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Resumen

Ferré, D.M.; Saldeiia, E.L.; Albarracin, L.; Neuilly, V.; Gorla, N.B.: Inhibicion de bu-
tirilcolinesterasa en dos perros intoxicados y confirmacion analitica de carbofuran como

agente causal. Rev. vet. 26: 1, 43-48, 2015. La mortandad de animales domésticos y silves-
tres debido a intoxicaciones por plaguicidas es internacionalmente elevada, en la mayoria

de los casos por exposicion a insecticidas. Los mas cominmente citados son los anticolines-
terasicos organofosforados y carbamatos. Los perros y gatos mascotas son buenos recursos

para alertar sobre el uso de venenos en el medio natural y los posibles riesgos para el hombre

con el que comparten el ambiente. En dos perros con signos de intoxicacion, el objetivo del

presente trabajo fue efectuar estudios complementarios de laboratorio para identificar con

certeza la causa de las intoxicaciones. Se reporta el manejo clinico, la aproximacion diagnos-
tica a través de la determinacion en plasma de butirilcolinesterasa (BChE) por espectrofoto-
metria y la confirmacion del toxico por cromatografia liquida de alta precision masa- masa.
La actividad BChE de cada perro fue de 227 UI/L, lo que significa una inhibicién de mas del

90% de la actividad basal. La presencia de carbofuran en plasma y contenido gastrico corro-
bor6 la causa de las intoxicaciones. Los plaguicidas agricolas inhibidores de colinesterasa,
especialmente los carbamatos, son la principal causa de envenenamiento en animales. Por tal

motivo se sugiere como herramienta de diagnodstico la medicion de BChE en animales intoxi-
cados, asi como bregar por mayores controles en la comercializacion de plaguicidas ricos en

ingredientes activos con bajas DL50, como el caso del carbofuran. En salud publica deberia

exigirse la denuncia obligatoria y registro centralizado de las intoxicaciones intencionales

o accidentales por plaguicidas agricolas en animales, cuyo mal uso puede atentar incluso

contra la vida de seres humanos.
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Abstract

Ferré, D.M.; Saldeiia, E.L.; Albarracin, L.; Neuilly, V.; Gorla, N.B.: Butyrilcholinester-
ase inhibition and carbofuran analytical confirmation in two intoxicated dogs. Rev. vet. 26:
1, 43-48, 2015. Domestic and wild animals’ death due to pesticide poisoning is of worldwide
concern and in most of the cases is a consequence of the exposure to insecticides. Organo-
phosphorus and carbamates anticholinesterase compounds are frequently implicated. Pet dogs
and cats are considered good resources to warn about the presence of poisons in the environ-
ment and the potential risks they represent to human beings. The aim of this work was to
perform complementary laboratory studies in two dogs with signs of intoxication in order
to identify the possible cause. Diagnostic approach through plasmatic butyril cholinesterase
(BChE) and HPLC determination are presented. BChE activity of each canine was 227 IU/L
thus meaning an inhibition of more than 90% of the basal activity of the enzyme. The pres-
ence of carbofuran in plasma and gastric contents as the cause of poisoning was confirmed.
Cholinesterase inhibitors pesticides, especially carbamates, are the leading cause of poisoning
in animals. The determination of BChE activity in intoxicated animals as a diagnostic tool is
emphasized. Also, strong regulations on the commercialization of pesticides with low LD50
such as carbofuran as well as the report of both intentional and accidental intoxications are
mandatory in order to avoid further cases in animals and possible cases in humans.
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INTRODUCCION

Los perros envenenados intencional o accidental-
mente son una realidad en los consultorios veterina-
rios, con profusion de informacioén en cuanto a zonas
geograficas, causas hipotéticas y alertas de los vecinos,
con un nimero de animales alarmante, que llega en al-
gunos casos a dos centenares. Esta realidad esta acom-
pafiada por la ausencia de denuncia obligatoria profe-
sional y de registros gubernamentales habilitados a tal
fin. Internacionalmente, la casuistica de mortandad de
animales domésticos y silvestres debido a plaguicidas
es elevada. Los animales domésticos como perros y ga-
tos se consideran buenos recursos para alertar sobre el
uso de venenos en el medio natural V7.

En una publicacion reciente se efectua una revi-
sion de los registros de intoxicaciones de animales de
compaflia en paises europeos. Los perros son la espe-
cie mas comunmente envenenada, particularmente los
animales jovenes. La mayoria de los casos de intoxica-
cion en animales de compaiiia resulta de la exposicion a
insecticidas, si bien los rodenticidas asumen un riesgo
significativo. Las intoxicaciones con herbicidas, meta-
les, productos del hogar y drogas de uso veterinario y
humano son de presentacion esporadica '.

Los insecticidas comunmente involucrados en
intoxicaciones animales son los anticolinesterasicos
organofosforados (OP) y carbamatos (CB) ** . Los
signos de intoxicacion aguda por OP son la consecuen-
cia de la sobre-estimulacion colinérgica por inhibicion
de la colinesterasa (ChE) con efecto en los musculos,
glandulas y/o células nerviosas, que puede ser agrupa-
da en 3 categorias: signos muscarinicos, nicotinicos y
centrales, lo que incluye al sistema nervioso periféri-
co y central. Los signos muscarinicos son usualmente
los primeros en aparecer e incluyen hipersalivacion,
miosis, miccion espontanea, diarrea, vomitos, colicos
y disnea debido a secreciones bronquiales aumentadas
y broncoconstriccion. Los efectos nicotinicos incluyen
fasciculaciones musculares, rigidez muscular y debili-
dad. Los efectos centrales incluyen nerviosismo, ataxia
y convulsiones 2.

Luego de la sintomatologia aguda, se puede presen-
tar tanto en el hombre como en animales el sindrome
intermedio y/o neuropatia retardada entre las 24-48 hy
las 2-3 semanas siguientes a la intoxicacion aguda res-
pectivamente. El sindrome intermedio cursa con debi-
lidad muscular de los miembros anteriores y musculos
de la respiracion, en tanto que la neuropatia retardada
lo hace con debilidad muscular simétrica, ataxia y dé-
ficit propioceptivo consciente, principalmente de los
miembros pélvicos >

Los signos de intoxicacion por CB se describen con
el acronimo “slud”: salivacion, lagrimeo, “urination” y
diarrea. Debido a que los CB no atraviesan la barre-
ra hematoencefalica con facilidad, los signos de siste-
ma nervioso central son limitados. La muerte resulta
de la falla respiratoria debido a la broncoconstriccion
que conduce a la secrecion traqueobronquial y edema

pulmonar . Las intoxicaciones por CB no presentan
sindrome intermedio ni neuropatia retardada, debido a
que la inhibicion de colinesterasa es reversible.

En las intoxicaciones con inhibidores de colines-
terasa, un aporte diagnostico importante es la deter-
minacion de la actividad ChE en sangre y cerebro. La
sintomatologia es dependiente de la disminucion de la
acetilcolinesterasa (AChE) neuronal, aunque también
se deprime la actividad de la AChE eritrocitaria y la
pseudocolinesterasa, colinesterasa plasmatica o bu-
tirilcolinesterasa (BChE). La AChE hidroliza al neu-
rotransmisor acetilcolina (ACh) produciendo colina y
acido acético, mientras que la BChE hidroliza a la ACh
mas lentamente y a otros ésteres . Los signos clinicos
son visibles cuando la actividad de la ChE cerebral esta
inhibida >70% y la BChE > 50% 2°.

Las sintomatologias agudas de intoxicaciones por
OP y CB son tratadas con atropina y también benzodia-
zepinas para controlar el estado de excitacion causado
por la intoxicacion. Para intoxicaciones con OP se utili-
zan oximas (obidoxima, pralidoxima) para reactivar la
actividad ChE -2,

En esta comunicacion se reporta el manejo clinico
de dos perros intoxicados, la aproximacion diagnostica
a través de la inhibicion de ChE y la confirmacion ana-
litica de la presencia de carbofuran.

MATERIAL Y METODOS

Animales. Caso 1: perro macho de raza labrador de
aproximadamente 1 afio de edad y 30 kg, residente de
zona noreste de la Provincia de Mendoza. Fue llevado a
la consulta con hiperventilacion, mioclonias, sialorrea,
diarrea y congestion de mucosas ocular y bucal. Los
propietarios relataron haber fumigado los cultivos de
hortalizas y olivos de la finca donde habitaba el perro
y que el animal se encontraba libre al momento de la
aplicacion de los plaguicidas.

Caso 2: perro macho de raza dalmata de aproxi-
madamente 5 afios de edad y 23 kg, residente de zona
urbana del norte de la Provincia de Mendoza. Fue lle-
vado a la consulta con extrema debilidad, hipotermia,
desorientacion, dolor abdominal y nistagmos. Poste-
riormente comenzo con vomitos sanguinolentos fre-
cuentes. Los propietarios informaron que salia a pasear
todos los dias sin compaiia y que fue encontrado en
una plaza, visiblemente descompensado y llevado a la
veterinaria. La necropsia fue realizada tras la muerte
del animal.

Tratamientos. El caso 1 fue tratado con sulfato de
atropina 0,5 mg/kg via subcutanea (SC) y luego flui-
doterapia de mantenimiento via endovenosa (EV) con
solucion de cloruro de sodio al 0,9% hasta la estabili-
zacion del paciente. Luego se continu6é con adminis-
tracion de sulfato de atropina EV, hasta la disminucion
de los signos. Para controlar las mioclonias y lograr la
relajacion del animal, se administraron 0,5 mg/kg de
diazepan EV a una concentraciéon de 10 mg/ml. La
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atropina fue administrada por 24 h 0,5 ml SC cada 12 h,
carbon activado 2 comprimidos cada 12 h y 3 ml cada
12 h de protector hepatico a base de sorbitol, metionina
y complejo vitaminico B por 72 h via oral. La extrac-
cion de sangre periférica fue realizada con heparina y
enviada refrigerada al laboratorio de toxicologia. El
paciente fue controlado a las 24 h de realizada la con-
sulta. El caso 2 recibio fluidoterapia EV con solucion de
cloruro de sodio al 0,9% y fue administrada atropina
0,5 mg/kg. El 50% de la dosis total se administr6 via
EV y la mitad restante via SC. La extraccion de sangre
fue realizada con heparina. La sangre y el contenido
gastrico obtenido en la necropsia fueron enviados al la-
boratorio de toxicologia.

Medicion de la actividad butirilcolinesterasa. Para
la determinacion de la BChE se centrifugaron las mues-
tras de sangre 10 minutos a 1.500 rpm para obtener plas-
ma, y fue utilizado el kit GT lab, Rosario, Argentina,
método cinético 405 nm, pH 7,7. Este kit determina la
concentracion de la enzima BChE, mediante butirilco-
lina como sustrato. La determinacién enzimatica fue
realizada dentro de las 24 h de la extraccion sanguinea.

Deteccion analitica de plaguicidas. Sangre y con-
tenido gastrico fueron tratados con acetonitrilo frio
(1:1,5) y centrifugados durante 5 min a 3.000 rpm. El
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sobrenadante obtenido fue centrifugado durante 2 min
a 12.000 rpm, luego mantenido a -20°C durante 20 min.
El método de deteccion utilizado fue cromatografia li-
quida de alta precision (HPLC), equipo Agilent 1200
con bomba binaria y muestreado automatico equipado
con detector masa/masa Api2000 de Applied Biosys-
tems. Condiciones de trabajo: fase movil formiato de
amonio 1 M, pH 6,3-6,8; 1 ml/min, columna Kromasyl
100-3-5 C18; 50x2,1; E 63958, modo LC Sync, id 17,505,
fuente de iones: turbo spray, modalidad de escaneo:
MRM, polarizacion: positiva. Todos los solventes utili-
zados fueron calidad HPLC Merck. La solucion testigo
de plaguicida fue furadan 10:1 pg/ml de principio acti-
vo, volumen de inyeccion: 20 pl.

RESULTADOS

En ambos perros la actividad BChE fue de 227
UI/L. La pericia toxicologica en ambos animales evi-
dencio la presencia de carbofuran en sangre del caso 1
y en contenido gastrico del caso 2. En el cromatograma
de la Figura 1, a modo ilustrativo, se muestran los re-
sultados del caso 2.

Posteriormente al tratamiento el paciente caso 1
se estabilizd, normalizod la respiracion y disminuyo la
sialorrea y mioclonias. Una vez lograda la remision de
los signos fue indicado el alta con medicacion ambula-
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Figura 1. Cromatogramas (HPLC, detector masa-masa) de contenido gastrico de un perro con signos compati-
bles de intoxicacion por anticolinesterasicos (caso 2). Arriba: separacion cromatografica. Abajo: deteccion por

espectrometria masa-masa utilizando ionizacion por turbospray en polaridad positiva. Los dos picos alrededor
de 1,30 min corresponden a los pares idénicos de carbofuran.
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toria.El animal logré superar la intoxicacion con asis-
tencia médica. El paciente caso 2 no logro estabilizarse,
continué con vomitos y murio a las 6 h de llegar a la
consulta. La necropsia reveld lesiones macroscopicas
hemorragicas en pancreas e higado y contenido esto-
macal sanguinolento.

DISCUSION

El carbofuran es un CB de accion sistémica y de
contacto, de uso insecticida y nematicida en agricul-
tura. Esta incluido en la lista de plaguicidas altamente
peligrosos '“y en la clasificacion de toxicologia aguda
de la Organizacion Mundial de la Salud es categoria Ib,
producto altamente toxico *. El uso de determinados
plaguicidas en intoxicaciones intencionales en anima-
les, se debe al tipo de agricultura de la region, cono-
cimiento popular de la toxicidad del principio y a su
disponibilidad en el mercado local .

En Argentina el carbofuran esta prohibido en peras
y manzanas por decreto 2121/90, y cancelada la inscrip-
cion y la autorizacion de uso y comercializacion por
disposicion 2367/2006 '®. A pesar de esta disposicion,
en los resultados de 73 entrevistas realizadas en el area
rural sureste de Mendoza, aproximadamente el 10% de
los entrevistados relatd que aun usaba carbofuran. Los
perros intoxicados provenian de las zonas norte y no-
reste de la provincia. A nivel mundial, es uno de los in-
secticidas mas utilizados para envenenar animales ™7
y se han registrado intoxicaciones y muertes (acciden-
tes laborales, suicidios, asesinatos) en varios paises '*.

El carbofuran se comercializa en diferentes formu-
laciones que rondan el 10-33% del principio activo y la
DL50 en perros es de 19 mg/kg & por lo que en el caso
del perro muerto por intoxicacion (23 kg de peso), el
volumen que se necesita para lograr ese efecto es so-
lamente alrededor de 3 ml. Los datos de intoxicacion
por carbofuran en ratas juveniles (dias 11 y 17 postna-
tal) demostraron que pequeiias diferencias en la dosis
(0,1 a 0,3 mg/kg) pueden cambiar significativamente
la inhibicion de AChE cerebral y eritrocitaria desde la
ausencia de signos clinicos (0,1 mg/kg) hasta temblores
y actividad motora disminuida (0,3 mg/kg). Pequeiias
diferencias en los niveles de exposicion pueden tener
consecuencias adversas riesgosas, incluso para seres
humanos. Para el caso del carbofuran la diferencia en-
tre la cantidad de alimento contaminado que puede ser
consumido en forma segura sin efectos adversos y la
cantidad que provee una dosis toxica excede los niveles
minimos de seguridad '°.

La inhibicion de ChE es una caracteristica distin-
tiva de los plaguicidas OP y CB. Los descensos de las
actividades BChE y/o AChE confirman la absorcion de
estos plaguicidas. Es intersante recordar que sus me-
canismos de toxicidad son los mismos para insectos
y mamiferos *' . Los insecticidas anticolinesterasicos
causan un complejo con la colinesterasa al unirse co-
valentemente con el grupo hidroxilo de la serina en el
sitio activo, lo que causa la inhibicion de ChE y la acu-

mulacionde ACh en las sinapsis colinérgicas del siste-
ma nervioso central, muscarinico y nicotinico '*.

La reversibilidad del complejo, que puede hidroli-
zarse espontaneamente, depende del grupo sustituyen-
te del plaguicida. Con los OP puede ocurrir un enveje-
cimiento del complejo enzima-inhibidor en minutos u
horas, que es el refuerzo del complejo por la pérdida
de un grupo alquilo del aducto forforilado, evitando la
reactivacion enzimatica *°. Cuando la AChE es inhibi-
da en forma irreversible, la restauracion de su actividad
depende de la sintesis de nuevas moléculas de enzima 3.
Los CB tienen la propiedad de que el complejo enzima-
inhibidor permite la reactivacion de la enzima en no
mas de 24 h, en poco tiempo dejan la enzima libre, por
lo que se consideran inhibidores reversibles * 2. Los
CB mas toxicos son aquellos que mejor se acoplan al
centro activo de la enzima (ejemplos: carbofuran, aldi-
carb, metomil).

La depresion de ChE comienza por lo general in-
mediatamente después de producirse una absorcion
significativa de los inhibidores, o dentro de las 24 horas
siguientes. La BChE se deprime y recupera antes que
la AChE. El descenso de la primera persiste por varios
dias o pocas semanas; en cambio, la AChE permanece
deprimida hasta 1-3 meses. Esta propiedad puede ser
usada como indicador del grado de exposicion si la ac-
tividad de la enzima en sangre es determinada secuen-
cialmente. El muestreo realizado al menos en dos oca-
siones puede ser usado para establecer las variaciones
intra e interindividuales. La determinacion de la acti-
vidad tiene optima significancia cuando es comparada
con los valores normales de ese individuo. En la practi-
ca son usados orientativamente niveles de referenciade
BChE: 5071 + 891 UI/L *. Los perros intoxicados de
este trabajo tuvieron una sola medicion de BChE, pero
mostraron una inhibiciéon mayor al 90% de su actividad,
con lo que se asume el diagnostico confirmatorio de
intoxicacion por OP o CB.

Para efectuar el diganodstico diferencial de intoxica-
cion por OP o CB, seria necesario realizar por lo menos
una segunda determinacion de la actividad BChE en el
animal 24 h con poterioridad a la primera, y poder eva-
luar si se mantiene el mismo porcentaje de actividad
(OP) o si ha aumentado (CB) . En las intoxicaciones
por OP tanto en el hombre como en los perros, pue-
de presentarse sintomatologia correspondiente a crisis
aguda colinérgica, neuropatia intermedia o sindrome
intermedio y neuropatia retardada. El tratamiento con
atropina no revierte la neuropatia intermedia, la cual
provoca dificultad respiratoria y debe ser tratada con
ventilacion asistida. El uso de pralidoxima, que revierte
la union idnica inicial del OP es reservado para la pre-
sentacion aguda de la intoxicacion .

Es necesario también realizar el diagnostico dife-
rencial con patologias o situaciones que pueden presen-
tarse con similar sintomatologia, tales como sindrome
convulsivo, estado de coma, intoxicaciones con fluora-
cetato de sodio, hidrocarburos clorados, depresores del
sistema nervioso central, enfermedad diarreica aguda,
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edema pulmonar agudo, insuficiencia cardiaca conges-
tiva e hiperreactividad bronquial *.

Si el animal muere, la necropsia es esencial a fin
de obtener tejidos para el analisis quimico y también
para estudios bacterianos y virales. Muchos diagnos-
ticos toxicologicos dependen no solo de los residuos
del toxico sino también de las lesiones compatibles con
otras enfermedades capaces de causar efectos clinicos
similares. Aun cuando un animal individual no se vea
beneficiado por la confirmacion del laboratorio toxico-
légico, los resultados pueden proteger a otros animales
o seres humanos de sustancias toxicas o diagnosticos
incompletos ?' . En nuestro estudio, la necropsia del
perro fallecido (caso 2) revelo lesiones macroscopicas
hemorragicas en pancreas e higado y contenido esto-
macal sanguinolento compatibles con intoxicacion.

La deteccion analitica de plaguicidas es un recurso
mas costoso que la medicion de BChE. El método apli-
cado en el presente trabajo, HPLC Ms-Ms provee un
100% de exactitud en la confirmacion diagnostica de la
presencia del carbofuran, pero otros métodos analiticos
mas accesibles (cromatografia en capa fina TLC, cro-
matografia gaseosa GC 2, HPLC- UV ??), son también
validos.

Entre los animales de compaiiia, el perro es la es-
pecie mas frecuentemente involucrada en episodios
de intoxicaciones '. En Bélgica, constituyen aproxi-
madamente el 20% de todos los casos confirmados de
envenenamiento, seguidos de gatos y caballos (11% y
1,1% respectivamente). En Francia, los caninos suman
el 35% de los 1.500 casos que se registran anualmente,
seguidos de los gatos (12%) y bovinos (5%). En Espana,
los perros representan el 52-60% de los casos de enve-
nenamiento. La mayoria de los casos de intoxicaciones
de perros en Francia involucran plaguicidas (39%) '.
Los envenenamientos accidentales debidos al uso legal
y adecuado de plaguicidas son escasos, al igual que el
uso inadecuado por concentraciones elevadas. La ma-
yoria de las intoxicaciones se producen por la coloca-
cion de cebos envenenados con el fin de matar anima-
les, como ocurri6 en el presente trabajo.

En los animales domésticos de campo o silvestres,
se producen intoxicaciones secundarias como conse-
cuencia de su ingestion por parte de animales “carroiie-
ros” ', En este contexto, las especies domésticas son
centinelas potenciales del uso de venenos para matar
animales silvestres, ya que se han detectado los mis-
mos principios activos en cadaveres de especies silves-
tres y domésticas . No se dispone de publicaciones
que registren datos similares para nuestro pais.

Es importante acentuar el control de la comerciali-
zacion de plaguicidas altamente ricos en principios ac-
tivos y bajas DL50 7. La DL50 de algunos plaguicidas
es tan baja, que el porcentaje de tales ingredientes acti-
vos en las formulaciones comerciales puede determinar
ampliamente el riesgo de envenenamientos intenciona-
dos, como es el caso del carbofuran .

A manera de conclusion, se enfatiza la importancia
de promover como herramienta de diagnostico en la

practica veterinaria, la medicion de BChE en anima-
les intoxicados, asi como en salud publica promover la
denuncia obligatoria y registro centralizado de la in-
toxicacion por plaguicidas en animales, para aportar a
la fiscalizacion de la venta de estos productos y a la
educacion a conciencia del riesgo de uso de los mismos
en consideracion de la salvaguarda de la salud animal y
humana como bien primario. En la practica veterinaria
resulta necesario llevar a cabo un correcto relevamien-
to toxicologico para esclarecer la frecuencia de intoxi-
caciones animales.
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En tal calificacion gravito positivamente la circunstancia de haber aumentado el indice de impacto (Sci-
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amplia cobertura de la revista, la calidad cientifica del Comité Editorial, los criterios de evaluacion de
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