de
Veterinaria, Universidad de Extremadura. Avda. de la Universidad
s/n, 10003-Caceres. E-mail: solertox/unex.es

Eldiagnostico de una intoxicacion vegetal se basa en la identificacion
de las posibles plantas toxicas, el conocimiento de su toxicidad y el
establecimiento de relaciones entre la informacion anterior y el caso
clinico que nos ocupa. Una forma de agrupar esos tres aspectos en la
docencia de la toxicologia veterinaria es el planteamiento de
actividades practicas a los alumnos mediante el uso de las TICs y el
trabajo de campo. Se presenta la actividad practica llevada a cabo en
la Facultad de Veterinaria de Caceres con los alumnos de Toxicologia
clinica. La sesiéon comienza en el aula de informatica donde a los
alumnos se les instruye en aquellas paginas web importantes para la
identificacion de las plantas en Espafia (Programa Anthos del Real
Jardin Botanico de Madrid, web del area de Botanica de la UEx y web
del Herbario Virtual del Mediterraneo occidental) y en portales de
informacion sobre toxicologia vegetal (Canadian Poisonous Plants
Information Systemy PLANTOX, y otros). A continuacién al alumno
se le expone un caso practico propio u obtenido de la bibliografia,
teniendo como datos basicos el nombre comin de las plantas
existentes en el prado (se les exponen 4 fotografias) y el cuadro
clinico principal. El profesor toma el papel de ganadero y el alumno el
del veterinario que estudia el caso. El alumno/veterinario debe
intentar identificar el nombre botanico de las plantas y obtener datos
cientificos de su toxicidad, que debe contrastar con los del caso
clinico, para lo que preguntara al profesor/ganadero todo lo que crea
conveniente. Esta actividad se completa con una actividad de campo
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en la cual el alumno, pudiendo trabajar en pequefios grupos, debe
entregar un herbario con 15 plantas téxicas en formato tradicional
(planta desecada) o digital (fotografias originales de plantas, en las
que aparezca el alumno).

Palabras clave: plantas toxicas, veterinaria, docencia

04) DESARROLLO DE CASOS CLINICOS TRANSVERSALES:
EXPERIENCIA DINAMIZADORA DE LA UNIDAD DOCENTE
DE TOXICOLOGIA. Rodamilans, M.'; Gémez-Cataldn, J.'; Piqueé,
E.'; Liobet, JM.'; Gual, A.”’; Giménez, R.'; Cambras, T.; Alegret,
M.': Campanera, JM.'. 'Grupo de Trabajo Colaborativo Casos
Clinicos Transversales de la Facultad de Farmacia (CCT-FARMA).
*Unidad de Alcohologia de la Generalitat de Catalunya. Institut de
Psiquiatria. Hospital Clinic de Barcelona. miguelrodamilans/ub.ed

Hemos puesto en marcha un proyecto de innovacion docente basado
en el desarrollo de casos clinicos transversales a lo largo de las
diferentes asignaturas del grado. La Unidad de Toxicologia ha sido
uno de los promotores y dinamizadores de este proyecto La
prevalencia del consumo de alcohol en Europa, asi como la multiple
patologia relacionada con éste, lo convierten en un problema de
primera linea en salud publica y por ello el Grupo Colaborativo
Casos Clinicos Transversales en Farmacia, ha escogido este tema
para iniciar este proyecto transversal. Para desarrollar el caso, se ha
introducido un personaje, Sam, un paciente de 20 afios, que se inicid
muy joven en el consumo de alcohol y del que veremos su evolucion
clinica en las distintas asignaturas del Grado de Farmacia. Sobre el
guion basico del caso, los diferentes profesores participantes, en
consenso con el resto del grupo, han propuesto una serie de
contenidos especificos a tratar en cada una de las asignaturas. El
proyecto se inici6 en febrero de 2012, mediante una presentacion ante
los alumnos de: los objetivos, la eleccion del caso, la
cumplimentacion de un cuestionario voluntario y anénimo sobre
consumo de alcohol, la proyeccion de un documental, asi como la
distribucion de un diptico informativo sobre este proyecto, y un
posterior seminario dentro de la asignatura de Bioquimica. Este
proyecto propone desarrollar un “estilo” de comunicacion entre
profesores y un nuevo modelo de ensefianza. De hecho, se pretende
favorecer el aprendizaje de los alumnos, pero también generar
estrategias de coordinacion del profesorado y de elaboracion de
materiales de uso comun. Creemos que esta forma de trabajo en
grupo colaborativo es una excelente herramienta para la formacion
del profesorado y para la coordinacion de los contenidos docentes de
las asignaturas participantes.

Palabras clave: casos clinicos, coordinacion del profesorado,
desarrollo de competencias, proyectos interdisciplinarios,
transversalidad.

Comunicaciones tipo Cartel

Cl) LA DOCENCIA DEL AREA DE TOXICOLOGIA DE LA
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA. Gutiérrez, A.J.; Rubio, C.; Luis,
G.; Hernandez, C.; Gonzalez-Weller, D.; Caballero, J.M.; Hardisson
A. Area de Toxicologia, Facultad de Medicina, Universidad de La
Laguna, Campus de Ciencias de la Salud, 3807 1. Tenerife.

La docencia de Toxicologia en la Universidad de La Laguna (ULL) se
integra en diversas licenciaturas y grados tales como Farmacia, CTA,
Medicina, Nautica y Transporte Maritimo y el Master Oficial de
Seguridad y Calidad de los Alimentos. En la Licenciatura de

50 Rev. Toxicol. (2012) 29: 51-72

Farmacia en la ULL (vigente hasta el curso académico 2013/2014), el
Area de Toxicologia imparte la asignatura troncal Toxicologia de 7
créditos y 2 asignaturas optativas (Drogodependencias y Toxicologia
Clinica y Laboral) de 4,5 créditos cada una. En el nuevo Plan de
Estudios de Grado en Farmacia, implantado desde el curso
2010/2011, la asignatura Toxicologia constituye una materia
obligatoria de 9 ECTS. La asignatura optativa Drogodependencias se
mantiene en el Grado en Farmacia creciendo hasta los 6 ECTS. En el
grado de Medicina, la docencia de Toxicologia se integra en las
asignaturas  Farmacologia, anestesia y tratamiento del dolor (9
ECTS) y Aspectos éticos, aspectos legales y aspectos humanisticos
de la Medicina. Comunicacion asistencial (6 ECTS) impartiendo 1
ECTS y 0,5 ECTS, respectivamente. Respecto a la docencia de
posgrado, la Toxicologia se imparte en el Master Oficial en Seguridad
y Calidad de los Alimentos desde dos modulos: “Aguas de consumo
de aguas de consumo humano. Vigilancia y control de calidad” y
“Evaluacion del riesgo toxicologico de los alimentos” con 6 ECTS
cadauno de ellos. Actualmente, el drea de Toxicologia esta trabajando
junto con otras areas de la ULL en el disefio del Grado en Ciencias
Ambientales, el Grado de Dietética y Nutricion y el Master Oficial de
Postgrado de Biodiversidad Marina. La implantaciéon de nuevos
grados y masteres, adaptados al EEES, ha permitido incrementar el
numero de profesores titulares y asociados en el area de Toxicologia
dela ULL.

Palabras claves: Docencia, ECTS, Grado, Universidad de La Laguna
(ULL), Toxicologia.

C2) “FUNDAMENTOS EN TOXICOLOGIA” NUEVA
ASIGNATURA DEL GRADO DE CIENCIA Y TECNOLOGIADE
LOSALIMENTOS EN LA UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE
MADRID. Martinez, M.A.; Ares, I.; Martinez, M.; Romero, A.;
Ramos, E.; Castellano, V.; Martinez-Larraiiaga, M.R.; Anadon, A.
Departamento de Toxicologia y Farmacologia. Facultad de
Veterinaria. Universidad Complutense de Madrid.

La licenciatura de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (CYTA)
(BOE de 20-11-1990) ha derivado al Titulo de Grado. El Grado
CYTA se adecua al Espacio Europeo de Ensefianza Superior, se
implanta en la UCM, Facultad de Veterinaria, curso académico 2011-
2012, siendo uno de sus objetivos el formar profesionales dentro del
ambito de la seguridad alimentaria con conocimientos y capacidad
para evaluar el riesgo higiénico-sanitario y toxicolégico de un
proceso, alimento, ingrediente, envase... En el Grado CYTA, el
Departamento de Toxicologia y Farmacologia es responsable de
impartir una nueva asignatura obligatoria “Fundamentos en
Toxicologia” (6 créditos ECTS). Las competencias especificas
abarcan:

- Describir las bases de la etiologia general de las intoxicaciones
comunes y contrastar los tratamientos generales.

- Clasificar los procesos toxicocinéticos y las principales rutas
metabdlicas de bioactivacion y detoxicacion.

- Demostrar conocimientos sobre naturaleza, efecto y mecanismo de
accion de los toxicos, y clasificar los procesos toxicos por drganos
(neurotoxicidad, estrés oxidativo y neurodegeneracion,
hepatotoxicidad, nefrotoxicidad, toxicidad en sistemas respiratorio y
cardiovascular, toxicidad sobre la reproduccion, toxicidad dérmica y
ocular, toxicidad en sistema inmune).

- Aplicar y evaluar los principales ensayos de toxicidad in vivo,
ensayos de toxicidad con animales transgénicos, y alternativas in




vitro para establecer los estandares toxicoldgicos y la seguridad de
sustancias quimicas.

- Extrapolar la informacion sobre la toxicidad obtenida en animales
de experimentacion para los animales domésticos, para el hombre y
para el medio ambiente.

- Demostrar los conocimientos necesarios para la evaluacion del
riesgo de sustancias quimicas y demostrar capacidad critica sobre los
importantes retos actuales de la Toxicologia.

La evaluacion de la adquisicion de competencias incluye
presencialidad (clases tedricas magistrales), participacion en
seminarios y actividades online, realizacion de practicas de
laboratorio y de informatica obligatorias y realizacion de una prueba
escrita/oral que evalue la asimilacion de los conocimientos
adquiridos.

Palabras claves: Fundamentos en Toxicologia; Grado de Ciencia y
Tecnologia de los Alimentos; Departamento de Toxicologia y
Farmacologiadela UCM.

C3) ACERCA DE UNA EXPERIENCIA CON LA
HERRAMIENTA METODOLOGICA DEL APRENDIZAJE
BASADO EN PROBLEMAS. Miguez, M.P.; Soler, F.; Pérez-Lopez,
M. Area de Toxicologia. Facultad de Veterinaria. Universidad de
Extremadura. Avda. de la Universidad s/n. 10003-Caceres. e-mail:
prado.miguez/gmail.com

Las caracteristicas de la sociedad actual en la que las nuevas
tecnologias, la facilidad de acceso a la informacion, cierta o erronea, y
el mercado global, marcan un estilo de vida abierto y en continuo
cambio, junto con el conocimiento del perfil del nuevo profesional
demandado han llevado al convencimiento de que se ha de fomentar
una metodologia mas centrada en una mayor participacion del
estudiante en la construccion de su conocimiento. El Aprendizaje
Basado en Problemas (ABP) como nueva actividad docente
promueve un gran numero de estas competencias, por lo que se ha
elegido esta herramienta didéctica con el objetivo de implementar el
aprendizaje de los alumnos de la asignatura de Toxicologia
Alimentaria, asignatura optativa de 4°/5° curso de la Licenciatura de
Veterinaria de la UEx. Al tratarse de un nimero reducido de alumnos,
proximos a egresar, se considera una buena base para llevar a cabo el
inicio de estas nuevas técnicas didacticas que les van a proporcionar
una serie de competencias transversales muy utiles para su futuro
profesional, dado que el ABP no se plantea como objetivo prioritario
la adquisicion de conocimientos de la especialidad, sino un desarrollo
integral del profesional en formacion, pues pretende una capacitacion
en competencias profesionales. Tanto la tematica del trabajo como la
organizacion del tiempo fueron aspectos semidirigidos por el
profesor, dejando asi a los estudiantes un alto grado de libertad en la
eleccion de su objeto de estudio y en la temporalizacion de la tarea. El
producto final de la actividad fue un informe escrito y una
presentacion oral. Cada alumno llevo a cabo un registro diario del
tiempo que dedicaba a tareas relacionadas con el ABP. Puede
concluirse que esta metodologia activa ha constituido una
herramienta didactica muy util para conseguir un alto nivel de
motivacion y participacion del alumnado que ha mostrado un alto
grado de satisfaccion con esta metodologia

Agradecimientos: ayuda financiada por el Vicerrectorado de Calidad
y Formacion Continua y el Servicio de Orientacion y Formacion
Docente de la Universidad de Extremadura

Palabras clave: innovacion docente, nuevas metodologias didacticas,
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aprendizaje basado en problemas.

C4) ENSENANDO TOXICOLOGIA VETERINARIA EN EL
EEES: RESOLVIENDO CASOS CLINICOS EN GRUPOS
REDUCIDOS. Pérez-Lopez, M., Miguez Santiyan, M.P, Soler
Rodriguez, F. Area de Toxicologia. Facultad de Veterinaria de
Caceres. Avda. de la Universidad s/n. 10071 Caceres. E-mail:
marcospl/unex.es

Elnuevo marco de educacion superior en que se sitiian los estudios de
Grado impone un refuerzo de las actividades de autoaprendizaje del
alumno y el desarrollo de metodologias proximas a la realidad del
futuro profesional. Dentro del ambito de la Toxicologia Veterinaria, la
necesidad de potenciar las habilidades clinicas adquiere una enorme
importancia, pues esta asignatura se sitiia en un contexto curricular
idoneo, al abrir el camino a otras especialidades. Mediante la
actividad ahora presentada, basada en la resolucion de casos clinicos,
los docentes modifican su forma de ensefanza, al actuar como
facilitadores y asesores, incrementando la motivacion y la iniciativa
del estudiante. Los alumnos, conformados en pequefios grupos
(nunca superiores a 5 personas), interactian con los docentes, quienes
les ofrecen retroalimentacion en cada uno de los casos clinicos a
analizar. Se busca una actitud activa en la resolucion del caso
planteado, identificando las necesidades de aprendizaje, para que el
alumno investigue, aprenda, aplique y resuelva las dudas. Este nuevo
entorno de actividad se centra en el marco de las tutorias ECTS, mas
personalizadas en el alumno que la tradicional actividad docente.
Para el desarrollo de esta actividad se suministran al alumno, al inicio
de las tutorias, los datos referidos a 2-4 intoxicaciones animales, para
que sean introducidos en una base de datos “toxicologica”, y se llegue
a determinar el toxico implicado. Mas alld de la mera calificacion
final, se desea que en el recorrido formativo los alumnos trabajen de
manera colaborativa en grupos, practicando y desarrollando
habilidades, observando y reflexionando sobre actitudes y valores
que en el método convencional expositivo dificilmente podrian haber
considerado.

Palabras clave: tutoria, grupo reducido, veterinaria, docencia

C5) EL SERVICIO DE TOXICOLOGIA DE LA UNIVERSIDAD
DE MURCIA COMO HERRAMIENTA DE APOYO A LA
DOCENCIA. Martinez-Lopez, E., Maria-Mojica, PM., Jiménez, P,
Romero D., Penialver J., Gonzalez-Franco, J.A., Garcia-Ferndandez,
A.J. Area de Toxicologia. Facultad de Veterinaria. Campus de
Espinardo, 30100. Universidad de Murcia.

El Servicio de Toxicologia de la Universidad de Murcia
(SERTOXMUR) es creado oficialmente a finales de 1996. Su
principal objetivo es el de ofrecer a la sociedad en general, y mas en
particular a los veterinarios, a la administracion (principalmente la de
Justicia) y a particulares que lo precisen, un servicio de
asesoramiento, andlisis, diagndstico e investigacion toxicologica.
Los veterinarios, tanto clinicos como de granja, precisan estar
familiarizados con los agentes toxicos mas asiduamente usados en la
zona, para actuar con diligencia en el diagndstico y tratamiento
especificos; sin embargo, los datos epidemiologicos sobre
envenenamientos en Espafia son escasos. Dentro de la formacion
académica veterinaria, con el estudio de la Toxicologia se pretende
que el alumno complete su formacion en los diversos aspectos de la
profesion; asi en la clinica mediante el diagnostico y tratamiento de la
intoxicaciones, tanto agudas como crénicas; o de manejo y
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produccion, mediante el conocimiento del riesgo del consumo de
piensos y alimentos por los animales. La participacion de los alumnos
en los Servicios de Toxicologia adscritos a instituciones
universitarias puede ofrecer el desarrollo de unas competencias
profesionales mas acordes con las necesidades futuras de los
egresados. En ese sentido, en la Universidad de Murcia el alumno de
“Toxicologia” y de “Ampliacion de Toxicologia Clinica y Forense”
de la titulacion de Veterinaria, participa de la labor asistencial de
SERTOXMUR en la resolucion de casos clinicos y forenses,
alimentarios y ambientales, adquiriendo distintas habilidades entre
las que destaca el envio y recepcion de muestras para investigacion
toxicologica, el manejo de técnicas y metodologias de muestreo,
extraccion, aislamiento e identificacion de sustancias quimicas
involucradas en procesos toxicos y en la interpretacion de resultados
analiticos en funcion del destino del resultado (clinico, forense,
alimentario, ambiental, pericial).

Palabras Clave: Servicio de toxicologia, docencia, veterinaria.

C6) TECNOLOGIAS DE LA INFORMACION Y LA
COMUNICACION EN LA EVALUACION DE RIESGOS
TOXICOLOGICOS. Font, G.; Berrada, H.; Ferrer, E. Laboratorio
de Toxicologia, Facultad de Farmacia, Universidad de Valencia, Av.
Vicent Andrés Estellés s/n, 46100, Burjassot, Valencia, Esparia.
Emilia.Ferrer/uv.es

Lavaloracion del riesgo toxicoldgico por exposicion a contaminantes
quimicos requiere evaluar su exposicion y la posterior comparacion
con los valores limites ambientales y biologicos. En este contexto
tienen un papel esencial las Tecnologias de la Informacion y de la
Comunicacion (TIC) que favorecen la consecucion de los objetivos
propuestos con un grado optimo de calidad. Ademas, permiten
generar espacios virtuales compartidos de relacion, formacion,
investigacion y trabajo para el disefio de casos practicos mediante
tareas y guias para el estudiante. El objetivo de este trabajo es la
aplicacion de las TIC a la evaluacion higiénica de la exposicion a
disolventes y la estimacion del riesgo, en la realizacion de practicas
delaasignatura de Evaluacion de Riesgos Toxicologicos. Paraello, se
introduce al estudiante en la busqueda, a través de Internet, en bases
de datos especializadas para que encuentre datos sobre la toxicidad
del disolvente, legislacion y valores limite de exposicion, con el fin de
definir si las condiciones de trabajo son seguras o no. A partir de los
valores limite ambientales (VL A) encontrados, los estudiantes deben
determinar el nivel de riesgo al que se encuentran sometidos los
trabajadores ¢ indicar si deben sugerirse acciones preventivas y/o
correctivas para el puesto de trabajo. Asi mismo, los estudiantes
deben encontrar los valores limites biologicos (VLB) y relacionar los
resultados obtenidos de la exposicion ambiental con la exposicion en
el medio bioldgico. Posteriormente, se evaluara experimentalmente
la exposicion en medios bioldgicos (sangre y/o orina) de trabajadores
expuestos y se comparara con los VLB mediante los indicadores
establecidos (por ¢j., acidos hipurico y metilhipurico en orina para el
xileno). Cada estudiante informa de los resultados obtenidos y se
inicia un periodo de discusion e interpretacion de los mismos. Como
conclusion, el uso de las TICs coordinado y complementado con el
trabajo en el laboratorio permite que los estudiantes adquieran las
destrezas y procedimientos relevantes de la asignatura, aprendan a
utilizar el método cientifico, trabajen en la resolucion de problemas y
relacionen las practicas con la teoria, obteniendo una formacion mas
flexible, coherente y autdbnoma.
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C7) ANALISIS DE LA ASIGNATURA INTRODUCION A LAS
CIENCIAS FORENSES EN EL GRADO DE CRIMINOLOGIA.
Pichardo, S.; Prieto, A.L; Camedn, A.M. Area de Toxicologia,
Facultad de Farmacia, Universidad de Sevilla. C/ Profesor Garcia
Gonzalez 2, 41012, Sevilla, Esparia.

En el presente curso académico, 2011-12, ha comenzado en la
Universidad de Sevilla el Grado en Criminologia, donde el Area de
Toxicologia de esta Universidad ha participado en la docencia de una
asignatura de primer curso denominada “Introduccion a las Ciencias
Forenses: Toxicologia y Medicina Legal”. Tras este primer aflo de
docencia, los profesores implicados en la imparticion de la asignatura
nos planteamos realizar un analisis de las debilidades, amenazas,
fortalezas y oportunidades (D.A.F.O.) de la experiencia para poder
valorar aquellos factores tanto externos como internos que han
influido en el desarrollo de la misma. Se pretende reflexionar sobre
los puntos débiles y fuertes que debemos tener en cuenta para poder
optimizar el proceso de ensefanza-aprendizaje de la asignatura el
proximo curso académico. En concreto, los objetivos del presente
proyecto son:

1) Conocer cuales son las principales amenazas en el aprendizaje y
rendimiento académico de nuestros alumnos.

2) Analizar las principales debilidades del sistema de ensefianza de
nuestra asignatura que pueden afectar al aprendizaje y rendimiento
académico de nuestros alumnos y buscar soluciones al respecto.

3) Identificar las principales oportunidades que se presentan para
nuestros alumnos, para poder incidir sobre ellas.

4) Estimular las principales fortalezas existentes en el sistema de
aprendizaje utilizado en la asignatura.

En general, los resultados obtenidos del analisis muestran que las
principales amenazas y debilidades se deben a la gran variabilidad en
la formacién preuniversitaria de los alumnos del Grado en
Criminologia, lo que hace muy dificil poder establecer un nivel medio
de los contenidos de la asignatura asi como su seguimiento por todos
los alumnos. Para poder mejorar el aprendizaje de nuestros alumnos,
nos planteamos para el proximo curso académico reorganizar los
contenidos teodricos de la asignatura, incidiendo en aquellos que
consideramos mas importantes para su formacion. Por otro lado,
destacamos entre las oportunidades y fortalezas el gran entusiasmo y
participacion mostrada por nuestros alumnos, asi como la
colaboracion de la Directora del Instituto Nacional de Toxicologia y
Ciencias Forenses de Sevilla (INTCF) con un seminario sobre el
Informe Pericial, que ha servido de gran estimulo para nuestros
alumnos.

Palabras clave: D.A.F.O., docencia, criminologia, ciencias forenses.

C8) MASTER EN SEGURIDAD ALIMENTARIA DE LA
UNIVERSIDAD DE SEVILLA: NIVELES DE PARTICIPACION
DELAREADE TOXICOLOGIA. Jos, A.', Moreno, L., Pichardo, S.",
Prieto, A.I', Puerto, M.', Gutiérrez-Praena, D.', Guzmdn-Guillén,
R.' Maisanaba, S.', Camedn, A.M.', Garcia-Parrilla, M.C.". ' Area de
Toxicologia. Facultad de Farmacia. Universidad de Sevilla.’Area de

Nutricion y Bromatologia. Facultad de Farmacia. Universidad de
Sevilla.

El Master en Seguridad Alimentaria de la Universidad de Sevilla, que
se imparte desde el curso académico 2009/10 ofrece los
conocimientos tedricos y practicos necesarios para las actuaciones
profesionales relacionadas con la Seguridad Alimentaria tanto en la




Administraciéon Publica como en la Empresa Privada, con el
reconocimiento de un Titulo Propio. En el mismo, se muestran los
principios generales y las competencias de los diferentes organismos
implicados en Seguridad Alimentaria. El Master esta organizado para
dar a conocer con detalle las etapas de evaluacion, gestion y
comunicacion del riesgo, fundamentales en todo proceso de
evaluacion de riesgos. Asimismo otro propésito es el manejo de la
legislacion alimentaria en el &mbito de la Seguridad Alimentaria,
diferenciando las disposiciones y los efectos de las medidas a tomar.
Ademas, se ofrece formacion necesaria en Nutricion, los métodos de
analisis, los requerimientos de los laboratorios y otros temas,
incluyendo una vision con perspectivas de futuro. En definitiva, este
master se presenta como una oportunidad para ofrecer formacion
académica e integrar los conocimientos necesarios desde los distintos
sectores relacionados con la Seguridad Alimentaria. El Area de
Toxicologia participa activamente en el mismo a distintos niveles: 1)
en la coordinacion, 2) en la imparticion de contenidos principalmente
en temas de evaluacion del riesgo, 3) en la tutorizacion de los alumnos
y en su evaluacion durante la duracion del mismo, un aflo completo
incluyendo fines de semana al tratarse de un master semipresencial
(60 ECTS) y 4) en la direccion y evaluacion de los trabajos de fin de
master. Se detalla en esta comunicacion aspectos mas especificos de
esta participacion.

Palabras clave: Seguridad Alimentaria, Formacion Postgrado,
Master, Titulo Propio.

C9) AVANCES DE LA RED IBEROAMERICANA DE
TOXICOLOGIA Y SEGURIDAD QUIMICA PARA LA
FORMACION, DESARROLLO E INVESTIGACION DE LA
TOXICOLOGIA. Pillco, A.; Gutiérrez, R.; Font, G.; Herrero, O.;
Cavieres, F.; de la Pefia, E. Red Iberoamericana de Toxicologia y
Seguridad Quimica (mutagenesisambiental/ica.csic.es).

Se hace una descripcion de las actividades de la RITSQ con los
objetivos siguientes: Coordinar la participacion de los diferentes
grupos existentes en universidades y organismos de investigacion de
Iberoamérica, implicados en estudios relacionados con Toxicologia.
Fortalecer la colaboracion y el intercambio académico entre los
programas de Doctorado y Maestria de diferentes paises
iberoamericanos que tengan como objeto el estudio y la investigacion
en Toxicologia o areas relacionadas. Favorecer la realizacion de
proyectos de investigacion entre docentes e investigadores de
Iberoamérica, pasantias estudiantiles y eventos académicos.
Fomentar el intercambio cientifico de profesionales interesados en
Toxicologia Ambiental, Clinica, Forense, Analitica, Seguridad
alimentaria y Métodos Alternativos. Se destaca la labor realizada por
la RITSQ en los 7 afios desde su inicio en la publicacion de
informacion de los eventos, congresos, reuniones, cursos y otras
actividades de interés para la Toxicologia. SE Se muestra que desde el
inicio de la Web, se han recibido 42.660 visitas y desde el marzo del
2011 a junio de 2012 se han producido 23.930 visitas lo que da una
media de 1600 visitas al mes. En la actualidad hay registrados en la
misma 751 persona. A lo largo de los anos de existencia de la RITSQ,
hemos celebrado dos Reuniones de la RITSQ, en Montreal, Canada y
Barcelona, Espaia; y se han presentado 37 carteles en Argentina,
Bolivia, Brasil, Canadé, Colombia, Chile, Cuba, Espafia, EEUU,
Francia, México, Pert, Portugal, Suecia y Uruguay. El registro a la
RITSQ es gratuito y cuenta para ello con la informacion de difunde la
pagina Web (http://ritsq.org) que tiene el apoyo del Comité Espaiiol
de IUTOX-AETOX-ICSU.
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C10) EL APORTE DE LOS PROGRAMAS DE QUIMICA Y
FARMACIA A LA ENSENANZA DE LA TOXICOLOGIA EN
CHILE. Vera, C.'; Tapia, A.'; de la Pefia, E°; Cavieres, M.F.'.
'Facultad de Farmacia, Universidad de Valparaiso, Chile.
(fernanda.cavieres/uv.cl). ° Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas, CSIC, Madrid. Red Espaiiola de Métodos Alternativos a
la Experimentacion Animal, REMA (epena/ica.csic.es).

La toxicologia es una disciplina cuya ensefianza es subvalorada en
Chile, lo que se evidencia en la inexistencia de programas de estudios
universitarios que entreguen un grado académico o titulo profesional
en lamateria. Asi, la ensefianza de la toxicologia se ha visto relegada a
modulos o unidades que se imparten dentro de otras asignaturas,
sobre todo en Programas académicos del ambito bioquimico o
clinico. Una notable excepcion la constituyen los Programas de
Quimica y Farmacia impartidos a lo largo del pais, dado que en ellos,
se incluye a la toxicologia como asignatura obligatoria de sus mallas
curriculares y por tanto, como exigencia para la titulacion como
Quimico Farmacéutico. En este trabajo se presenta una revision de las
caracteristicas de las asignaturas de toxicologia en las distintas
universidades que imparten Quimica y Farmacia en el pais. En
general, estos programas académicos tienen una duracion de entre 10
a 12 semestres, dictandose la toxicologia en los semestres 7 a 11, lo
cual indica que se requiere que el estudiante tenga un conocimiento
basal de las ciencias farmacéuticas para enfrentar esta materia. La
toxicologia se imparte en asignaturas semestrales con modalidad de
docencia directa en aula en horarios de clase que varian entre 1,5 a 4,0
horas por semana en los cuales se entregan las bases biologicas,
quimicas y moleculares que explican la toxicidad inducida por las
sustancias quimicas sobre el ser humano. En la Universidad de
Valparaiso, ademas, se incluyes topicos de evaluacion de toxicidad
enfatizando la aplicacion de los métodos alternativos o las 3erres. En
el perfil de egreso de la mayoria de las carreras de Quimica y
Farmacia se explicita que el profesional Quimico Farmacéutico tiene
los conocimientos y competencias para desarrollarse en cualquiera de
los ambitos de la toxicologia, poniéndose el énfasis en los &mbitos
clinico, alimentario y ambiental. De esta forma, los Programas de
Quimicay Farmacia brindan una oportunidad tinica para la ensefianza
delatoxicologia en Chile.

METODOS ALTERNATIVOS
Comunicaciones orales.
Moderadores: Guillermo Repetto Kuhn'y Rafael Balana Fouce

0l) ANALISIS DEL CICLO CELULAR, DISRUPCION DEL
POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL Y
APOPTOSIS DE ENIATINAS INDUCTORAS DE
CITOTOXICIDAD EN CELULAS HEPG?2. Juan-Garcia, A.*;
Ruiz, M.J.; Font, G. *Laboratorio de Toxicologia, Facultad de
Farmacia, Universidad de Valencia, Avda. Vicent Andrés Estellés,
s/n, 46100 Valencia, Espaiia *ana.juan/uyv.es

Las Eniatinas (ENs) son micotoxinas hexadepsipéptidas ciclicas
producidas por hongos del género Fusarium. Se encuentran de forma
natural como mezclas, siendo las mas importantes las ENs A, A1, By
B1. Ademas de tener actividad antibidtica, las ENs inhiben la enzima
acil-CoA colesterol acil transferasa (ACAT). Sin embargo, también
tienen actividad genotoxica tanto in vivo como in vitro por formacion
de aductos con el ADN. En este estudio se evalu¢ la alteracion de las
fases de distribucion del ciclo celular, alteracion del potencial
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membrana mitocondrial y apoptosis en células HepG2 por citometria
de flujo para cuatro micotoxinas de Fusarium: ENA, ENA1, ENBy
EN B1 alas concentraciones de 1,5y 3 uM durante 24, 48 y 72 horas.
Los parametros estudiados variaron en funcion de la EN ensayada.
Las ENs indujeron una detencion del ciclo celular de forma
proporcional al tiempo de exposicion y las concentraciones
estudiadas. La EN B produjo la mayor deteccion de la fase G1 en las
células HepG2, seguida de las ENs B1, Al y A. Las ENs Al y B1
detienen el proceso de la fase M mientras que la proporcion de células
HepG2 en la fase SubG0 aumento a las 72h para todas las ENs, si bien
para la EN B1 se obtuvo el mayor porcentaje. Por otra parte, se
observo que la despolarizacion de la membrana mitocondrial en las
células HepG2 tratadas con las ENs, activa la muerte celular por la
ruta mitocondrial de. Esta alteracion se observa tras 24h de
exposicion. La disminucion del potencial de membrana mitocondrial
se acompaild de una disminucion de la viabilidad celular. Este trabajo
ha sido financiado por el Ministerio de Ciencia e Innovacién (AGL
2010-17024/Al1).

02) NUEVOS AVANCES DE LAS TECNICAS BIOFOTONICAS
PARA EL CRIBADO DE COMPUESTOS MEDIANTE
SISTEMAS DE ALTO RENDIMIENTO Y OTROS ASPECTOS
DE BIOLOGIA CELULAR. Balajia Fouce, R. Dpto. CC Biomédicas
(ULE) e Instituto de Biotecnologia (INBIOTEC), Leon (SPAIN).

La presente comunicacion presenta nuevos avances realizados en
nuestros laboratorios en el campo de la biofoténica en un modelo de
células eucarioticas primitivas; Leishmania spp. En primer lugar se
han disenado proteinas quiméricas nucleares con el fin de dilucidar
las secuencias aminoacidicas responsables de su transporte nucleo-
citoplasmatico. Para ello se han realizado proteinas de fusion con la
GFP de una DNA topoisomerasa de tipo I. Esta enzima es un
heterodimero cuyas subunidades son susceptibles de ser
transportadas independientemente al nucleo por un sistema de
transporte activo dependiente de energia. La construccion de
quimeras fusionadas a la GFP permitieron identificar una region de
apenas 6 aminoacidos responsable de su translocacion al nucleo en la
subunidad pequefia de 1a enzima. En un segundo tipo de experimentos
hemos creado cepas de Leishmania spp. fluorescentes mediante
transfeccion estable con los genes codificantes de las proteinas
mCherry (fluorescencia roja), citrina (fluorescencia verde), CFP
(fluorescencia azul), IFP1.4 (fluorescencia infrarroja) y luciferasa
(luminiscencia) para estandarizar métodos de cribado de farmacos de
alto rendimiento (HTS). Estas células transgénicas emiten
fluorescencia cuando son viables y dejan de emitirla cuando son
destruidas por el sistema inmunitario del hospedador o por un
farmaco citotoxico. Estos sistemas HTS permiten realizar curvas
dosis respuesta in vitro sin necesidad de tinciones vitales y ademas
permiten el seguimiento in situ a tiempo real del progreso de la
infeccion sin tener que sacrificar a los animales. Finalmente, y desde
un punto de vista de biologia celular, las células fluorescente nos han
permitido saber de una manera inequivoca que en Leishmania se
producen procesos de intercambio génico que pueden ser de gran
relevancia en su patogenicidad. Leishmania spp. transfectadas con
los genes codificantes de citrina y mCherry co-infectaron mosquitos
del Gen. Phlebotomus in vivo. De los intestinos de dichos insectos se
obtuvieron cepas hibridas cuando fueron analizadas al microscopio
de fluorescencia que expresaban tanto citrina como mCherry. El
analisis molecular de las mismas confirmé que no sélo las cepas
hibridas habian intercambiado lo genes codificantes de ambos
marcadores fluorescentes sino que también contenian los marcadores
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de seleccion correspondientes a los genes responsables de resistencia
a antibioticos. Estos resultados son tres ejemplos de la aplicabilidad
de esta metodologia a sistemas HTS y otros procesos bioldgicos y
moleculares, que permiten la evaluacion de forma inmediata e
inequivoca la citotoxicidad y la seguridad in vitro e in vivo de
compuestos quimicos.

Financiacién: CICYT AGL2010-16078/GAN; ISCIII P109/0448 y
RICET; JCyL (Gr238)

03) DEVELOPMENT OF A MULTIPARAMETRIC CELL-
BASED PROTOCOL TO SCREEN AND CLASSIFY THE
HEPATOTOXICITY POTENTIAL OF DRUGS. Tolosa, L.; Pinto,
S.; Donato, M.T.; Lahoz, A.; Castell, J.V.; O'Connor, J.E.; Gomez-
Lechon, M.J.*. Hospital La F'é, Valencia. *gomez_mjo/gva.es

Hepatotoxicity is a major reason for drug non-approvals and
withdrawals. The multiparametric analysis of xenobiotic toxicity at
the single cells level using flow cytometry and cellular imaging-
based approaches, such as high-content screening (HCS) technology,
could play a key role in the detection of toxicity and the classification
of compounds based on patterns of cellular injury. This study aimed
to develop and validate a practical, reproducible, in vitro
multiparametric cell-based protocol to assess those drugs that are
potentially hepatotoxic to humans and to suggest their mechanisms of
action. The assay was applied to HepG2 human cell line exposed to 78
different compounds for 3 and 24 hours at a range of concentrations
(1-1000 uM). After treatments, cells were simultaneously loaded
with five fluorescent dyes showing optical compatibility and were
then analysed with a HCS Station. By using the new technology of
HCS cell parameters associated with nuclear morphology, plasma
membrane integrity, mitochondrial function, intracellular calcium
concentration and oxidative stress, indicative of prelethal cytotoxic
effects and representative of different mechanisms of toxicity, were
measured at the single cells level, which allows high-throughput
screening. This strategy appears to identify early and late events in the
hepatotoxic process, and also suggest the mechanism(s) implicated in
the toxicity of compounds to thereby classify them according to their
degree of injury (no injury, low, moderate and high injury). On the
other hand, in a number of adverse drug reactions leading to
hepatotoxicity, drug metabolism is thought to be involved by the
generation of reactive metabolites. In order to study the toxicity of
bioactivable compounds, HepG2 cells were simultaneously
transfected with recombinant adenoviruses encoding CYP1A2,
CYP2C9 and CYP3A4 to confer them drug-metabolic competence.
This cell model showed to be a suitable hepatic model to test
hepatotoxicity of bioactivable drugs and constitutes a valuable
alternative for hepatotoxicity testing.

Palabras clave: Hepatotoxicity, In vitro, multiparametric model

04) UTILIZACION DE LA LEVADURA DE FUSION
SCHIZOSACCHAROMYCES POMBE COMO MODELO EN LA
DOCENCIA DE CIENCIAS EXPERIMENTALES. Repetto, G.*;
Daga, R.R. Universidad Pablo de Olavide, de Sevilla.
*arepkuh/upo.es

La levadura de fision Schizosaccharomyces pombe se ha convertido
en los ultimos afos en un excelente modelo para el estudio
experimental de multitud de procesos bioldgicos. Es un organismo de
facil manipulacion, no es patdgeno, posee un ciclo de vida y un ciclo
sexual de corta duracion, presenta un gran parentesco con células




animales y su genoma esta totalmente secuenciado y accesible. Entre
las aplicaciones mds interesantes destacan el estudio del control del
ciclo celular y la citocinesis, pero también de las rutas de respuesta al
estrés oxidativo y la resistencia multiple a drogas, de gran utilidad en
la defensa ante toxicos y por la reduccion de la eficacia de
medicamentos. Segun la severidad del estrés, se inducen vias
especificas de adaptacion, como las del factor de transcripcion Papl,
o de respuesta global al estrés, como las descritas en células de
mamifero, principalmente mediadas por las MAPKs Styl y Pmk. El
estrés provoca el acumulo nuclear de factores de transcripcion como
Papl y Atfl, lo que activa la transcripcion de genes de enzimas
antioxidantes (catalasa, glutation reductasa, etc). Ademas, se
aumenta la expresion de los genes de resistencia multiple a drogas,
particularmente mediados por transportadores de tipo ABC que
expulsan los toxicos fuera de la célula. Se presenta la utilizacion de S.
pombe como modelo experimental in vitro en actividades practicas y
desarrollo y en trabajos de fin de grado, aplicando sistematicas de
seleccion de mutantes, reversion de mutaciones, modificacion de
trasportadores, etc., en la docencia de materias relacionadas con la
genética, farmacologia y toxicologia.

Palabras clave: Docencia, Levadura, Schizosaccharomyces pombe,
Modelo experimental, in vitro.

Comunicaciones tipo Cartel

C1) CITOTOXICIDAD Y BIODISPONIBILIDAD IN VITRO DE
BEAUVERICINA Y FUSAPROLIFERINA EN CELULAS
CACO-2. Prosperini, A.; Meca, G.; Font, G.; Ruiz, M.J. Laboratori
de Toxicologia, Facultat de Farmacia, Universitat de Valencia, Av.
Vincent Andres Estelles, 46100 Burjassot, Valencia, Spain.

La beauvericina (BEA) es una micotoxina ciclohexadepsipeptidica
con propiedades insecticidas y que produce efectos citotoxicos en
células de mamifero. La fusaproliferina (FUS) es una micotoxina
toxica para larvas de Artemisia salina, células de insecto y es
teratogénica para embriones de pollo. Los objectivos de este trabajo
fueron determinar la citotoxicidad de BEA y FUS en células
epiteliales de adenocarcinoma colorrectal HT-29 y Caco-2 y estudiar
el transporte y la biodisponibilidad utilizando las células Caco-2
como modelo gastrointestinal in vitro de simulacion del epitelio
humano intestinal. La citotoxicidad se determin6 mediante el ensayo
del MTT y los experimentos de transporte y biodisponibilidad se
llevaron a cabo utilizando placas Transwell especificas para los
estudios de biodisponibilidad, compuestas de tres partes, 1) un filtro
sobre el cual las células Caco-2 se cultivan hasta la completa
diferenciacion (21dias), 2) un compartimento apical que simula el
lumen intestinal y donde se introducen las micotoxinas de interés y 3)
un compartimento basolateral con la funciéon de recoger las
micotoxinas absorbidas por las células, simulando el torrente
sanguineo. La identificacion y cuantificacion de BEA y FUS en el
liquido basolateral se llevo a cabo empleando la cromatografia
liquida acoplada a la espectrometria de masas en tandem (LC-
MS/MS). La concentracion inhibitoria (IC,,) que se evidenci6 para la
BEA en las células Caco-2 expuestas 24 y 48 horas fue de 24,6 y 12,7
uM, respectivamente; mientras que los valores de IC,; en las células
HT-29 fueron de 15,0 y 9,7 uM, respectivamente. FUS resultd ser
citotdxica, pero no se observaron valores de IC,, en el intervalo de las
concentraciones ensayadas. Los porcentajes de biodisponibilidad de
BEA variaron de 50,1 a 54,3%, mientras que FUS presento valores de
biodisponibilidad desde 80,2 hasta 83,2%. Los resultados obtenidos
demuestran un riesgo potencial de ambas micotoxinas para la salud

Actas de las Jornadas de Formacion en Toxicologia 2012

humana.

Palabras clave: Beauvericina, fusaproliferina, citotoxicidad,
biodisponibilidad in vitro, transporte transepitelial, células HT-29,
Caco-2.

Agradecimientos: Este trabajo ha sido financiado por el Ministerio de
Ciencia e Innovacion (AGL 2010-17024/Ali). A. Prosperini agradece
la beca “Santiago Grisolia” concedida por la Conselleria de
Educacion de la Comunidad Valenciana.

C2) APLICACION DEL E-SCREEN PARA EVALUAR
DISRUPCION ENDOCRINA INDUCIDA POR MEZCLAS DE
CONTAMINANTES AMBIENTALES. Salas, A.; Aldeguer, M.P.;
Navas, I.; Martinez-Lopez, E.; Garcia-Ferndandez, AJ" Area de

Toxicologia, Facultad de Veterinaria, Universidad de Murcia.
*ajgf/um.es

La presencia de numerosas sustancias quimicas sintéticas en el medio
ambiente, y sus efectos adversos sobre el medio ambiente y la salud
humana, estad ampliamente reconocida. Uno de los efectos que mas
preocupan hoy dia es la capacidad de muchos de ellos de interferir con
el sistema endocrino. La mayoria de estudios se centran en el efecto
que tienen estos compuestos de forma individual, sin tener en cuenta
el efecto de las interacciones que puedan surgir entre ellos al
encontrarse formando distintas mezclas, tal y como sucede en el
medio. En este trabajo se aplica la técnica in vitro E-Screen para
evaluar la capacidad que tienen las mezclas de ciertos “contaminantes
emergentes” e insecticidas organoclorados, de alterar la funcion
estrogénica. El E-screen mide dicha capacidad cuantificando
indirectamente la proliferacion de células MCF-7, que expresan
receptores estrogénicos, tras cincos dias de exposicion in vitro a los
contaminantes y/o sus mezclas. Para preparar las mezclas nos
basamos en las concentraciones de compuestos organoclorados
detectadas en sangre de rapaces del sur y sudeste espafiol (aldrin,
dieldrin, DDE, DDT, lindano técnico y endosulfan), asi como los
detectados en efluentes de depuradoras (AINEs, antibioticos,
farmacos del SNC y fragancias). Se incluyeron controles negativos,
positivos (17-B-estradiol 1 nM) y controles del solvente DMSO. Tras
los cinco dias de exposicion, se evalud la proliferacion celular
mediante colorimetria con la técnica de coloracién con
sulforhodamina B. Los resultados de las mezclas se compararon con
los esperados, tras haber estudiado previamente la actividad
estrogénica de estos compuestos de manera individual. Las mezclas
de organoclorados indujeron un efecto mucho menor que el esperado,
oscilando entre 4,5 y 1,7 veces menor, en funcion de la naturaleza de
la mezcla. Las mezclas de contaminantes emergentes, por grupos,
resultaron tener un efecto similar al esperado, excepto en el caso de la
mezcla tonalide-celestelolide (con la mitad del efecto esperado) y la
mezcla de antibidticos (con un efecto 5 veces mayor).

Agradecimientos: Al Proyecto CONSOLIDER del MICIIN
(NOVEDAR-CSDO00C-07-22204).

Palabras clave: Estrogenicidad, E-Screen, MCF-7, insecticidas
organoclorados, contaminantes emergentes.

TOXICOLOGIA FORENSE
Comunicaciones orales.

Moderadores: Maria Luisa Soria Sanchez y Ana Maria Bermejo
Barrera
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0Ol1) RESUMEN DE CASOS ANALIZADOS EN EL
LABORATORIO DE TOXICOLOGIA FORENSE DEL
INSTITUTO DE CIENCIAS FORENSES DE SANTIAGO DE
COMPOSTELA EN EL ANO 2011. Tubernero, M.J.; A'lvarez, L;
Cabarcos, P; Baz, J.A.; Fernandez, P.; Bermejo, A.M. Instituto de
Ciencias Forenses, Facultad de Medicina. Universidad de Santiago
de Compostela.

En el Laboratorio de Toxicologia Forense del Instituto de Ciencias
Forenses de la Universidad de Santiago se analizan las muestras
procedentes de los juzgados de la Comunidad Auténoma de Galicia.
Asimismo, el laboratorio es el centro de referencia en la comunidad
gallega para el analisis de los casos de muerte por reaccion aguda a
sustancias psicoactivas (muerte RASUPSI), recogiéndose todos los
datos de estos casos segun el protocolo establecido a nivel nacional,
siendo posteriormente enviados al Plan Nacional de Drogas, para su
tratamiento y evaluacion estadistica. En el afio 2011 se han analizado
en nuestro laboratorio un total de 1511 casos, de los que 548
correspondieron a muestras de sujetos fallecidos y 963 a sujetos
detenidos o puestos a disposicion judicial. Los 963 casos de sujetos
detenidos o puestos a disposicion judicial se han clasificado segun
los motivos de la detencion y dentro de éstos se han estudiado los
posibles toxicos implicados. Como causa mayoritaria destacan los
sujetos detenidos por robo/hurto y las ejecutorias (aplicacion del
articulo 87 del codigo penal). En estos casos las muestras recibidas
han sido el cabello, la orina 0 ambos (832 muestras de cabello y 590
muestras de orina). En cuanto a los 548 sujetos fallecidos, 182 casos
corresponden a muertes naturales y 366 a muertes violentas,
predominando dentro de estas tultimas las accidentales (212) y
suicidios (150), siendo los homicidios unicamente 4 casos. La
mayoria de las muertes accidentales se deben a accidentes de trafico,
reaccion aguda a drogas de abuso o caidas. En los casos de suicidio la
ahorcadura es el método predominante (103 casos). Los toxicos mas
frecuentemente detectados son el alcohol etilico, drogas de abuso
(cocainay derivados opidceos), antidepresivos y benzodiacepinas.

02) LOS ANALISIS TOXICOLOGICOS EN LA PRACTICA
DIARIA DE UN MEDICO FORENSE. Uroz Martinez, V.*, Calvo
Lejarraga, E. Instituto de Medicina Legal de Albacete, Cuenca y
Guadalajara. Direccion de Albacete. C/ San Agustin, 1. 02001.
Albacete. Espania. *mvictoria.uroz/justicia.es

Son frecuentes los casos en los que puede estar indicada la realizacion
de analisis toxicologicos en la practica diaria de un Médico Forense.
La clave de la Toxicologia Forense es la interpretacion de los
resultados en el marco del tipo de muestra, el momento de la toma, la
ventana de tiempo que implica, el tipo de toxico y la concentracion
confirmada, recordando que un dato de concentracion de una
sustancia aislado puede no proporcionar gran informacion acerca del
grado de afectacion que ésta ejerce sobre el individuo. Con respecto a
las Autopsias Judiciales, a la llegada de los resultados toxicologicos
forenses del Instituto Nacional de Toxicologia y Ciencias Forenses
podemos encontrar la ausencia de toxicos en las muestras enviadas, el
hallazgo de toxicos que ya sospechabamos, o bien la deteccion de
otros que no se esperaban. La duda mas relevante desde el punto de
vista forense que se nos ha planteado en varios casos recientes es
saber si en el momento de la muerte la sustancia toxica estaba activa o
no, asi como si la concentracién encontrada de ésta es la suficiente
como para explicar la muerte, describiendo también si puede tratarse
de un tratamiento médico de base del fallecido. Con respecto al
analisis en vivos, abordamos la deteccion de drogas de abuso y sus
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metabolitos en el cabello, dado que plantea numerosas dudas en
cuanto a su utilidad para un imputado cuando se trata de un hecho
delictivo que acaecio un dia concreto o si el delito no esta relacionado
con la consecucion de la droga. Por otra parte, nos planteamos la
utilidad del analisis toxicologico en el caso de la suspension de la
pena que se contempla en el articulo 87 del Codigo Penal, en especial
para sujetos que se encuentran en una comunidad terapéutica en
régimen cerrado.

Palabras clave: articulo 87 del Codigo Penal, analisis toxicologico
forense, interpretacion de resultados, autopsia judicial, cabello

03) IDENTIFICACION DE ALCALOIDES ALUCINOGENOS
EN MUESTRAS DE ORIGEN VEGETAL. Garcia Repetto, R.;
Soria, M.L. Instituto Nacional de Toxicologia y Ciencias Forenses.
Departamento de Sevilla.

Presentamos la identificacion quimica de los principios activos mas
caracteristicos en una muestra de hongos incautada por las Fuerzas y
Cuerpos de Seguridad del Estado. Al tratarse de la primera vez que se
recibe una muestra de estas caracteristicas en nuestro laboratorio se
ha procedido a la adaptacion del método existente para muestras
biologicas a esta matriz diferente. Para ello la muestra se ha
homogeneizado por accién conjunta de trituracién/centrifugacion en
metanol y la determinacion se ha llevado a cabo por GC-MS previa
derivatizacion con BSTFA. Se ha identificado la presencia de los
alcaloides alucindgenos Psilocina y Psilocibina que junto con las
caracteristicas morfologicas, han permitido clasificar la muestra
recibida del género Psilocibes. Los estudios quimicos se estan
completando con los estudios genéticos para poder establecer la
especierecibida.

TOXICOLOGIA VETERINARIA
Comunicaciones orales

Moderadores: Antonio Juan Garcia Ferndandez y Francisco Soler
Rodriguez

01) DETERMINACION DE MICOTOXINAS EMERGENTES
DE FUSARIUM EN PESCADO DE PISCIFACTORIA. Tolosa J.;
Font, G.; Maries, J.; Ferrer, E. Departamento de Medicina
Preventiva y Toxicologia, Facultad de Farmacia, Universidad de
Valencia, Av. Vicent Andrés Estellés s/n, 46100, Burjassot, Espaiia.

josefa.tolosa/uv.es

Los piensos compuestos son matrices susceptibles del crecimiento de
hongos micotoxigénicos, especialmente bajo condiciones favorables
de humedad y temperatura. La introduccion en su composicion de
materias primas susceptibles de contaminacion por hongos
micotoxigénicos, como por ejemplo, los cereales, favorece la
presencia de micotoxinas en piensos destinados a la alimentacion
animal, y concretamente a la alimentacion de peces de piscifactoria.
Las micotoxinas emergentes incluyen una serie de micotoxinas
producidas por el género Fusarium. Estas son Beauvericina (BEA) y
Eniatinas (ENs), entre otras. Deben su nombre a que fueron
descubiertas con posterioridad a otras micotoxinas del género
Fusarium y a que en la actualidad se tienen pocos datos sobre su
toxicidad (M. Jestoi, 2008). Diferentes estudios indican la presencia
de micotoxinas emergentes de Fusarium en cereales y trigo (Manhine
etal.,2011; Oueslati et al., 2011; Meca et al., 2010), por lo que cabria
esperar que éstas aparecieran en los piensos compuestos destinados a
los peces de piscifactoria, los cuales presentan un contenido




significante de cereales en su composicién. Sin embargo, no existen
datos sobre la presencia de dichas micotoxinas en piensos destinados
a diferentes especies animales, entre ellas los peces. El objeto del
presente estudio es la determinacion de cinco micotoxinas
emergentes de Fusarium (eniatinas A, Al, By Bl y BEA) en piensos
compuestos para peces de piscifactoria, asi como la presencia en el
tejido de los peces. Para ello, 20 muestras de pienso para peces de
piscifactoria y 6 peces de piscifactoria (Dicentrarchus labrax) se
analizan mediante extraccion con ultrasonidos empleando
acetonitrilo como disolvente y purificacion con columnas C, y
posteriormente se determinan por cromatografia liquida-
espectrometria de masas con triple cuadrupolo (LC-MS-MS QqQ).
Los resultados muestran que todas las muestras de pienso y de
pescado de piscifactoria analizadas presentaron contenidos de las
micotoxinas estudiadas, con una concentracion maxima de 10 pg/kg
(ENB1)y2.9 pg/kg (ENAT1), respectivamente.

Palabras clave: Pescado, piscifactoria, pienso, eniatinas,
beauvericina.

Agradecimientos: Este trabajo forma parte de un proyecto de
investigacion financiado por el Ministerio de Ciencia e Innovacion
AGL 2010/17024/ALI. J. Tolosa agradece la beca de investigacion
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02) SITUACION DE LOS ENVENENAMIENTOS DE FAUNA
EN ESPANA: APORTACION DE LOS LABORATORIOS DE
TOXICOLOGIA VETERINARIA. Garcia-Ferndndez, A.J.*:
Maria-Mojica, P.; Jiménez-Montalban, P, Martinez-Lopez, E.;
Navas, I.; Gomez-Ramirez, P.; Espin, S.; Romero, D.; Pefialver, J.;
Aldeguer, M.P; Salas, A.; Ramon, L.; Cabo, P; Gonzadlez-Franco,
J.A. Servicio de Toxicologia y Veterinaria Forense, Universidad de

Murcia. *ajgf/um.es.

El uso de cebos envenenados en el medio natural sigue siendo una
practica habitual en todo el territorio nacional, a pesar de las acciones
que se han venido desarrollando, en los ultimos afos, en la lucha
contra el veneno. La fauna objeto de la manipulacion y uso de los
cebos envenenados es tanto silvestre como doméstica, si bien el
mayor impacto social y ecologico se da cuando es la fauna silvestre el
objeto de la accion letal de estos cebos. A pesar de ello, en cuanto al
nimero de envenenamientos, es la fauna doméstica la mas afectada.
Los animales domésticos, sobre todo los perros, seguidos de los
gatos, son las victimas mas habituales de los cebos; unas veces, por
ser ellos mismos el objeto del veneno y, otras veces, por ser victimas
secundarias de cebos colocados para matar animales silvestres. En
este sentido, la fauna doméstica se convierte en un centinela ideal de
la realidad que afecta a la fauna silvestre protegida. Por otro lado, la
lucha contra el veneno ha dado también algunos frutos, entre ellos la
instauracion de medidas legislativas para reducir la concentracion de
principio activo en los productos comerciales, o la prohibicion de
algunos productos y algunas formulaciones y presentaciones muy
utilizadas en las ultimas décadas para envenenar. En esta larga lucha
contra el veneno en el medio natural, una de las herramientas o
aspectos mas delicados es el relacionado con la manipulacion de las
muestras, su toma en condiciones adecuadas para su analisis, asi
como el propio analisis con garantias de poder llegar a juicio. Algunos
laboratorios de Toxicologia Veterinaria de Universidades, de centros
de investigacion o de administraciones autonomicas han colaborado
en la busqueda de herramientas analiticas y periciales adaptadas
especificamente a los envenenamientos en el medio natural. Esta
colaboracion ha sido puesta de manifiesto en las diversas reuniones
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sobre el veneno y ha supuesto la elaboracion de un protocolo o guia en
el que la AETOX ha participado activamente. El proyecto Life
VenenoNO es, en la actualidad, el camino aceptado por el estado, las
administraciones autonémicas, organizaciones no gubernamentales y
laboratorios de referencia para luchar conjuntamente contra esta
practica delictiva.

Comunicaciones tipo cartel

C1) INTOXICACION POR CLORPIRIFOS EN UN LEMUR DEL
BAMBU (Hapalemur griseus) DE UN PARQUE ZOOLOGICO.
Gomez-Ramirez, P': Ramén, L.; Martinez-Lopez, E'.; Maria-
Mojica"z, P, Casares-del Arco, M.’ Gerique, C. - Carbonell, M.D.’;
Garcia-Ferndndez, A.J."" 'Area de Toxicologia, Facultad de
Veterinaria, Universidad de Murcia. *ajgf/um.es. *Centro de
Recuperacion de Fauna Silvestre de Santa Faz, Alicante, Generalitat
Valenciana. Rain Forest Valencia, S.A. BIOPARC Valencia.

El1émur del bambu (Hapalemur griseus) es un primate herbivoro de
la familia Lemuridae, endémico de Madagascar, donde se considera
una especie vulnerable segtin la IUCN. Se trata de una de las pocas
especies de primates que se alimentan principalmente de bambt. En
un parque zooldgico, un lémur macho de esta especie, de 8 afios y
1,07 Kg, se encontro en lo alto de un arbusto, con ataxia y excesiva
salivacion. A continuacion cayd al suelo y murid a los pocos minutos.
El animal solia salir tres dias por semana a un recinto exterior con
abundante vegetacion arbustiva y césped, el cual habia sido fumigado
con Dursban® (clorpirifos al 48%) 15 y 2 dias antes del suceso. Tras
la necropsia, las muestras de higado y contenido gastrico (restos de
plantas) fueron remitidas al Servicio de Toxicologia de la
Universidad de Murcia y analizadas siguiendo un método de
extraccion en fase solida dispersiva (dSPE), mas frecuentemente
llamada “QuEChERS” (del inglés: Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, and Safe). La deteccion se realizo mediante cromatografia
de gases acoplada a detector de espectrometria de masas,
encontrando residuos de clorpirifos tanto en higado como en
contenido gastrico. El clorpirifos es un insecticida organofosforado
ampliamente utilizado para combatir plagas de insectos, parasitos del
ganado y microorganismos patdgenos en los cultivos agricolas. En
Espafia hay registrados 74 productos comerciales con distintas
concentraciones de este principio activo, por lo que se supone un
frecuente uso fitosanitario. Como inhibidor de la enzima
acetilcolinesterasa, la intoxicacion por este compuesto provoca
sintomas muscarinicos, nicotinicos y de SNC, entre los que se
incluyen los descritos en el presente caso. Este hecho, junto con los
resultados analiticos, confirma la intoxicacion por clorpirifos como
causa de muerte. Este es el primer caso descrito de intoxicacion aguda
por clorpirifos en 1émur.

Palabras clave: Clorpirifos, Quechers, Lemur, Dursban.

C2) ADAPTACION DE QUECHERS PARA EL ANALISIS DE
RODENTICIDAS ANTICOAGULANTES EN PEQUENOS
VOLUMENES DE MUESTRA. Gomez-Ramirez, P'; Martinez-
Lopez, E': Maria-Moyjica, P. 2. Garcia-Ferndndez, A.J."* 'Area de
Toxicologia, Facultad de Veterinaria, Universidad de Murcia.
*ajgf/um.es. *Centro de Recuperacion de Fauna Silvestre de Santa
Faz, Alicante, Generalitat Valenciana.

El uso de rodenticidas anticoagulantes es el método mas
frecuentemente utilizado para el control de plagas de roedores.
Debido a sus caracteristicas fisico-quimicas y particular mecanismo
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de accion, la utilizacion de estos compuestos en zonas rurales puede
suponer un riesgo de intoxicacion secundaria de sus depredadores.
Para evaluar el riesgo a estos compuestos para la fauna silvestre,
especialmente en aves rapaces que se alimentan de roedores, se llevan
a cabo los programas de biomonitorizacion. Puesto que estos
programas utilizan muestras de obtencion no cruenta como la sangre,
se ha querido desarrollar un método facil, econdmico y rapido que
permitiera el analisis de pequefios volumenes de muestra de sangre.
En el presente trabajo se ha puesto a punto una técnica basada en el
método de extraccion en fase solida dispersiva (dSPE), mas
frecuentemente llamada “QuEChERS” (del inglés: Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged, and Safe), comparando tres variaciones de
la misma. La técnica finalmente elegida permite una recuperabilidad
entre 72-134% para los siete rodenticidas objeto de estudio
(warfarina, cumatetralilo, difenacoum, brodifacoum, bromadiolona,
difacinona), la cual es superior a la obtenida por las técnicas
anteriormente descritas. También la sensibilidad de la presente
técnica es mayor a la obtenida por otras técnicas. Con el fin de
comprobar la utilidad de la técnica validada, se analizaron un total de
50 muestras de sangre de buho real (Bubo bubo) de vida libre y 5
muestras de higado obtenidas mediante necropsia de individuos
adultos de la misma especie. Mientras que ninguno de los
rodenticidas fue detectado en sangre, en el 80% de las muestras de
higado se detecté al menos uno de los compuestos. Esto puede
atribuirse a la cinética de estos compuestos, ya que una vez
absorbidos persisten pocos dias en sangre y pasan rapidamente a
higado, donde pueden permanecer hasta un afio.

Palabras clave: Rodenticidas anticoagulantes-sangre-quechers-
biomonitorizacion

TOXICOLOGIA CLINICA
Comunicaciones orales

Moderadores: Angel Tomds Camacho Garcia 'y Maria Anunciacién
Lafuente Jiménez

0O1) NECESIDADES EN LA FORMACION DE LOS
TOXICOLOGOS CANDIDATOS A PUESTOS DE TRABAJO EN
LA INDUSTRIA FARMACEUTICA ESPANOLA. 'Fabre, N.;
*Gargallo, D.; 'Vericat, J.A. Representantes del Grupo “Desarrollo
Preclinico en Espaiia” — LinkedIn. 'Noscira SA, Tres Cantos
(Madrid).’Ferrer Internacional SA (Barcelona).

La complejidad del proceso de Desarrollo Preclinico de Farmacos
requiere la interaccion de profesionales de diferentes origenes. Dado
que la determinacion de la seguridad de productos y candidatos, y la
realizacion de “risk assessments” son criticos en I+D de farmacos, los
toxicologos bien formados son fundamentales en una empresa
farmacéutica. Las tipologias de toxic6logos son:

- Industriales: Participan en la seleccion y desarrollo de productos de
interés.

- Reglamentarios: Aseguran la calidad del dossier de registro y la
seguridad del medicamento en consumo.

- Clinicos: Interpretan los efectos observados en los estudios clinicos.

- Ambientales: Controlan los aspectos de seguridad para el ambiente,
tanto del producto como de metabolitos e intermedios de produccion.

- Mecanicistas: Estudian el mecanismo de toxicidad de los productos

- Forenses: Deben establecer las causas de muerte de voluntarios y
pacientes.
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A diferencia de las grandes multinacionales, en la industria espaiiola,
estas actividades suelen agruparse en la(s) misma(s) persona(s),
requiriéndose un conocimiento multidisciplinar. Dada la duracion
del proceso de I+D, el toxicologo debe conocer técnicas de gestion de
proyectos (internos y externos) y costes. Los estudios de seguridad
requieren conocimiento de muchos modelos animales y de diferentes
aproximaciones experimentales. Determinar semejanzas y
diferencias con la fisiologia humana es la base del “risk assessment”.
Debe también incorporar conocimientos horizontales para permitir el
analisis de riesgos (farmacocinética, galénica, etc.). El nivel de
conocimientos se puede justificar perteneciendo al Registro Europeo
de Toxicologos. Finalmente, el toxicologo en la industria debe tener
el coraje de asumir ser el portador de malas noticias y que la estructura
intentard minimizarlas; actitudes negociadoras son pues muy
necesarias. Los autores consideran que todos los conceptos indicados
son validos para la industria cosmética, pesticidas, alimentaria,
veterinaria, etc. E1 “GRUPO DESARROLLO PRECLINICO EN
ESPANA” esta integrado por profesionales de la industria dedicados
al desarrollo y seguridad de productos quimicos, pesticidas o
farmacos.

Palabras clave: Desarrollo Preclinico, Toxicologia experimental,
Industria

02) “EXPOSOME”: LA NUEVA TECNOLOGIA QUE
CAMBIARA LAMEDICINA LABORAL. Camacho, T. Laboratorio
Lema & Bandin, Vigo.

Décadas de investigacion evidencian que aunque en el origen del
cancer y de la mayoria de las enfermedades cronicas existen tanto
causas genéticas como ambientales, son, sin duda, estas ultimas las
mas importantes (80-90%). Sin embargo, a pesar de su enorme
importancia, el “ambiente” sigue siendo muy poco conocido. Pero,
(qué es exactamente el ambienteA Tradicionalmente el término
ambiente ha ido asociado a la exposicion a contaminantes
ambientales externos, bien en el trabajo (hidrocarburos aromaticos
policiclicos en el lugar de trabajo por ejemplo) o bien en el ambiente
de la comunidad (pesticidas como contaminantes ambientales por
ejemplo). Este concepto de ambiente ha sido absolutamente
reduccionista dejando fuera otros factores externos e internos. Entre
los primeros nos hemos olvidado del stress, la localizacion geografica
donde reside el paciente, los habitos del individuo (ingesta de
farmacos, tabaco, alcohol y otras drogas), su actividad fisica y, sobre
todo, la dieta. Pero es que, ademas, en el término ambiente se hacia
poco énfasis en las causas internas (especialmente las infecciones e
inflamaciones previas a que habia estado expuesto el individuo, y
especialmente, la flora intestinal propia, generadora de trimetilamina,
la cual constituye un factor de riesgo fundamental en la generacion de
aterosclerosis. Es por eso que uno de los desafios de la ciencia es
tratar el “ambiente” como una entidad tinica, con un lenguaje comun
para todos los profesionales procedentes de diversos ambitos
(medicina del trabajo, epidemidlogos, investigadores, etc.). Este
lenguaje comun puede ser encontrado gracias al concepto de
“exposome”. En palabras de C. Wild, “exposome” constituye la
totalidad de las exposiciones (internas y externas) que sufre una
persona desde el mismo momento de la concepcion, durante toda su
vida. Exposome (todo lo no genético) es un nuevo concepto
unificador de todas las exposiciones a través de las nuevas
tecnologias dmicas (transcriptomica, aductomica, metaboldémica), lo
que nos permite encontrar nuevos biomarcadores de dosis efectiva
que evaltan la “exposicion ambiental total”. Estas técnicas son




capaces de detectar un perfil proteico que implica una futura
evolucién a la enfermedad/cancer en ese paciente, pero con la
particularidad de que si retiramos el agente etioldgico toxico, esa
“huella o firma” proteica vuelve a la normalidad. Todo esto hace que
el concepto de “exposome” vaya a cambiar en los proximos afios la
practica de la medicina en general y de forma concreta la de la higiene
industrial, pasando de una medicina preventiva y poblacional, a una
medicina predictiva e invidualizada.

03) ESTUDIO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER EN
ZONAS DE ALTA EXPOSICION A PLAGUICIDAS. Autores:
Montoya, E.*; Parrén, T.'; Herndndez, A.”; Alarcon, R.'; Requena,
M. 'Departamento de Neurociencias y Ciencias de la Salud.
Universidad de Almeria. ’Departamento de Medicina Legal.
Universidad de Granada. ’Registro provincial de cancer. Delegacion
provincial de Salud de Almeria.

La neurotoxicidad es un grave problema para la salud publica debido
al incremento de sustancias de uso comun en la industria, tales como
solventes, pinturas y plaguicidas que provocan alteraciones
neurotoxicas, produciendo cambios importantes en la funcion
psicologica y el comportamiento, que se expresan en trastornos
funcionales. Carr (2006) relaciona la exposicion a plaguicidas con los
dafios que se producen en areas del cerebro relacionadas con la
epilepsia, enfermedad de Parkinson y Alzheimer. Se realizd un
estudio epidemioldgico en el que se recogieron, del Conjunto
Minimo Basico de Datos (CMBD) hospitalario, los casos de
Alzheimer en el periodo de estudio 2000-2007. En el estudio se han
seleccionado distintas zonas de la geografia andaluza, en virtud del
numero de hectareas dedicadas a la agricultura intensiva. La tasa de
prevalencia de Alzheimer por 100.000 habitantes en los distritos de
alto nivel de exposicion (268,64). Los distritos de baja exposicion
tienen una tasa de prevalencia (129,08). Tras realizar la regresion
logistica binaria, los factores de riesgo que influyen en el desarrollo
de la enfermedad de Alzheimer son: edad, el sexo y exposicion a
plaguicida. Para la edad la OR obtenida es de 1.10 (IC 95%: 1.09-
1.10); al comparar hombres frente mujeres la OR obtenida es de 0.64
(IC 95%: 0.59-0.70), y al comparar distritos de alta frente baja
exposicion la OR obtenida es de 1.65 (IC 95%: 1.52-1.80).
Obteniéndose en todos los casos diferencias estadisticamente
significativas. Conclusiones: A medida que aumenta la edad también
aumenta el riesgo de padecer la enfermedad de Alzheimer. Siendo
significativo que las mujeres que residen en distritos de alta
exposicion tienen mas riesgo de padecer la enfermedad que los
hombres residentes en estas mismas zonas.

Palabras clave: exposicion, plaguicidas, Alzheimer

04) TRANSFERRINA: UN BIOMARCADOR DE
PREDISPOSICION AL FRACASO RENAL AGUDO POR
CISPLATINO. Vicente-Vicente, L.": Lopez-Hernandez, FJ.";
Prieto, M.'; Lopez-Novoa, JM.'; Morales, A.I'. 'Unidad de
Toxicologia. Departamento de Fisiologia y Farmacologia.
Universidad de Salamanca. “IESCYL. Unidad de Investigacion.
Hospital Universitario de Salamanca.

En la practica clinica, la terapia farmacoldgica requiere que farmacos
como el cisplatino y la gentamicina sean administrados de forma
conjunta, en pacientes sometidos a tratamientos antineoplasicos que
desarrollan infecciones. Debido a que ambos farmacos son
potencialmente nefrotdxicos, su utilizacion constituye una situacion
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de riesgo frente al dafio renal. Por ello simulamos un modelo
experimental (ratas Wistar macho) en el estudiamos si la
administracion de cisplatino a dosis subtoxicas, predispone al fracaso
renal agudo (FRA) tras un segundo tratamiento con la gentamicina a
dosis también subtoxicas. Los grupos fueron: Control (C), cisplatino
(P), gentamicina (G) y cisplatino + gentamicina (PG). Se administro
una dosis de cisplatino el dia 0 en los grupos Py PG. La gentamicina
fue administrada durante 6 dias comenzando el dia 2, en los grupos G
y PG. La funcion renal se monitorizé mediante la determinacion del
aclaramiento de creatinina (Clcr), marcadores plasmaticos
(creatinina y urea) y urinarios (proteinuria, glucosuria y actividad de
la enzima N-acetil-beta-D-glucosaminidasa). En el dia 2 (antes de
administrar gentamicina) se realizo un analisis protedémico urinario y
se confirmo mediante Western blot. La administracion de un unico
farmaco (grupos P y G) no produjo ninguna alteracion en los
parametros renales. Sin embargo, la administracion de gentamicina
en el grupo PG produjo una evidente disfuncion renal, confirmando la
predisposicion adquirida por el tratamiento antineoplasico. El estudio
de protedmica reveld una mayor excrecion urinaria de transferrina en
los animales tratados con cisplatino con respecto a los controles, por
lo que esta proteina podria ser una herramienta diagndstica para
prevenir la aparicion de un FRA en pacientes tratados con cisplatino
que requieran co-tratamientos con otros farmacos nefrotoxicos.

Palabras clave: transferrina, predisposicion, dafio renal agudo,
cisplatino, marcadores

05) DIAGNOSTICO DE LA PREDISPOSICION AL DANO
RENAL, INDUCIDO POR URANIO, MEDIANTE LA
DETERMINACION DE TRANSFERRINA. Vicente-Vicente, L.':
Lopez-Hernandez, F.J. " Prieto, M.'; Lopez-Novoa, J.M. ' Morales,
A.L'. 'Unidad de Toxicologia. Departamento de Fisiologia y
Farmacologia. Universidad de Salamanca. > IESCYL. Unidad de
Investigacion. Hospital Universitario de Salamanca.

Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio con animales de
experimentacion, demostraron que la exposicion crénica a nitrato de
uranilo (NU), a dosis que aparentemente no producen dafio renal,
predisponen al fracaso renal agudo (FRA) cuando los animales eran
sometidos a un segundo tratamiento con otro nefrotdxico a dosis no
toxicas. A la vista de estos resultados decidimos buscar marcadores
capaces de detectar dicha predisposicion. Se utilizaron ratas Sprague-
Dawley que se dividieron en dos grupos experimentales (i) animales
expuestos a NU en agua de bebida a dosis subtoxicas y (ii) animales
control. Tras 21 semanas de estudio a ambos grupos se les administro
un régimen subtdxico de gentamicina durante 7 dias. A diferentes
tiempos se evalud la funcioén renal mediante la determinacion de
marcadores plasmaticos (creatinina y urea) y urinarios (proteinuria y
actividad de las enzimas N-acetyl-beta-D-glucosaminidasa).
También se realizaron estudios de histologia renal. En muestras de
orina de la semana 21, antes de la administracion de gentamicina, se
realizd un estudio de protedmica urinaria diferencial que fue re-
confirmado mediante la técnica de Western blot. Tras 21 semanas de
exposicion a uranio no se observo ninguna alteracion en la funcion
renal. Sin embargo, la administracion de gentamicina indujo un dafio
renal tanto funcional como morfoldgico en el grupo expuesto a NU,
confirmando la predisposicion adquirida por el mismo. El estudio de
protedmica reveld una mayor excrecion urinaria de transferrina en el
grupo expuesto. Dicha proteina podria considerarse como potencial
candidato a biomarcador de predisposicion al FRA por exposicion
cronica a uranio. Este biomarcador seria de gran utilidad a la hora de
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prevenir la aparicion de dafio renal en poblacién potencialmente
expuesta a uranio que requiere tratamiento con un farmaco
nefrotoxico.

Palabras clave: transferrina, predisposicion, dafio renal agudo,
uranio, marcadores

06) ALTERACIONES CONDUCTUALES Y CEREBRALES
INDUCIDAS POR EXPOSICION A PLOMO EN EDAD
ADULTA. Mansouri, M.T.," Naghizadeh, B.,' Lépez-Larrubia, P.’
Cauli, O. 'Department of Pharmacology, Physiology Research
Center, School of Medicine, Ahwaz Jundishapur Univ. of Med.
Sciences (AJUMS), Ahwaz, Iran. ’Instituto de Investigaciones
Biomédicas "Alberto Sols" CSIC-UAM, Madrid, Spain. ’Department
of Nursing, University of Valencia, Valencia, Spain.

En este trabajo hemos investigado si la exposicion a acetato de plomo
(50 ppm en la bebida) en ratas adultas, produce alteraciones
conductuales. Esta exposicion induce concentraciones de plomo
<10pg/dL, una concentracion muy por debajo de las que se asocia a
alteraciones neuroldgicas en trabajadores expuestos a plomo. Para
estudiar la vulnerabilidad entre los géneros, hemos realizado los
experimentos en paralelo en machos y hembras de rata adulta. Los
resultados demuestran que la exposicion a plomo a través de la bebida
(50 mg/L) durante 30-45 dias induce algunas alteraciones
conductuales como hiperactividad en un ambiente nuevo y
disminucién de la memoria espacial en el test del laberinto acuatico
de Morris. Se observaron estos efectos solo en las ratas machos. La
memoria de reconocimiento de objetos y la coordinacion motora no
se alteraron tras la exposicion a esta dosis de plomo. La resonancia
magnética espectroscopica permite medir los niveles de los
principales metabolitos cerebrales (glutamato/glutamina, creatina,
mioinositol, N-acetilaspartato y colina) in vivo. La exposicion a
plomo no altera el perfile de estos metabolitos en estriado pero si que
aumenta la sefial correspondiente el mioinositol en hipocampo de las
ratas machos. El aumento de mioinositol en hipocampo sugiere que la
exposicion a plomo altera el metabolismo glial en esta area cerebral y
representa un marcador potencial nuevo de las alteraciones cerebrales
inducidas por el plomo.

Palabras clave: plomo, estriado, hipocampo, espectroscopia,
comportamiento

Comunicaciones tipo cartel

C1) ESTUDIO ANDALUZ DE PREVALENCIA DE CANCER DE
PROSTATA Y CANCER DE TESTICULO EN ZONAS DE ALTA
EXPOSICION A PLAGUICIDAS. Montoya, E."; Parrén, T.;
Herndndez, A.”; Alarcén, R.'; Requena, M’ 'Departamento de
Neurociencias y Ciencias de la Salud. Universidad de Almeria.
’Departamento de Medicina Legal. Universidad de Granada.
’Registro provincial de cdancer. Delegacion provincial de Salud de
Almeria.

Son numerosos los estudios que han encontrado una posible relacion
entre los canceres de prostata y testiculo y la exposicion a plaguicidas.
En el “Agricultural Health Study” encontré un exceso de incidencia
de cancer de prostata en aplicadores de plaguicidas (Alavanja et al.,
2005). Investigadores encontraron relacion entre el plaguicida,
clordano y cancer de testiculo (The Collaborative on Health and the
Environment (CHE) Toxicant and Disease Database). Se realiz6 un
estudio epidemiologico en el que se recogieron, del Conjunto
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Minimo Basico de Datos (CMBD) hospitalario, los casos de cancer
de prostata y cancer de testiculo en el periodo de estudio 2000-2007.
Se seleccionaron distintas zonas de la geografia andaluza, en virtud
del numero de hectareas dedicadas a la agricultura intensiva. Se
obtuvieron unas tasas de prevalencia, en ambos cdnceres mayores en
los distritos de alto nivel de exposicion (cancer de prostata: Alta
exposicion: 301.5; Baja exposicion: 235 y cancer de testiculo: Alta
exposicion: 33.94; Baja exposicion: 17.53). Al comparar el cancer de
prostata en zonas de alta frente a baja exposicion se obtuvo una OR:
1.28 (IC 95%: 1.18-1.39) y la OR para el cancer de testiculo fue de
1.94 (IC95%: 1.47-2.55). Obteniéndose en ambos casos diferencias
estadisticamente significativas. Conclusiones: En los distritos de alta
exposicion el riesgo de desarrollar canceres de prostata y testiculo es
superior respecto a los de baja exposicion, presentando el doble de
riesgo en el cancer de testiculo.

Palabras clave: exposicion, plaguicidas, cancer, testiculo, prostata

C2) LIBERACION DE IONES METALICOS Y EFECTOS
GENOTOXICOS EN PACIENTES CON APLICACIONES
ORTODONCICAS. Martin-Camean, A.': Puerto, M.’; Jos, A.;
Calleja, A’ Iglesias, A. '- Solano, E."; Camedn A.M.;._’Departamento
de Estomatologia. Facultad de Odontologia. Universidad de Sevilla.
*drea de Toxicologia. Facultad de Farmacia. Universidad de Sevilla.

*Centro de Investigacion, Tecnologia e Innovacion de la Universidad
de Sevilla (CITIUS).

Actualmente existe un alto porcentaje de poblacion con tratamiento
ortodoncico. Las distintas aplicaciones empleadas en ortodoncia
pueden liberar iones metalicos tras sufrir procesos de corrosion,
erosion o biodegradacion con el tiempo, pudiendo, por un lado,
afectar a la efectividad de las aplicaciones ortodéncicas y, por otro
lado, producir efectos bioldgicos en los pacientes. Por ello, el objetivo
de este estudio fue evaluar la liberacion de iones metalicos (Ti, Cr, Co,
Ni, Cu, Zr) en saliva y células de la mucosa yugal de pacientes
portadores de aparotologia ortoddncica convencional (brackets y
arcos metalicos) y detectar posibles efectos genotoxicos, asi como
establecer una posible interrelacion entre ambos efectos. Se
utilizaron para ello diez individuos control y diez pacientes con
tratamiento ortoddncico. El contenido metalico se determind
mediante Espectrometria de Masas con fuente de Plasma Acoplado
(ICP-MS), y la genotoxicidad se determin6d mediante el ensayo del
Cometa, que permite detectar roturas de las hebras de ADN. Los
resultados muestran una liberacion variable en funcion del elemento
metalico considerado asi como efectos genotoxicos en aquellos
pacientes con aparatologia ortodoncica.

Palabras clave: Ortodoncia, metales, ICP-MS, Genotoxicidad,
Ensayo Cometa.

C3) DETERMINACION DE LA LIBERACION DE IONES
METALICOS MEDIANTE ICP-MS EN CELULAS DE LA
MUCOSA ORAL DE PACIENTES CON APLICACIONES
ORTODONCICAS. Martin-Camedn, A.'; Puerto, M.’; Jos, A.;
Calleja, A’ Iglesias, A.': Solano, J.E.'; Camedn, A.M. .
'Departamento de Estomatologia. Facultad de Odontologia.
Universidad de Sevilla.’Area de Toxicologia. Facultad de Farmacia.
Universidad de Sevilla. *Centro de Investigacion Tecnologia e
Innovacion de la Universidad de Sevilla (CITIUS).

La aplicacion de las aleaciones metalicas en ortodoncia presenta un
patrén Unico en el envejecimiento y liberacion de metales, siendo




diferente a aquellos estudios sobre aplicaciones biomédicas. Los
estudios que investigan la liberacion idnica asociada a dichas
aleaciones pueden pertenecer a tres categorias, ensayos in vitro, de
rescate, ¢ in vivo. Entre los ensayos in vivo, la mayoria de ellos
investigan la liberacion de iones (como Ni, Cr) en saliva de pacientes,
pero son muy escasos los existentes sobre células de la mucosa oral,
presentando entre sus ventajas el que dichas células estén en contacto
directo con la aplicacion, y el hecho de que los tejidos orales pueden
absorber los iones metéalicos liberados por dichas aplicaciones
metalicas. Por todo ello, el objetivo de este estudio fue evaluar la
liberacion de iones metalicos (Ti, Cr, Co, Ni, Cu, Zr) en células de la
mucosa yugal de pacientes portadores de aparotologia ortodoncica
convencional (brackets y arcos metalicos) previa optimizacion de un
método que permita su determinacion mediante Espectrometria de
Masas con fuente de Plasma Acoplado (ICP-MS). Se utilizaron para
ello diez individuos control y diez pacientes con tratamiento
ortodoncico. El método de toma de muestra se realizd mediante
raspado de dichas células con minicepillos y posterior tratamiento de
digestion de las células siguiendo el método de Natarajan et al.,
(2011) modificado en nuestro laboratorio. Los resultados muestran
una liberacion variable en funcién del elemento metalico
considerado, y diferencias entre ambos tipos de pacientes.

Palabras clave: Células bucales, Ortodoncia, liberacion metales, ICP-
MS.

Referencias: Natarajan M, Padmanabhan S, Chitharanjan A,
Narasimhan M. Evaluation fthe genotoxic of fixed appliances on oral
mucosal cells and the relationship to nickel and chromium
concentrations: An in-vivo study. Am J. Orthod. Dentofacial Orthop
2011,140:383-388.

C4) PRODUCTOS ORTOPROTESICOS DE NEOPRENO Y
DERMATITIS ALERGICA DE CONTACTO. Gorgues, J.""; Ruiz,
M.J’; Fernandez, M.; Font, G." ‘Laboratorio de Toxicologia,
Facultat de Farmacia, Universitat de Valencia, Av. Vincent Andres
Estelles s/n 46100 Burjassot, Valencia, Espana. " 4rea de Ortopedia
del Muy Ilustre Colegio Oficial de Farmacéuticos de Valencia, ¢/
Alexander Graham Bell n°4, Parque Tecnologico de Paterna, 46980
Paterna, Valencia, Esparia.

El neopreno (policloropreno) fue sintetizado por primera vez por
Dupont en 1930 y es una de las primeras gomas sintéticas. Es muy
resistente al oxigeno, al ozono y a los aceites. La sintesis se realiza por
procesos de polimerizacion en emulsion, lo que da lugar a una
espuma elastica con celdillas de aire que le confiere propiedades
como aislante térmico, elasticidad uniforme y compresion
tridimensional. Tiene muchos usos: productos ortoprotésicos,
adhesivos, mascarillas de oxigeno, guantes protectores y los trajes y
complementos para la practica del buceo. En su sintesis intervienen el
azufre y diversos catalizadores que actan como acelerantes y
antioxidantes: tioureas, carbamatos y mercaptos que son causa
frecuente de dermatitis alérgicas de contacto (DAC). Los alérgenos
mas frecuentes del neopreno, estan incluidos en la bateria estandar del
Grupo Espaiiol de Investigacion en Dermatitis alérgica de contacto
(GEIDAC) (grupo carbamatos, tiuranes, mercaptos, etc.), de esta
forma la DAC debida al neopreno es de facil diagndstico usando solo
esta bateria estandar. Sin embargo, no ocurre lo mismo con el grupo
de las tioureas: dietiltiourea (DETU), dibutiltiourea (DBTU) y
difeniltiourea (DPTU), que pueden causar también DACy que no son
detectadas con la bateria estdndar y ademas la DPTU forma
metabolitos altamente reactivos por la bioactivacion por enzimas
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presentes en la piel. Estos metabolitos son capaces de producir
sensibilizacion de la piel y causar también DAC. Para aumentar las
posibilidades de diagnosticar la DAC por tioureas, y especialmente
por DPTU, deberian prepararse pruebas de parche especificas de
deteccion de estos metabolitos. La mayoria de los casos publicados
como reacciones de contacto al neopreno son reacciones alérgicas de
tipo IV y han sido referenciados en la literatura dermatologica pero no
asi en la ortopédica, pese a que su incidencia va en aumento por el
mayor uso de ortesis y protesis que contienen neopreno.

Palabras clave: Neopreno, Dermatitis alérgica de contacto, Productos
ortoprotésicos, Tioureas

C5) RESUMEN ANTIDOTOS Y ANTAGONISTAS. Plaza, M.;
Font, G., Ferndndez-Franzon, M. Laboratorio de Toxicologia,
Facultat de Farmacia, Universitat de Valencia, Av. Vincent Andres
Estelles s/n 46100 Burjassot, Valencia, Esparia.

Un antagonista es un agente quimico que actua a nivel de receptores,
de tal forma que su accion contrarresta la actividad fisiopatologica del
agonista (toxico o medicamento), existiendo de esta manera dos
tipos: especificos e inespecificos. Entre los que mas se utilizan esta el
flumazenilo para las intoxicaciones por benzodiacepinas, naloxona
para intoxicaciones por opidceos o la N-acetilcisteina para
intoxicaciones por paracetamol. Un antidoto es un componente
quimico que actiia directamente sobre el farmaco o téxico en
cuestion, ya sea favoreciendo la eliminacion, destruyendo la
estructura, cambiando la estructura con el fin de que no sea
reconocido por sureceptor, etc. Uno de los antidotos mas utilizados es
el carbon activo, que se presenta en forma de polvo constituido por
pequenas esferas que ofrecen una gran superficie de adsorcion con
cargas eléctricas capaces de retener una gran diversidad de
sustancias: compuestos organicos, vapores... pero es poco efectivo
con ciertas sustancias: acidos-bases fuertes, sales metalicas,
alcoholes, disolventes, cianuros y sustancias de absorcion rapida. Se
tiene la idea generalizada de que cada toxico posee un antidoto
especifico; pero en la practica no se dispone de un verdadero antidoto
o antagonista en mas del 2% de las intoxicaciones. También es muy
frecuente encontrar en las bibliografias antagonistas y antidotos
mezclados, por lo que dificulta aun mas su diferenciacion y
mecanismo por el cual actian. En la actualidad, el uso de la
inmunoterapia con antisueros es el tratamiento de eleccion en muchas
de las intoxicaciones. Algunos de los ejemplos que lo justifican son
los anticuerpos anti-digoxina o anti-colchicina, los cuales se unen
especificamente a sus respectivos toxicos formando componentes
insolubles que tienden a precipitar evitando su absorcion ademas de
favorecer la eliminacion de los mismos.

Repetto Jiménez, M. & Repetto Khun, G. (2009) Antidotos y
antagonistas En: Toxicologia fundamental (Diaz de Santos, eds.)
Madrid. 338-402.

Capapé Zache, S. & Trebolazabala Quirante, N. (2003) Manual de
intoxicaciones en urgencias. Actuacion en urgencias hospitalarias.
(Ergon, eds). Madrid. 349-359.

TOXICOLOGIA ALIMENTARIA
Comunicaciones orales.

Moderadores: Ana Maria Camedn Ferndandez y Guillermina Font
Pérez

Ol1) MERCURIO Y METILMERCURIO EN PECES
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(SUPERAMOS LA INGESTA TOLERABLE?. Hardisson, A.;
Gutiérrez, A.J.; Rubio, C.; Luis, G.; Herndndez-Sanchez, C. Area de
Toxicologia de la Universidad de La Laguna, Facultad de Medicina,
Campus de Ofra s/n, 38071. La Laguna, Santa Cruz de Tenerife.

En este trabajo se presenta un estudio sobre la ingesta total de
mercurio en la Comunidad Auténoma Canaria y partiendo de los
datos de ingesta obtenidos y de la Ingesta Semanal Provisional
Tolerable del mercurio y metilmercurio, se procede a realizar la
evaluacion del riesgo toxico. Del estudio realizado se concluye que la
ingesta total de este metal en la Comunidad Auténoma Canaria esta
muy por debajo de la Ingesta Semanal Provisional Tolerable. No
obstante conviene destacar que la ingesta de atin rojo, pez espada y
tiburéon aun teniendo concentraciones inferiores a 1 mg/kg
(concentracion maxima admisible para estos peces), determinadas
ingestas semanales de estos peces pueden superar ampliamente la
ISPT. Asimismo, se ha llevado a cabo un estudio en peces de
acuicultura: lubina (Dicentrarchus labrax), dorada (Sparus aurata) y
trucha (Oncorhynchus mykiss) donde se ha demostrado que las
concentraciones son muy inferiores a 0,1 mg/kg, indicativo de la baja
impregnacion de estos peces a los contaminantes mercuriales. P o r
ultimo, se ha realizado un estudio preliminar en Panga (Pangasius
hypophthalmus) encontrando en algunas muestras concentraciones
proximas y superiores a 0,5 mg/kg (concentracion maxima admisible
para pescado blanco). Estos datos ponen de manifiesto que la Panga
que se consume en Espafia puede proceder de paises terceros con altos
indices de contaminacion y donde la trazabilidad no esta controlada.
Esto es especialmente grave para poblaciones de riesgo tales como
nifios, embarazadas y ancianos.

02) EL PLOMO Y LA CARNE DE CAZA: POLEMICA ACTUAL
PARA UN PROBLEMAMAS QUE CONOCIDO. Soler Rodriguez,
E Area de Toxicologia, Departamento de Sanidad animal, Facultad
de Veterinaria, Universidad de Extremadura. Avd. de la Universidad
s/n, 10003-Caceres. E-mail: solertox/unex.es

En febrero de 2012 el Comité Cientifico de la Agencia Espafiola de
Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN) ha aprobado un
informe sobre el riesgo asociado a la presencia de plomo en carne de
caza silvestre de Espaia. En ¢l se revisan los trabajos publicados en la
bibliografia cientifica sobre el tema constatando que es frecuente la
superacion de los limites maximos de residuos establecidos por la UE
para carnes de abasto. También se indican una serie de
recomendaciones especificas para disminuir el riesgo, como son las
relativas al consumo y preparacion de los alimentos derivados de
estas actividades cinegéticas, en particular al grupo de los
consumidores habituales de estas carnes, y a las de promover la
sustitucion o prohibicion del plomo en la municién por otras
alternativas existentes menos toxicas. Este informe ha provocado
polémica en los medios de comunicacion debido a las declaraciones
contrarias al informe por parte de cazadores y de comercializadores y
productores de carne de caza. Debido a los escasos trabajos realizados
en Espafia sobre la carne de caza mayor y sus posibles riesgos para los
consumidores, en esta comunicacion se presentan los resultados
obtenidos en carne de un nimero muy importante de ciervos (n=219)
y jabalies (n=299) abatidos en Extremadura. El 49,27% de las
muestras de ciervo y el 49,68% de las de jabali superaron en LMR
establecido para los animales de abasto. Si bien esto no supone un
problema real para los no consumidores habituales de estas carnes,
para el grupo de riesgo (particularmente cazadores y sus familiares
directos) el consumo exclusivo de carne de ciervo supondria el
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38,86% de la ISTP del plomo, y el 55,79% en el caso de la carne de
jabali. Estos resultados corroboran las recomendaciones del informe
del Comité Cientifico dela AESAN.

Palabras clave: plomo, carne, caza, ciervo, jabali.

03) EFECTOS DE UN PERIODO DE DEPURACION SOBRE
EL ESTRES OXIDATIVO INDUCIDO EN PECES DE
CONSUMO HUMANO POR UNA EXPOSICION A DOSIS
REPETIDAS DE CILINDROSPERMOPSINA. Rios, V., Moreno.
L; Prieto, A.L; Llana, M.; Camedn, A.M. Area de Toxicologia.
Facultad de Farmacia. Universidad de Sevilla.

Las fuentes de exposicion a Cilindrospermopsina (CYN) son
principalmente a través del agua de bebida, por ingestion de aguas
durante la practica de actividades recreativas y por consumo de
alimentos contaminados debido a procesos de bioacumulacion de
CYN a través de la cadena alimentaria. Recientemente se ha
demostrado que CYN es capaz de inducir estrés oxidativo en peces
expuestos a la toxina, a escala de laboratorio. El objetivo del presente
trabajo fue estudiar si un periodo de depuracion, tras una exposicion
previa de peces a CYN, puede influir o revertir los dafios de estrés
oxidativo producidos por la cianotoxina, en tilapias (Oreochromis
niloticus) expuestas a escala de labroatorio. En concreto se evalu6 la
peroxidacion lipidica (LPO) y los niveles de superoxido dismutasa
(SOD) y catalasa (CAT) en higado de tilapias expuestas a dosis
repetidas de CYN mediante inmersion durante 14 dias y sometidas a
dos periodos de depuracion, 3 y 7 dias. Para ello, se establecieron
ocho grupos (n=8) de tilapias: 4 grupos control y 4 grupos expuestos a
10 pg CYN/L agregando a los acuarios una porcion de biomasa de 4.
ovalisporun LEGE X-001. A los 14 dias de exposicion se sacrifico al
primer grupo expuesto tomandolo como referencia del estrés
oxidativo inducido por CYN. Para ver la posible reversion de los
efectos, el resto de grupos se sacrifico a los 3 y 7 dias de depuracion.
Los resultados obtenidos nos hacen concluir que la situacion de estrés
oxidativo, observado tras 14 dias de exposicion a 10 ug CYN/L y
manifestados con un aumento de LPO, y un descenso de la actividad
delas enzimas SOD y CAT, es revertida tras 7 dias de depuracion.

Palabras clave: Cilindrospermopsina, tilapias, estrés oxidativo,
depuracion, reversion
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04) INFLUENCIA DE LOS TRATAMIENTOS TERMICOS EN
LA ESTABILIDAD DE LAS MICOTOXINAS EMERGENTES
DE FUSARIUM. Serrano, A.B.; Ferrer, E.; Manes, J.; Font, G.
Laboratori de Toxicologia. Departament de Medicina Preventiva i
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Las micotoxinas son contaminantes naturales presentes en los
alimentos como consecuencia del metabolismo secundario de
diferentes especies de hongos filamentosos. Una dieta con elevados
niveles de micotoxinas puede causar riesgo de toxicidad aguda y
cronica sobre la salud del consumidor [1]. En las altimas décadas
estan recibiendo importancia las micotoxinas emergentes de
Fusarium, especialmente las eniatinas A, A, By B, (ENs), las cuales
son de gran interés debido a su toxicidad y a su alta incidencia en los
alimentos [2]. A pesar de sus efectos toxicos, todavia no existen




medidas eficaces de prevencion para controlar su presencia en los
alimentos. Diversos estudios han indicado que las micotoxinas
pueden sufrir cambios durante el procesado y la coccion de los
alimentos [3]. Actualmente no existen estudios acerca de la
estabilidad de las ENs durante los diferentes tratamientos térmicos.
En este contexto, el objeto del presente trabajo es el estudio de la
estabilidad de las ENs en sistemas modelo acuosos mediante la
aplicacion de tratamientos térmicos con variaciones de pH. Los
resultados obtenidos indican que existe un aumento de la degradacion
de las micotoxinas estudiadas con el aumento del tiempo de
calentamiento a los tres pH estudiados (pH=4, pH=7 y pH=9).
Durante 15 min de calentamiento en solucion basica se alcanzo el
100% de degradacion de las cuatro ENs, mientras que en la solucion
acida se degrado el 100% de las ENs A, By B,, y cuando se empled
pH neutro unicamente se consiguio el 100% de la degradacion de las
ENsA, yB.

Palabras clave: micotoxinas, Fusarium spp., tratamientos térmicos,
LC-MS/MS.
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Cl) TOXICIDAD DE EXTRACTOS DE MIGRACION DE
ARCILLAS MODIFICADAS EMPLEADAS EN EL ENVASADO
DE ALIMENTOS EN LA LINEA CELULAR CACO-2. Maisanaba
Herndndez', S.; Gutiérrez Praena’, D.; Puerto Rodriguez', M.;
Pichardo Sanchez', S.; Jorda Beneyto", M.; Bermudez Saldaiia’, J.;
Aucejo Romero’, S.; Camedn Ferndndez' , A.; Jos Gallego’, A. 'Area
de Toxicologia, Dpto. de Nutricion y Bromatologia, Toxicologia y
Medicina Legal, Facultad de Farmacia, Universidad de Sevilla.
Sevilla. “Area de Materiales y Sistemas de Envasado. Linea de
Desarrollo de Nuevos Materiales. ITENE. Valencia.

Desde el Siglo XIX los continuos cambios en el embalaje de
alimentos han dado lugar a grandes avances encaminados hacia el
aumento de la calidad y seguridad alimentaria. La nanotecnologia
alimentaria es, en parte, responsable de estos avances, entre los cuales
destaca la mejora de las propiedades de barrera de materiales
plasticos por la incorporacion a los mismos de nanoarcillas
modificadas. Debido a la presencia de estos nanomateriales en el
embalaje de alimentos, éstos pueden llegar al consumidor por via
oral, por la posible migracion que sufren desde los plasticos de los
envases hacia los alimentos, pudiendo llegar a producir efectos
potencialmente toxicos. En el presente trabajo se han llevado a cabo
diversos ensayos in vitro de citotoxicidad basal con los extractos de
migracion obtenidos a partir de un material nanocompuesto con acido
polilactico y dos nanoarcillas modificadas desarrolladas por ITENE,
Clay 1y Clay2 en la linea celular Caco 2, la cual imita estrechamente
al sistema in vivo. Las células se expusieron a concentraciones de
entre un 2,5% y un 100% de extracto/medio de cultivo,
determinandose la captacion de rojo neutro (RN), lareduccion de la
sal de tetrazolio MTS (MTS), y el contenido proteico total (PT) como
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biomarcadores de viabilidad celular. Ninguno de los dos extractos
produjo una disminucion de viabilidad celular excepto en las dos
ultimas concentraciones ensayadas, las mas elevadas, estando las
mismas compuestas en su mayoria por extracto (agua). Por tanto, los
efectos toxicos observados parecen ser debidos a la deplecion de
nutrientes esenciales para la célula y cambios en la osmolaridad, mas
que a la posible presencia de compuestos toxicos en el mismo.

Palabras clave: nanotecnologia, seguridad alimentaria, nanoarcillas,
migracion, embalaje.
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C2) EFECTOS CITOTOXICOS Y GENOTOXICOS DE LA
ARCILLA CLOISITE® 30B EN LA LINEA CELULAR
HEPATICA HUMANA HEP-G2. Puerto, M.'; Macias, J.M.';
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Valencia.

Las nanoarcillas son filosilicatos naturales, que se emplean en la
fabricacion de materiales compuestos poliméricos para mejorar sus
propiedades, tales como la resistencia térmica y mecanica. Gracias a
las ventajosas propiedades que aportan, las nanoarcillas se emplean
en un amplio rango de aplicaciones industriales, entre ellas en el
desarrollo de materiales de envase para alimentos. Debido a la
presencia de estos nanomateriales en el embalaje del alimento, éstos
pueden llegar al consumidor por via oral y potencialmente pueden
producir efectos toxicos. El objetivo del presente estudio ha sido
evaluar la citotoxicidad y genotoxicidad de Closite ® 30B, una
arcilla empleada para mejorar las propiedades de barrera de los
plasticos, en la linea celular hepatica humana Hep-G2, con vistas a la
seguridad del consumidor debido a una posible exposicion por via
oral. Tras la exposicion a un rango de concentraciones (3,91-500
png/mL) de Cloisite ® 30B durante 24 y 48 horas, se estudiaron los
siguientes marcadores de citotoxicidad: captacion del colorante rojo
neutro (RN), contenido proteico (PT) y metabolizacion de la sal de
tetrazolio MTS (MTS). Ademas, se realizo el ensayo cometa, ensayo
de genotoxicidad que nos permitio detectar roturas dobles de la hebra
de ADN. Los resultados obtenidos mostraron efectos citotoxicos
dependientes de la concentracion y el tiempo de exposicion por
accion de la arcilla. Los tres biomarcadores ensayados mostraron
efectos similares, siendo el mas sensible la captacion del RN. Con
respecto al ensayo de genotoxicidad, es a 88 pg/ml de Cloisite ® 30B
a las 48h de exposicion cuando se aprecia rotura del ADN de forma
significativa con respecto el control. Teniendo en cuenta los efectos
citotoxicos y genotdxicos observados en la linea hepatica humana
Hep-G2, no se puede descartar la posibilidad de que se produzcan
efectos toxicos a nivel hepatico in vivo por exposicion a Cloisite ®
30B. Por tanto, seria necesario controlar la migracion de esta arcilla
del envase a los alimentos en vistas a la seguridad del consumidor.
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C3) BIOACUMULACION DE LAS CIANOTOXINAS
MICROCISTINA LR Y CILINDROSPERMOPSINA EN
PLANTAS DE ARROZ (Oryza sativa). Prieto, Al Campos A
Camedn A.M.", Vasconcelos V.M. >, 'drea de Toxicologia. Facultad
de Farmacia. Universidad de Sevilla. * Centro Interdisciplinar de
Investigagdo Marinha e Ambiental, CIIMAR/CIMAR, Universidade
do Porto, Rua dos Bragas 289, 4050-123 Porto, Portugal. *
Departamento de Biologia, Faculdade de Ciéncias da Universidade
do Porto, Rua do Campo Alegre, 4069-007 Porto, Portugal.

Laplanta de arroz (Oryza sativa) es una especie vegetal muy utilizada
para el consumo humano que se cultiva en plantaciones inundadas
mediante contacto continuo con el agua. El uso de aguas de riego
contaminadas con cianotoxinas como son la Microcistina LR (MC-
LR) o la Cilindrospermopsina (CYN) pueden suponer un riesgo para
la salud humana. Por ello, tiene gran interés desde el punto de vista de
la seguridad alimentaria, la valoracion de la bioacumulacién de MC-
LR y CYN en Oryza sativa. Con este fin se realizaron dos
experimentos: En el primero, se expusieron 3 lotes de plantas de arroz
(n=8) a 50 ng MC-LR/L procedente de un extracto de Microcystis
aeruginosa PCC7820, y en el segundo se expusieron otros 3 lotes de
plantas de arroz (n=8) a 2,5 ug CYN/L procedente de un extracto de
Aphanizomenon ovalisporum LEGE X-001, con sus respectivos
grupos control. Tras 48 horas de exposicion, las plantas se recogieron
para la determinacion de MC-LR 6 CYN por test ELISA en raices y
hojas. Los resultados obtenidos muestran que MC-LR y CYN pueden
acumularse en plantas de arroz, transmitiéndose a través de la cadena
alimentaria.
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C4) ALTERACION DE PARAMETROS DE ESTRES
OXIDATIVO EN PECES DE CONSUMO HUMANO
EXPUESTOS A DOSIS REPETIDAS DE
CILINDROSPERMOPSINA. Guzman-Guillén, R.; Prieto, A.L,
Fernandez-Blanco, C.; Llana, M.; Moreno, I.M.; Camedn, A.M. Area
de Toxicologia. Facultad de Farmacia. Universidad de Sevilla.

La presencia de Aphanizomenon ovalisporum, cianobacteria
productora Cilindrospermopsina (CYN), se estd convirtiendo en un
importante problema de seguridad alimentaria por la acumulacion de
esta toxina en pescados de consumo humano. CYN inhibe la sintesis
de proteinas y estd involucrada en la produccion de estrés oxidativo.
El objetivo del presente trabajo fue estudiar la peroxidacion lipidica
(LPO), oxidacion de proteinas, oxidacion de ADN y cambios en los
contenidos de glutation (GSH/GSSG) en higado de tilapias
(Oreochromis niloticus) expuestas a dosis repetidas de CYN
mediante inmersion. Para ello, se establecieron nueve grupos (n=8)
de tilapias: 3 grupos control y 6 grupos expuestos a 10 ug CYN/L (3
mediante cultivo y 3 mediante liofilizado de 4. ovalisporun LEGE X-
001) durante 8, 14 y 22 dias, tras los cuales fueron sacrificadas. De los
resultados obtenidos se concluye que se induce la produccion de
estrés oxidativo en higado de tilapias expuestas a dosis repetidas de
10 pg CYN/L principalmente durante un periodo de 8 dias, y
mediante cultivo frente a liofilizado de 4. ovalisporum. La LPO y
oxidacioén de proteinas aumentan a los 8 dias, mientras que son
necesarios 14 dias para la oxidacion de ADN. Ademas, se observa una
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disminucioén significativa del balance GSH/GSSG en los tres
periodos de exposicion.

Palabras clave: Cilindrospermopsina, Estrés oxidativo,
consumo
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La Cilindrospermopsina (CYN) es una cianotoxina citotoxica
producida por numerosas especies de cianobacterias, entre las que se
encuentra Aphanizomenon ovalisporum. Por sus propiedades
fisicoquimicas es una toxina capaz de resistir una gran variedad de
condiciones ambientales, sumado a que se encuentra en su mayor
parte (90%) disuelta en el medio acuoso, lo cual conlleva un elevado
riesgo de exposicion tanto para los animales y plantas acudticos como
para los seres humanos, por consumo de alimentos y agua
contaminados. En este sentido, se ha demostrado que la exposicion a
CYN puede causar dafios diversos a través de diferentes mecanismos
de accion tales como la inhibicion de la sintesis de proteinas y de
glutation reducido (GSH), genotoxicidad e induccion de estrés
oxidativo. Para contrarrestar algunos de estos dafios, se empled N-
acetilcisteina (NAC), un precursor del GSH que actua por dos
mecanismos diferentes: a) estimulacion de la sintesis del GSH y b)
union a las especies reactivas de oxigeno (ERO) generadas por la
accion de la CYN. En el presente trabajo, se investigaron los posibles
dafios histopatologicos producidos en higado de tilapias
(Oreochromis niloticus) por parte de una unica dosis de 200 pg/Kg pc
de CYN pura y CYN procedente de un cultivo liofilizado de 4.
ovalisporum, asi como el posible papel protector de un
pretratamiento con diferentes dosis de NAC (0, 22, 45 mg/pez/dia)
durante siete dias, frente a estos dafios. Ambos productos (CYN y
NAC) fueron administrados junto con la comida. Tras 24 h de la
exposicion a CYN, los peces fueron sacrificados y se extrajo el
organo objeto del estudio histopatologico (higado). Los resultados
mostraron que en los dos grupos tratados con CYN habia una gran
acumulacion de vesiculas lipidicas, siendo mucho mas marcada en
aquellos peces tratados con CYN procedente del liofilizado. Del
mismo modo, no se observaron alteraciones en el grupo control
pretratado con la dosis més elevada de NAC. En los grupos de peces
tratados con CYN vy las diferentes dosis de NAC, se comprobd que
con ladosis de 22 mg de NAC se reducian los dafios pero ain quedaba




un cierto contenido de glucégeno, mientras que en los peces
pretratados con 45 mg/pez/dia las alteraciones desaparecian,
confirmando de esta forma el papel quimioprotector de la NAC frente
alos dafios producidos por CYN en higado.
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Uno de los riesgos alimentarios de actualidad son las micotoxinas
producidas por hongos del género Fusarium (fusarotoxinas), como
recogen los informes recientes realizados por la Autoridad Europea
de Seguridad Alimentaria (EFSA) debido a su acumulacion a lo largo
de la cadena alimentaria, la exposicion cronica a las mismas y su
toxicidad [1]. Por ello el Comité Cientifico de la Alimentacién
Humana (CCAH) ha establecido una ingesta diaria tolerable (TDI)
para el deoxinivalenol de 1 pg/kg pe, una TDI provisional de 0,7
ng/kg pe para el nivalenol, y una TDI combinada provisional de 0,06
ng/kg pe para las toxinas T-2 y HT-2. Eneste trabajo se ha evaluado la
presencia de catorce fusarotoxinas (ocho tricotecenos:
diacetoxiscirpenol (DAS), toxina T-2 y HT-2, desoxinivalenol
(DON), neosolaniol (NEO), nivalenol (NIV) y acetilados derivados
de desoxinivalenol como 3-acetildesoxinivalenol (3-AcDON) y 15-
acetildesoxinivalenol (15-AcDON) y seis fusarotoxinas emergentes:
la beauvericina (BEA) y las enniatinas (ENs) A, Al, B, Bl y B4) en
147 muestras entre las que se incluyeron diferentes cereales y harinas
de cultivo ecoldgico (trigo, avena, cebada y centeno), y productos
derivados de cereales (pasta y alimentos infantiles) comercializados
en la region de Campania en Italia. El analisis se realizé segtn el
método de extraccion de C. Juan et al. (2012) y la determinacion por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem
[3]. Los resultados obtenidos fueron: presencia de tricotecenos en
cereales de cultivo ecoldgico en un 53%, mientras que en pastas y
alimentos infantiles, un 58% y un 70%, respectivamente. Se encontrd
mayoritariamente presencia de FUS-X y DON, no superandose en
ningun caso los niveles maximos permitidos para DON (750, 750 y
200 pg/kg, en cereales, pasta y alimentos infantiles, respectivamente
[2]). Las fusarotoxinas emergentes estuvieron presentes en un 52% de
los cereales de cultivo ecoldgico y pasta, y un 73% en alimentos
infantiles, encontrandose mayoritariamente ENBy ENAT.

Palabras Clave: tricotecenos, agricultura ecologica, alimentos
infantiles, pastas y fusarotoxinas emergentes.
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C7) APROXIMACION A LA EVALUACION DEL RIESGO DE LA
PRESENCIA DE MICOTOXINAS EN SEMOLAS DE TRIGO.
Rodriguez, Y.; Berrada, H.; Maries, J.; Font, G. Area de Toxicologia,
Departamento de Medicina Preventiva, Facultad de Farmacia,
Universidad de Valencia. Av. Vicent Andrés Estellés s/n, 46100
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Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos
capaces de contaminar los alimentos y piensos bajo condiciones
determinadas. Varios trabajos de revision han puesto de manifiesto la
necesidad de hacer una aproximacion de la evaluacion del riesgo de
las micotoxinas basandose en la evaluacion analitica de su presencia
en los alimentos, los limites establecidos por la legislacion (limite
maximo e ingesta diaria tolerable) y los datos disponibles de consumo
de la poblacion. En el presente trabajo se optimiza y se valida un
procedimiento analitico para la determinacion de 10 micotoxinas
incluyendo patulina, zearalenona y ocho tricotecenos (nivalenol,
diacetoxyscirpenol, fusarenon-x, neosolaniol, deoxynivalenol, 3-
acetyl-deoxynivalenol, T-2 y HT-2) en 30 muestras de sémolas de
trigo adquiridas en supermercados de la ciudad de Valencia. El
método estd basado en una extraccion QuUEChERS modificada
seguida de una determinacion de los analitos seleccionados mediante
cromatografia gaseosa acoplada a un triple cuadrupolo permitiendo
una identificacion en tandem (GC-MS/MS). Los resultados muestran
la presencia de algunas micotoxinas en un alto porcentaje de las
muestras analizadas, siendo el deoxynivalenol y la HT-2 las toxinas
mas predominantes. Sin embargo, el contenido medio hallado (21,47
ug Kg'y 8,62 ng Kg', respectivamente) no sobrepasa los limites
maximos legislados en ninguna de las muestras. 3-acetyl-
deoxynivalenol y nivalenol se detectaron con una incidencia menor y
contenidos medios de 4,38 pg Kg'y 11,98 ug Kg', respectivamente.
La evaluacion del riesgo de estas micotoxinas en sémolas pone de
manifiesto que la ingesta total estimada en adultos es muy inferiorala
ingesta diaria tolerable. No obstante, se debe prestar especial atencion
a grupos de riesgo, como los nifios, donde la ingesta total estimada de
estas micotoxinas es doce veces mayor que en adultos, como
resultado del alto consumo de estos alimentos y su bajo peso corporal.
En un tercio de las sémolas analizadas se encontrd presencia
simultanea de entre dos y cuatro micotoxinas y por ello, posibles
efectos sinérgicos o aditivos deben tenerse en cuenta para el
establecimiento de los limites maximos de micotoxinas presentes en
unamuestra.

Palabras clave: evaluacion del riesgo, micotoxinas, nifios, sémola de
trigo, GC-MS/MS
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Franzon, M. Laboratorio de Toxicologia, Facultat de Farmacia,
Universitat de Valencia, Av. Vicent A. Estellés s/n, 46100 Burjassot

Las micotoxinas son sustancias producidas por determinados hongos
filamentosos como producto de su metabolismo secundario. Existen
alrededor de 300 micotoxinas conocidas, presentando gran
diversidad estructural entre ellas. Algunas de estas micotoxinas
presentan propiedades toxicas, siendo peligrosa su ingestion tanto
para humanos como animales. La agencia internacional de
investigacion del cancer (IARC) ha clasificado algunas micotoxinas
dentro del grupo 1 (carcinégenas en humanos). El objetivo de este
trabajo ha sido el desarrollo de un método analitico rapido que
permita la determinacion de dieciséis micotoxinas en pasas y datiles.
La Unién Europea ha establecido como limite maximo 4 mg/kg para
las aflatoxinas totales en frutas desecadas y productos derivados y 10
mg/kg de ocratoxinas en uvas. El método consiste en una
modificacion del método QUECHER, para ello se realiza una
extraccion en 5 gramos de muestra con una mezcla acetonitrilo:agua
(80:20) acidificada al 1% mediante agitacion mecanica, y posterior
adicion de NaCl para conseguir el “salting-out” y MgSO, para reducir
el contenido de agua en la muestra. En la purificacion se estudiaron
distintas fases como el C18 y el cianuro. La espectrometria de masas
se realiza con un analizador de triple cuadrupolo trabajando en modo
SRM, provisto de una interfase electrospray. El método fue validado
mediante fortificacion de muestras blanco de pasas a distintos
niveles. La cuantificacion se llevo a cabo utilizando calibrado en
matriz. Las recuperaciones obtenidas estuvieron dentro del rango 60-
110%, con desviaciones estandar menores del 20%. El método ha
sido aplicado para el andlisis de muestras reales. La seleccion de 2
transiciones (QqQ) junto con su ion ratio y el tiempo de retencion han
sido utilizados como criterio de confirmacion.

Palabras clave: micotoxinas, triple cuadrupolo, pasas, Quechers,
optimizacion.
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C9) STUDY OF 5-HYDROXYMETHYL FURFURAL AND
COLOUR MODIFICATIONS IN PACKED PINNEAPLES
DURING STORAGE AT DIFFERENT TEMPERATURES.
'Barba, F.J.; ‘Esteve, M.J.; *Frigola, A. 'Instituto de Agroquimica y
Tecnologia de Alimentos, Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CSIC), Avda. Agustin Escardino, 7. 46980 Paterna.
Spain. *Department of Nutrition and Food Chemistry, Universitat de
Valencia, Avda. Vicent Andrés Estellés, s/n. 46100 Burjassot. Spain.
ana.frigola/uv.es

During storage, pinneaples suffer an important number of
deterioration reactions (ascorbic acid degradation, cloud loss,
microbial spoilage, development of off-flavour, changes in colour,
texture, appearance), with an important quality loss. The presence of
furfural and 5-hidroxymethylfurfural (HMF) in stored pinneaples is
an indicator of their quality loss; furfural and HMF are related with
the browning of the fruit, and they are also good indicators of the
excess of temperature and storage time in some food. Consequently,
the analysis of these compounds has special importance in the food
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industry. A few inadequate conditions during thermal treatment and
during storage of the fruit reflect on an increase of the concentration
of the different derivatives of furfural, formed by the degradation of
reducing sugars or by Maillard's reaction, and, in addition, changes in
colour. The aim of the present work was to evaluate colour
modifications and 5-hydroxymethyl furfural in packed pinneaples
during 2.5 months at different storage temperatures (37 and 50 °C).
HMF content was measured using the method described by IFFJP
(1984). The colour was measured by a spectrophotometer Hunter Lab
Labscan. The parameters of the CIELAB system studied are: L*
(lightness [0=black, 100=white]), a* (—a*=greenness, +a*=redness)
and b* (-b*=blueness, +b*=yellowness) values were used to
calculate the total colour differences
(AB*=[(AL*)+(A a*)+(Ab*)"]"*), where AL*, Aa*, and Ab* are
differences between the stored (2.5 months at 37 and 50 °C) and the
fresh samples. Differences in perceivable color can be classified
analytically as not noticeable (0-0.5), slightly noticeable (0.5-1.5),
noticeable (1.5-3.0), well visible (3.0-6.0), and great (6.0-12.0)
(Calvo, 2004). With regard to CIELAB parameters, a significant
increase was found for a* (-2.78), b* (18.60) and L* (38.78) values
during 2.5 months storage at 37 and 50 °C, although this increase was
higher for the samples stored at 50 °C. Comparison of the results
obtained at the end of the storage, showed that measurement of the
increase in total colour differences (AE) after each storage conditions
gave values of 19.11 and 30.28 in the samples stored at 37 and 50 °C,
respectively. When the possible correlation (Pearson's test) between
HMF and colour parameters was studied, it was found that there was a
positive correlation (p<0.05) between total colour differences and
HMF content.

Keywords: Pinneaple; Storage; Temperature; S5-hydroxymethyl
furfural; Colour.
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C10) DETECCION DE MICOTOXINAS Y SUS PRINCIPALES
METABOLITOS EN LECHE HUMANA EMPLEANDO
TECNOLOGIA ORBITRAP. Rubert.J.'; Soler, C.'; Leén, N.°; Yusa,
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La presencia de contaminantes en leche humana es uno de los
problemas mas graves de seguridad alimentaria, ya que la leche es el
unico alimento ingerido durante un periodo por los lactantes. Debido
aello esta poblacion es extremadamente vulnerable ya que la calidad
de la leche es un factor primordial para su correcto desarrollo. En
diferentes estudios se ha demostrado la presencia de diferentes
micotoxinas, principalmente AFM, y OTA en concentraciones
variables. Estas micotoxinas pueden ser bien acumuladas, excretadas
directamente o metabolizadas. A pesar de la constante demanda de
analisis rutinarios sobre este tema, son pocos los estudios realizados
sobre este alimento. Por ello, el objetivo del presente estudio ha sido




desarrollar un método de analisis simultaneo de 25 micotoxinas en
leche humana. Para ello se recogieron 20 muestras de leche humana
procedentes de un banco de leche y suministrada por donantes sanas.
Para su extraccion se empled el método QUECHERS modificado
adicionando 10 ml de acetonitrilo a 10 ml de muestra. Después de
agitar, se adicionan las sales, se centrifuga y el sobrenadante obtenido
es analizado. Para la deteccion se emple6 un cromatdgrafo liquido
acoplado a un detector Orbitrap. Los resultados mostraron que el
método de extraccion QUECHERS desarrollado alcanzaba los
criterios analiticos de recuperacion y reproducibilidad establecidos
por la Uniéon Europea (2002/657/EC) para las 25 micotoxinas
estudiadas. Ademas, la tecnologia Orbitrap, nos permitio, mediante
un analisis retrospectivo de los resultados, la busqueda de la presencia
de micotoxinas no seleccionadas, como son sus metabolitos o
conjugados, mediante la confirmacion de su masa exacta.

Palabras clave: Micotoxinas; leche humana; orbitrap.

Cl11) ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES
HISTOPATOLOGICAS EN BRANQUIAS DE ZEBRAFISH
(DANIO RERIO) COMO BIOMARCADOR DE LA EXPOSICION
AL BISFENOL-A. Lora, A.'; Molina, A.'; Hurtado, R.'; Ayala, N.';
Blanco, A.’; Moyano R IDpto. Farmacologia, Toxicologia, y
Medicina legal y Forense. Universidad de Cordoba. *Dpto.
Anatomia y Anatomia Patologica Comparadas. Universidad de
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El bisfenol-A (BPA) es un contaminante habitual de alimentos que se
incorpora a partir de las resinas epoxi y los policarbonatos utilizados
en la fabricacion de los envases y contenedores de alimentos,
botellas, biberones, etc. Esta sustancia, incluida en la lista de
sustancias autorizadas para la fabricacion de plasticos destinados a
entrar en contacto con los alimentos (Directiva 2002/72/CE), ha sido
prohibida recientemente en los biberones de plastico por sus posibles
efectos perjudiciales para la salud de los nifos (Directiva
2011/8/UE). Esto hace pensar que es necesario el desarrollo de
nuevas herramientas, nuevos biomarcadores y nuevos modelos que
nos permitan estudiar de forma rapida y fiable la toxicidad del BPA,y
evaluar el riesgo de su presencia en los alimentos. En este estudio se
emplearon 30 zebrafish machos de 16 semanas de edad, distribuidos
al azar en 3 lotes: grupo control (n=10) y dos grupos tratados (n=20),
expuestos a 10y 1000 pg/L de BPA durante 14 dias. Tras el sacrificio
con una solucion de MS-222, las branquias se fijaron en formol y
glutaraldehido para su posterior estudio histopatologico. Al
microscopio optico, las branquias de los zebrafish expuestos a 10
pg/L, mostraron evidentes procesos de edema e hiperemia en las
lamelas junto a microhemorragias. Al microscopio electronico de
barrido se observo una degradacion de la superficie de las lamelas.
Los animales expuestos a una concentracion de 1000 pg/L mostraron
estructuralmente lesiones semejantes al grupo anterior aunque mas
severas, evidenciandose ademds de los procesos de edema e
hiperemia, procesos inflamatorios. Al microscopio electronico de
barrido se observaron células exudativas inflamatorias, asi como la
desorganizacion de los filamentos basales. Estos resultados
demuestran la idoneidad de esta especie como modelo experimental,
y sugieren que las alteraciones histopatologicas del BPA sobre las
branquias en zebrafish serian un posible biomarcador de la
exposicion a este compuesto.
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C12) CARACTERIZACION DE VINOS FINOS PROCEDENTES
DE LA DENOMINACION DE ORIGEN DE CONDADO DE
HUELVA, EN FUNCION DE SU CONTENIDO METALICO,
CON FINES DE SEGURIDAD ALIMENTARIA. Alvarez', M.;
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La poblacion general suele estar expuesta a los metales a través de los
alimentos y bebidas. Por este motivo el conocimiento del contenido
metalico en estas matrices podria servir como indicador de una
posible exposicion toxica en consumidores normales y en
consumidores habituales. El objetivo de este estudio fue analizar el
contenido metalico de cincuenta vinos procedentes de la
denominacion de origen (DO) Condado de Huelva con el fin de
caracterizar los vinos de esta DO en funcion de su perfil metalico para
estudios futuros de diferenciacion de finos procedentes de otras DOy
evaluar la posible exposicion humana a estos metales a través de la
ingesta de estos vinos. Para ello se midieron doce elementos (Al, Ba,
Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P, Srand Zn), mediante Espectrometria de
Emision Atomica por Plasma (ICP-OES). Previamente, las muestras
fueron digeridas por via himeda mediante la aplicacion de calor y una
mezcla de H,0,/HNO,. Los elementos analizados no siguen una
distribucién normal tras la aplicacién de los ensayos tipicos de
normalidad (Lilliefors, Shapiro-Wilk-Chen y Kolmogorov-
Smirnov), por lo que los posteriores calculos estadisticos se hicieron
siguiendo técnicas no paramétricas. Las medianas de cada uno de los
elementos medidos en las muestras fueron las siguientes expresadas
en mg/L: 2.54 (Al); 0.06 (Ba); 82.58 (Ca); 0.21 (Cu); 3.53 (Fe);
865.34 (K); 68.87 (Mg); 0.71 (Mn); 32.77 (Na); 71.61 (P); 0.48 (Sr);
0.56 (Zn). El estudio de correlacion entre pares metalicos se llevo a
cabo mediante la técnica no paramétrica de Spearman, resultando las
correlaciones mas importantes, las que se dan entre los siguientes
pares metalicos: Fe/Al, P/Mg, y Zn/Ba. Como resultado del presente
estudio se puede decir que la contribucion de los elementos
estudiados a través de la ingesta de este tipo de vinos a los limites de
seguridad (por semana) no son significativos, oscilando entre el 0,1%
delFeyel 11,9% del Mg, parabebedores normales.
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C13) CONTRIBUCION DEL CONSUMO DE MANGOS
PROCEDENTES DE CULTIVOS ORGANICOS vs
CONVENCIONALES A LA EXPOSICION DIETETICA DE Co,
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Una de las razones que justifican el estudio del contenido metélico en
alimentos reside en sus implicaciones toxicologicas. Tanto los
macroelementos como los elementos traza juegan un importante
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papel en la salud humana. La contaminacion metélica de ciertos
alimentos procedentes de cultivos, puede venir dada por factores
medioambientales, polucion, condiciones atmosféricas, suelo, modo
de cultivo, etc. Por eso es interesante establecer niveles de algunos de
estos elementos minerales en cultivos, ya que a elevadas
concentraciones, podrian ser peligrosos y toxicos. El objetivo de este
estudio es establecer el perfil metalico de mangos procedentes de la
isla de la Gomera (Islas Canarias), cultivados en la misma region
geografica siguiendo dos métodos diferentes de cultivo
(convencional y organico), con la idea de establecer la contribucion
del consumo de esta fruta a la exposicion dietética de determinados
metales, como Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na, Zn, haciendo especial hincapié
en los de mayor interés toxicologico como son Co, Mn y Ni. Las
medias de cada uno de los elementos fueron similares en los dos tipos
de cultivos, encontrandose soélo diferencias significativas entre
cultivo convencional y organico en los niveles de Fe (1,97+1,44 vs
2,76+1.26); K (146,60+97,97 vs 112,03+45,57); Ni (0,07+0,03 vs
0,05+0,03) y Zn (0,20+0,18 vs 0,13+0,06). Como resultado del
presente estudio se puede establecer que solo el Ca 'y el Mg superarian
los limites de seguridad (por semana) establecidos, siempre que un
individuo consumiera mango como Unica fruta en su dieta y
cumpliera la ingesta media establecida en la “Guia de Alimentacion
Saludable” del Ministerio de Sanidad. Sin embargo, para una dieta
variada, la exposicion dietética a estos elementos a través del mango
seria segura.

Palabras clave: mangos, metales, exposicion dietética, Co, Mn, Ni

TOXICOLOGIA AMBIENTAL
Comunicaciones orales.
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01) EVALUACION DE LA PRESENCIA DE MICOTOXINAS EN
POLEN MEDIANTE CROMATOGRAFIA GASEOSA
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS EN TANDEM.
Daniela, I.'; Rodrl’guez{_Y.; Berrada, H.; Maiies, J.’; Cuciureanu,
R.': Font, G.". 'Department of Environmental and Food Chemistry,
Faculty of Pharmacy, University Medicine and Pharmacy “Grigore
T. Popa”, lasi, Rumania. Area de Toxicologia, Departamento de
Medicina Preventiva, Facultad de Farmacia, Universidad de
Valencia, Esparia

El polen tiene una elevada proporcion de proteina y de hidratos de
carbono y una elevada proporcién de fitosteroles, componentes
funcionales que se relacionan con efectos beneficiosos para la
prevencion de enfermedades cardiovasculares, ademas de
propiedades antioxidantes y estimulantes del sistema inmunitario. El
polen, por lo tanto, se considera un alimento saludable y se emplea
como potente enriquecedor, estimulante y energético. Sin embargo la
calidad del polen depende del estado de conservacion ya que se
recolecta durante la floracion de las plantas, y aspectos como el
contacto con el ambiente y con insectos pueden favorecer
modificaciones en la cantidad de agua, aumentando el riesgo de
multiplicacion de hongos. El polen cosechado de las explotaciones
apicolas se puede ver contaminado durante el proceso de produccion
y almacenamiento con micotoxinas, metabolitos secundarios de
hongos potencialmente toxigénicos. El objetivo del presente trabajo
es identificar y cuantificar el grado de contaminaciéon con
micotoxinas en 20 muestras de polen obtenidas en la ciudad de
Valencia. Para ello se optimiza y se valida un procedimiento analitico
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para la determinaciéon de 10 micotoxinas incluyendo patulina,
zearalenona y ocho tricotecenos (nivalenol, diacetoxyscirpenol,
fusarenon-x, neosolaniol, deoxynivalenol, 3-acetyl-deoxynivalenol,
T-2 y HT-2) en muestras de polen. El método esta basado en una
extraccion QUEChERS modificada seguida de una determinacion de
los analitos seleccionados mediante cromatografia gaseosa acoplada
a un triple cuadrupolo (GC-MS/MS). Los parametros de validacion
estudiados tales como, linealidad, precision, exactitud, limite de
cuantificacion avalan que la metodologia desarollada es repetible,
precisa y robusta, con unas datos de recuperacion del 75-120 % y
unos limites de cuantificacion por debajo de 10 pg/kg. Los resultados
mostraron una mayor presencia de las micotoxinas estudiadas en las
muestras manejadas a granel que en las envasadas, siendo el
contenido hallado inferior a los limites establecidos para estas
micotoxinas en matrices alimentarias.
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02) ESTRATEGIA PAR LA EVALUACION TOXICOLOGICADE
MEZCLAS COMPLEJAS MEDIANTE EL USO DE METODOS
ALTERNATIVOS*. Pillco, A.;: de la Peiia, E. Mutagénesis
Ambiental, ICA. Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
CSIC. Serrano 115, 28006 Madrid. Espaiia (epena/ica.csic.es)

La evaluacion toxicologica de mezclas complejas (MC) esta
adquiriendo gran interés dado que se ha demostrado que los efectos
toxicologicos de las sustancias simples varian cuando se encuentran
en forma de mezclas. Evaluar el efecto toxico de MC es importante
por la potencial peligrosidad para el ser humano y el ambiente. Los
lodos que provienen de las estaciones de depuracion de aguas
residuales son MC que en los ultimos afios estan siendo utilizados
como enmiendas agricolas y también estdn siendo valorizados
mediante procesos fisico quimicos como, para obtener productos con
alta capacidad energética. El objetivo de este trabajo es proponer una
estrategia de ensayos para evaluar la toxicidad de extractos de lodos
que se aplican en agricultura y de los derivados valorados que se
obtienen a partir de lodos, mediante métodos alternativos a la
experimentacion animal. Los ensayos de ecotoxicidad de
bioluminiscencia en Vibrio fischeri y de germinacion en semillas de
Lepidium sativum; para evaluar la genotoxicidad, se emplea el ensayo
de Salmonella/microsoma que utiliza las cepas TA98, TA100, TA102
y TA104; y el ensayo de mutacién y recombinaciéon somadtica en
Drosophila melanogaster;, que emplea los cruces estandar y alta
bioactivacion. Los cuatro métodos alternativos nos muestran que
constituyen una estrategia simple, rapida, econémica, y sensible para
evaluar MC. En conclusion los métodos alternativos nos permiten
demostrar la existencia de riesgo ecotoxico, mutagénico y genotoxico
producido por MC empleadas tanto en agricultura como en su
valorizacion energética.

Palabras clave: Ecotoxicidad, mutagenicidad, genotoxicidad,
mezclas, métodos alternativos

Trabajo parte de la Tesis Doctoral de la Dra. Araceli Pillco Tito,
titulada “Evaluacion Toxicoldgica de Mezclas Complejas Mediante
Ensayos Alternativos a la Experimentacion Animal de




Genotoxicidad, Mutagenicidad y Ecotoxicidad”, defendida en la
Universidad Auténoma de Madrid (noviembre, 2011)

03) VARIACION TEMPORAL DE METALES Y METALOIDES
EN SUELOS URBANOS. Gonzdlez Muiioz, M.J.; Mateos Vega,
C.J.; Peiia Fernandez, A. Departamento de Nutricion, Bromatologia
y Toxicologia. Facultad de Farmacia. Universidad de Alcala.

El suelo es un recurso natural no renovable que constituye el asiento
natural de las actividades humanas.Su proteccion no se ha fomentado
en la misma medida que la del aire y el agua, ya que los dafios no se
perciben hasta una fase muy avanzada, debido a su elevada capacidad
de amortiguamiento, resilencia y capacidad de filtrar y absorber
contaminantes. Actualmente se van apreciado los signos e impactos,
requiriendo medidas correctoras y preventivas. A diferencia de otros
contaminantes que afectan al medioambiente, los metales son
elementos que el hombre no crea ni destruye, sino que los introduce
en el medio como consecuencia de las diferentes actividades
antropologicas, de forma directa o alterada quimica o
biologicamente. El objetivo de este estudio ha sido monitorizar la
distribucion de metales y metaloides en suelos de Alcala de Henares
(Madrid), y determinar su variacion temporal. Para ello, se han
recogido muestras de suelos urbanos de Alcala de Henares (Madrid),
realizando dos muestreos de suelo en el intervalo de un afio en las que
se han determinado Al, As, Be Cd, Cr, Cu, Mn Ni, Pb, Tl y Zn. La
presencia de todos los metales ha aumentado de forma significativa
en los antroposuelos en un afio. Los contaminantes que han
presentado el porcentaje de variacion mayor han sido Be y TI,
seguidos de Pb y Cu. Por tanto, estos contaminantes se van
acumulando con el tiempo en los suelos de las ciudades, debido al
continuo proceso de urbanizacion y al aumento de la intensidad de las
diferentes actividades antropogénicas, fuentes emisoras que se
incrementan con el desarrollo econémico.

04) INFLUENCIA DEL GENERO SOBRE LOS PARAMETROS
RENALES DE ESTRES OXIDATIVO COMO
BIOMARCADORES DE CONTAMINACION POR
ORGANOFOSFORADOS EN CONEJO. Calaco, E.; Ramos, A.;
Pérez-Lopez, M.; Miguez, M.P. Area de Toxicologia. Facultad de
Veterinaria. Universidad de Extremadura. Avda. de la Universidad
s/n. 10003-Caceres. E-mail: prado.miguez/gmail.com.

Aproximadamente dos millones y medio de toneladas de plaguicidas
son utilizados cada aflo en todo el mundo. La OMS ha establecido una
media anual de unos tres millones de casos de intoxicaciones por
plaguicidas en humanos, de los cuales 220.000 tienen un desenlace
fatal. El presente estudio tiene como objetivo establecer los
parametros de estrés oxidativo que puedan servir como
biomarcadores de contaminacién ambiental por insecticidas
organofosforados, asi como estudiar la influencia del género sobre los
mismos. Para ello se ha seleccionado como insecticida
organofosforado el diazindbn ampliamente utilizado para controlar
insectos en el suelo, en plantas ornamentales y en cosechas de frutas y
hortalizas. Se han utilizado 30 conejos de ambos sexos, divididos en 3
grupos de 10 individuos cada uno. Un grupo control que recibid p.o.
el vehiculo, y dos grupos que recibieron una dosis p.o. Unica de
diazinon (25 y 125 mg/kg). Alos 10 dias después de la administracion
del diazindn los animales fueron sacrificados y se extrajo el rifion
donde se determind malondialdehido (MDA) y glutation reducido
(GSH), asi como las actividades de las enzimas glutation peroxidasa
(GPx), glutation reductasa (GR), catalasa (CAT) y glutation-S-
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transferasa (GST). Los resultados muestran que el diazin6n indujo un
aumento de MDA acompafiado por una deplecion de GSH, asi como
una disminucion de la actividad CAT y GST. Estos efectos fueron mas
patentes en machos que en hembras, indicando que los machos
muestran una mayor sensibilidad al estrés oxidativo inducido por este
plaguicida. Sin embargo, tras la exposicion al insecticida no se
modificaron las actividades de las enzimas GPx y GR. Teniendo en
cuenta todos estos resultados podemos concluir que el contenido de
MDA y GSH, asi como la actividad CAT en rifiéon de conejo,
preferentemente machos, se pueden considerar como Ttiles
biomarcadores de contaminacion ambiental por organofosforados.

Palabras clave: biomarcador, estrés oxidativo, diazinén,
organofosforado, ecotoxicologia, rifién, conejo.
Agradecimientos: Ministerio de Educacion y Ciencia, que ha

subvencionado la realizaciéon del presente estudio (CTM2007-
60041).

Comunicaciones tipo cartel
Cl) EFECTOS NEUROLOGICOS DEL CADMIO EN EL

MODELO EMBRIO-LARVARIO DE PEZ CEBRA. Garcia
Cambero, J.P. Area de Toxicologia Ambiental. CNSA. ISCIII.

La exposicion elevada a cadmio (Cd) en animales y seres humanos se
asocia generalmente con nefrotoxicidad (EFSA, 2009), aunque
estudios mas recientes han evidenciado también efectos
neurotoxicos. En el caso de seres humanos, los niveles elevados de
Cd se han asociado con retrasos mentales (Jiang et al. 1990; Marlowe
et al. 1983), e incluso, un estudio reciente postula que podrian estar
relacionados con hiperactividad relacionada con trastorno de la
atencion (Ciesielski et al., 2012). Sin embargo, el estudio recalca que
se necesitarian estudios con animales para poder clarificar mejor la
asociacion “exposicion cadmio-hiperactividad” y valorar cudles son
los momentos criticos en la exposicion. Dado que el modelo de pez
cebra se utiliza actualmente en la valoracion de compuestos
neurotoxicos, el objetivo de este estudio fue estudiar los efectos
neurologicos del Cd en el modelo embrio-larval de pez cebra. Para
ello, se realizaron ensayos de exposicion a niveles subletales de Cd
(3.3-0.3 mg/L) durante la fase de organogénesis del embridn y se
estudiaron los efectos relacionados con el neurodesarrollo desde el
dia 0 hasta el dia 7 de vida. Los resultados mostraron que la
exposicion a Cd produjo un aumento, dosis dependiente, de la
actividad locomotora (distancia recorrida, velocidad media) de las
larvas en el dia 7 de vida, concordante con una hiperactividad. En
conclusion, el modelo corrobora parte de los hallazgos encontrados
en estudios epidemioldgicos en seres humanos, mejorando el
conocimiento de los efectos neurotoxicos del Cadmio.

Cc2) ANTIBIOTICOS DE CONSUMO HUMANO EN EL MEDIO
AMBIENTE. Aguayo, S Lucena, M.A.".; Corpa, C.'.; Herrera, S..
'Centro Nacional de Sanidad Ambiental. Instituto de Salud Carlos
1. Centro Nacional de Microbiologia. Instituto de Salud Carlos I11.

Desde hace unos afios, se ha incrementado el interés por la presencia
de residuos de medicamentos de consumo humano en el medio
ambiente por el posible impacto que pudiesen provocar sobre la salud
ambiental y a largo plazo sobre salud publica. La presencia de
residuos de antibiodticos en diferentes compartimentos ambientales
resulta un hecho constatado, al igual que el incremento de aparicion
de poblaciones bacterianas resistentes en el medio ambiente. El
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consumo humano sin prescripcion médica de antibidticos, su baja
tasa de metabolismo, su rapido mecanismo de accién aun a bajas
dosis, su resistencia a los sistemas de tratamiento de aguas residuales
y su llegada al medio de manera continuada, podria estar
favoreciendo a bajas concentraciones, un incremento en la aparicion
de poblaciones bacterianas resistentes en el medio ambiente. La
transferencia de los genes de resistencia se puede producir de manera
inespecifica una vez se comparte nicho ecoldgico, de tal manera que
se podria estar creando un almacén medioambiental de resistencias
bacterianas que podria indirectamente afectar a la salud publica.. En
este estudio se presentan los primeros datos sobre niveles de los
principales grupos de antibidticos que se consumen en Espafa en
lodos de depuradora, asi como una caracterizacion de las principales
poblaciones bacterianas resistentes que presentan. Se han
seleccionado los lodos de depuradora como una de sus principales
fuentes de emision al medio ambiente ya que a través de su
reutilizaciéon como enmienda organica en suelo (suelo agricola o de
parques y jardines) sirven de medio de dispersion de residuos de los
principales grupos de antibidticos asi como de las poblaciones
bacterianasy sus genes de resistencia.

Palabras clave: antibioticos, medio ambiente, cromatografia,
resistencias bacterianas

Estatrabajo esta financiado por el proyecto RTA2010-00066-C02-01

C3) IMPORTANCIA DE LOS RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS
EN EXCRETAS ANIMALES. Carballo, M. Aguayo, S.; Gonzdlez,
M.; Vizquez, B.; Esperon, F,; De la Torre, A. Centro de
Investigacion en Sanidad Animal. CISA-INIA. Valdeolmos, Madrid.

Las tetraciclinas es uno de los grupos de antibidticos mas utilizados
en la produccion ganadera. En nuestro pais, datos recientes, nos
muestran que se emplean anualmente unas 344 tn. La asimilacion de
estas sustancias es baja, eliminandose por orina y heces mas de un
70%. El uso de los estiércoles animales como fertilizantes, practica
agricola comun, favorece la incorporacion a los campos agrarios de
residuos de estos antibidticos y también de bacterias que pueden ser
resistentes - principalmente enterobacterias abundantes en muestras
fecales. Como consecuencia de esta situacion, se estan detectando
principalmente en suelos, residuos de estos compuestos y genes de
resistencia. En este trabajo se realiza una valoracion sanitario-
ambiental de esta situacion, a partir del estudio de estiércoles de
diferentes especies ganaderas. Se ha detectado en un alto porcentaje
de los estiércoles analizados residuos de oxitetraciclina y
clortetraciclina, asi como un elevado porcentaje de resistencias
bacterianas a tetraciclinas. Se discute la relevancia sanitario-
ambiental de los resultados obtenidos

Esta trabajo esta financiado por el convenio S2009/AGR-1489 y el
proyecto RTA2010-00066-C02-01.

C4) METALES PESADOS EN SANGRE DE POLLOS DE
CIGUENA BLANCA (Ciconia ciconia) DE MADRID Y ARAGON.
Cabo, P'; Espin, S'; Martinez-Lopez, E.".; Roscales, J.L.’; Jiménez,

B.”: Garcia-Ferndndez, A.J."" 'Area de Toxicologia, Facultad de
Veterinaria, Universidad de Murcia. *ajgf/um.es. *Instituto de
Quimica Organica General (IQ0G) del CSIC. Madrid.

Se ha analizado la concentracion de plomo (Pb) y mercurio (Hg) en
sangre de 53 pollos de cigiieia blanca (Ciconia ciconia) muestreados
en el afio 2008 en tres areas de Madrid: norte (MN), centro (MC) y
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sureste (MSE), y en los afios 2010y 2011 en Aragon. E1 Pb se analizo
mediante voltamperometria de redisolucion anddica (VA-757,
Methrohm), y el Hg mediante un analizador directo de mercurio
(DMA-80, Milestone). Las concentraciones medias encontradas en
cigiiefias procedente de MN, MC, MSE y Aragén fueron 11,07;
10,50; 22,26 y 5,62 pg/dl de Pb respectivamente; y 32,45; 66,23;
74,97 y 4,08 pg/dl de Hg con diferencias significativas en las
diferentes areas estudiadas (p<0,001). Las mayores concentraciones
de metales se encontraron en pollos procedentes de MSE, zona
fuertemente industrializada con varios vertederos. En esta zona los
niveles de Pb superan en 2,4-5 veces las concentraciones dadas por
otros autores en otras areas de Espafa. Ademas, cuatro individuos de
MSE y un individuo de MN superaron el nivel establecido para el Pb
como causante de efectos subletales en aves (20 pg/dl). Respecto a las
concentraciones de Hg, los pollos procedentes de Madrid tuvieron
mas de 10 veces las concentraciones encontradas en Aragon. Estudios
experimentales en pollos han encontrado niveles de Hg en sangre de
66 pg/dl en aves tratadas con 0,4 ppm de Hg durante 5 semanas, por lo
que probablemente las aves de MC y MSE estén expuestas a estos
niveles o superiores. Ademas, el tratamiento de 0,4 ppm de Hg
provoca efectos relacionados con estrés oxidativo y alteracion
metabolica del glutation, y parece afectar al sistema inmune de los
pollos. Los niveles de Pb y Hg a los que parece estar expuesta esta
especie en el centro y sureste de Madrid podrian ser causantes de
efectos subletales, por lo que se hace necesario continuar con los
estudios en dicho area.

Palabras clave: Cigliefia blanca, Ciconia ciconia, plomo, mercurio,
efectos.
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ATENCION CLINICA EN
INTOXICACIONES DE ANIMALES

Atencion clinica en intoxicaciones de animales

Maria Julia Melgar Riol, Maria del Carmen Novoa Valifias, Maria
Angeles Garcia Fernandez y Marcos Pérez Lopez.

Editorial: Universidade de Santiago de Compostela, 2012.
ISBN: 9788498878639, Paginas: 231
figura RVA

Se trata de una obra que aborda parte del programa clinico establecido
para el alumnado de toxicologia en el grado de Veterinaria. Ademas
esta obra va también destinada al profesional veterinario, por cuanto
el contenido recogido aborda con profundidad, amplitud y sentido
préctico para formar, orientar y dirigir a los veterinarios en el ejercicio
profesional. Es necesario para este objetivo contar con el apoyo de los
centros de atencion toxicoldgica veterinaria, que comienzan a
afianzarse en Espafia en su doble vertiente asistencial y analitica.
Desarrollan una labor primordial, apoyando a los veterinarios,
orientando y ayudando a identificar, tratar y prevenir correctamente
las posibles patologias toxicologicas. Es un manual que orienta a los
profesionales a la hora de atender animales con cualquier tipo de
intoxicacion. Comienza con un recorrido por la historia de la
toxicologia en sus diferentes campos de aplicacion, con especial
énfasis en los nuevos modelos de enseflanza y aprendizaje en el
ambito de la enseflanza de educacion superior. A continuacion
considera las diferentes pautas de actuacion en caso de sospecha de
intoxicacion, asi como las pruebas requeridas para establecer un
diagnoéstico acertado. Por ultimo, trata los métodos clinicos y de
analisis que conducen a identificar de una forma adecuada y precisa el
toxico implicado. Los estudiantes de veterinaria, los veterinarios
clinicos y los centros de atencion toxicolégica veterinaria
encontraran informacion esencial acerca de las intoxicaciones en
animales y las medidas para su correcto diagndstico y tratamiento. En
el capitulo segundo se describen los procedimientos en toxicologia
clinica veterinaria, desde la valoracion, estabilizacion inicial y el
tratamiento sintomatico de soporte, hasta la aproximacion al
diagnéstico toxicologico. El capitulo 3 comprende el tratamiento de
las intoxicaciones, que se inicia con un tratamiento eliminatorio o de
descontaminacion toxicologica, seguido del tratamiento especifico
antidotico y con antagonistas. El capitulo 4 describe los servicios de
toxicologia y las fuentes de informacion. El capitulo 5 refiere la
metodologia de trabajo desde la sistematica clinica, a la toma de
muestras, su remision al laboratorio y los recursos instrumentales
para realizar una sistematica analitica toxicoldgica, asi como la
emision del informe toxicologico.
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Toxicologia ambiental y ocupacional.

Maritza Rojas Martinez coordinadora.

Editorial: Universidad de Carabobo, Valencia, Venezuela, 2011.
ISBN:978-980-233-526-8, Paginas: 533

figuraRVB

Se trata de un libro coral escrito por 19 especialistas de América
latina, con 22 capitulos de toxicologia ambiental y ocupacional. Esta
prologado por el Dr. Dario Cordoba, que indica que "saber
toxicologia es una necesidad creciente". La Dra. Rojas observa que
persisten los problemas detectados aflos atras en la formacion de los
profesionales de salud y seguridad en el trabajo: algunos planes de
estudio continuan desactualizados, existe una carencia de enfoque
inter y multidisciplinar y una excesiva academia teérica, por encima
de las necesidades de la organizacion del trabajo actual. En los paises
de América Latina existe una demanda creciente para la evaluacion
de la seguridad y el control regulatorio de agentes quimicos, lo que
crea la necesidad de nuevos toxicologos o al menos, de profesionales
formados adecuadamente en toxicologia. En esta publicacion se
pretende describir una forma racional de enfocar la identificacién y la
solucion de los problemas que acarrea la exposicion a contaminantes
ambientales. Se abordan las 4reas tradicionales de la toxicologia
ocupacional y temas mas especificos como la toxicologia y su
importante papel en la exposicion laboral. Una obra que busca llenar
un vacio en América latina. En su texto se desarrollan temas de la
toxicologia clasica, pero ademas se abordan nuevas especializaciones
de esta ciencia que la coloca a la vanguardia de otras ciencias
sofisticadas, por ejemplo: la toxicogendmica, la toxicologia de la
reproduccion y el desarrollo, la neurotoxicologia y la ecotoxicologia,
entre otros. Hoy en dia la toxicologia es una profesion por si misma
especializada, mediante la cual se aborda la problematica de varios
millones de sustancias toxicas disponibles para el hombre y que cada
afio se multiplica. El primer capitulo incluye referencias historicas
del uso de agentes toxicos, recordandonos a las célebres
envenenadoras de todos los tiempos, que se sigue en la introduccion a
la toxicologia ejemplos y accidentes de intoxicaciones masivas por
agentes quimicos. Las fases de la accion toxica estan comprometidas
por la toxicocinética y biotransformacion de las sustancias. La
contaminacion ambiental no solamente tienen efectos en la salud
publica sino también sobre los ecosistemas. La toxicologia
ocupacional requiere el adecuado uso de los principios de monitoreo
ambiental y biolégico de agentes quimicos. Este ambiente laboral
también contempla el uso de drogas licitas e ilicitas. A continuacion
se revisa la toxicologia de metales, metaloides, plaguicidas,
hidrocarburos y disruptores endocrinos.
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