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Resumen

Los insecticidas organofosforados y carbamatos actdan inhibiendo la acetilcolinesterasa tanto en los
insectos como en organismos “no blanco”, sin embargo, en trabajos previos reportamos que el
organofosforado metilazinfos no causa inhibicién de la actividad enzimatica en el caracol de agua dulce
Biomphalaria straminea. El objetivo de este trabajo consisti6 en evaluar efectos agudos de otros
insecticidas anticolinesterasicos: clorpirifos y carbaril en esta especie. Se realizaron bioensayos de 48
horas utilizando 3 concentraciones de cada insecticida, durante los cuales se registraron la supervivencia y
las alteraciones del comportamiento. Al finalizar el bioensayo se realizaron los homogenatos del tejido
blando total y en los sobrenadantes (N = 8 por tratamiento) se determiné la actividad de colinesterasas,
glutation S-transferasa y carboxilesterasas. El carbaril no causé efectos en los biomarcadores evaluados.
Por el contrario, el clorpirifos causé un comportamiento de huida, inhibié la actividad de colinesterasas y
carboxilesterasas y aumenté la actividad de glutation S- transferasa dependiendo de la concentracion. Las
carboxilesterasas estarian cumpliendo un rol protector siendo un blanco alternativo de union del insecticida.
Sin embargo, a la concentracion mas alta (1 mg/L) la inhibicion marcada de su actividad, sin un aumento de
la actividad de glutation S-transferasa indican una menor capacidad detoxificante, lo cual coincide con la
disminucion de la supervivencia de los caracoles expuestos a esta concentracion. El clorpirifos resulté mas
téxico que el carbaril en B. straminea.
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Comparative acute toxicity of anticholinesterase insecticides

Summary

Organophosphate and carbamate insecticides act by inhibiting acetylcholinesterase in both insects and non-
target organisms. However, in a previous work we reported that the organophosphate methyl-azinphos does
not cause inhibition of its enzymatic activity in the freshwater snail Biomphalaria straminea. The aim of this
work was to evaluate the acute effects of other anticholinesterase insecticides: chlorpyrifos and carbaryl in
this species. 48 hours bioassays were performed using 3 concentrations of each insecticide and survival
and behavioral alterations were recorded. At the end of the bioassays, total soft tissues were homogenized
and the activity of cholinesterase, glutathione S-transferase and carboxylesterases were determined in the
supernatants (N = 8 per treatment). Carbaryl did not cause any effect on the evaluated biomarkers. In
contrast, chlorpyrifos caused behavior alterations, inhibition of cholinesterase and carboxylesterases
activities, and an increase in glutathione S-transferase activity depending of the concentration.
Carboxylesterases would be playing a protective role as an alternative target for insecticide binding.
However, at the highest concentration (1 mg/L) the marked inhibition of their activity, without an increase in
glutathione S-transferase, indicates a lower detoxifying capacity, which coincides with the decrease of the
survival in the organisms exposed to this concentration. Chlorpyrifos resulted more toxic than carbaryl in B.
straminea.
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Introduccién

El blanco molecular primario de los insecticidas organofosforados (OPs) y carbamatos (CBs) es la
acetilcolinesterasa (AChE). Actuan inhibiendo su actividad de manera irreversible y reversible
respectivamente, lo cual causa la acumulacion de la acetilcolina en el espacio sinaptico. Esto genera una
hiperexcitacién colinérgica seguida de un bloqueo de las transmisiones sinapticas, lo que finalmente
conduce a la mortalidad de los insectos [1]. Teniendo en cuenta el mecanismo de accién, resultan poco
selectivos y pueden causar efectos toxicos en organismos “no blanco”: otros invertebrados y vertebrados
incluyendo al ser humanao.

Los moluscos son considerados muy buenos modelos para la evaluacién de toxicidad de distintos
compuestos quimicos, asi como de muestras ambientales. Los gaster6podos de agua dulce que
pertenecen al género Biomphalaria (gastropoda, Planorbidae) presentan muchas ventajas para la cria y el
uso en bioensayos ya que tienen bajos requerimientos, una alta tasa de reproduccion, rapido desarrollo
embrionario, crecimiento y madurez sexual [2, 3]. Por otro lado, los organismos de este género son
huéspedes intermediarios del parasito Schistosoma mansoni que produce esquistosomiasis en los
humanos [4], siendo un grave problema sanitario en distintos paises, lo cual derivd en numerosos estudios
de toxicidad de molusquicidas [5, 6]. En los ultimos afios ha crecido el uso de Biomphalaria spp. en el
estudio de otros plaguicidas, principalmente insecticidas [7, 8].

B. straminea es una especie nativa de América del Sur que habita en Argentina [9] y que ha colonizado
otras partes del mundo por ser considerada una especie resistente a distintos tipos de ambientes [9, 10]. En
Argentina, ha surgido el interés por la incorporacion de invertebrados como bioindicadores en la gestién
ambiental y gracias a nuestros trabajos ha sido incorporada en el Informe del Ambiente de la Nacion [11]
como especie prioritaria para su estudio y monitoreo.



En esta especie se comprobd la presencia de una colinesterasa (ChE) con caracteristicas similares a la
AChE de los vertebrados debido a la inhibicién in vitro con eserina (inhibidor especifico de ChEs totales) y
con BW284c51 inhibidor especifico de AChE) y la nula inhibiciéon con iso-OMPA (inhibidor especifico de
butirilcolinesterasa) [12]. Sin embargo, la actividad no disminuyd luego de la exposicion aguda al OP
metilazinfos, contrariamente a lo observado en otra especie del género Biomphalaria [13] y otros
gasteropodos [14, 15].

Las enzimas glutation S-transferasas (GSTs) y carboxilesterasas (CEs) son enzimas detoxificantes que
catalizan la conjugacion de compuestos electrofilicos con glutation (GSH) y la hidrélisis de carboxil ésteres,
respectivamente, participando en la metabolizacién de distintos compuestos enddgenos y exdégenos en los
seres vivos [16, 17]. La actividad incrementada de GST y CEs esté asociada con una mayor tolerancia a los
plaguicidas en general y a la resistencia a insecticidas en los insectos [18, 19]. Sin embargo, en el caso
particular de las CEs, estas enzimas pueden ser inhibidas por OPs y CBs, siendo un blanco alternativo de
union a los mismos y disminuyendo la union de los insecticidas a AChE. En general, en invertebrados “no
blanco”, las CEs resultan mas sensibles o se inhiben en un % mayor que las ChEs, cumpliendo un rol
fundamental en la defensa de los organismos [20]. En cuanto al uso como biomarcadores en estas
especies, se ha sugerido el uso conjunto de ChEs y CEs combinando la alta especificidad por un lado y la
alta sensibilidad por el otro [21].

El objetivo de este trabajo consistié en evaluar efectos comportamentales y sobre la actividad de ChE, CEs
y GST en B. straminea luego de la exposicion aguda a dos insecticidas anticolinesterasicos (el OP
clorpirifos y el CB carbaril).

Teniendo en cuenta los resultados previos se plantearon las siguientes hip6tesis: 1) los insecticidas no
inhiben la actividad de ChE; 2) no producen alteraciones del comportamiento; 3) disminuyen la actividad de
CEs y aumentan la actividad de GST.

Materiales y métodos
B. straminea

Los organismos de B. straminea se crian desde el afio 2012 en nuestro laboratorio a una temperatura del
agua de 22 + 1 °C y bajo un fotoperiodo artificial 12:12 horas (luz:oscuridad). Son mantenidos en peceras
de vidrio con agua declorada pasivamente y aireacion, alimentandose con Lactuca sativa var. Capitata ad
livitum. El uso de estas especies se encuentra aprobado por el Servicio de Higiene y Seguridad, FCEN,
UBA (Resol. 1722/2003; 1401/2018).

Insecticidas

El clorpirifos PESTANAL® 98% de pureza (O,O-dietil O-3,5,6-trichloro-2-piridil fosforotioato) y el carbaril
PESTANAL® 99% de pureza (1-naftil-N-metilcarbamato) fueron adquiridos en Sigma—Aldrich. Para los
bioensayos, se prepararon soluciones concentradas en acetona que fueron conservadas a -20°C.

Las soluciones de trabajo se diluyeron en el momento, con agua declorada pasivamente.
Reactivos

Todos los reactivos empleados para las determinaciones fueron adquiridos en Sigma-Aldrich.



Bioensayos

Se realizaron 2 bioensayos de exposicion bajo las mismas condiciones. En el primero se expusieron a los
organismos a clorpirifos y en el segundo a carbaril. Previamente a cada bioensayo se seleccionaron los
caracoles a utilizar y se colocaron al azar en los recipientes del bioensayo por una semana con fines de
aclimatacion. Para el bioensayo de clorpirifos se usaron ejemplares adultos de 0,070 £ 0,005 g y para el de
carbaril de 0,089 + 0.007 g. Ambos bioensayos se realizaron a 22 + 1 °C, bajo un fotoperiodo artificial 12:12
horas (luz:oscuridad), sin alimento ni aireacion y tuvieron una duracién de 48 horas (exposicion aguda).

Los bioensayos se realizaron en vasos de vidrio de 250 mL de capacidad colocando 4-6 caracoles por
vaso. Para cada tratamiento se utilizaron 8 vasos. Los tratamientos fueron: control de agua, control de
acetona 0,25 %, clorpirifos I: 0,01 mg/L, clorpirifos 1l: 0,1 mg/L, clorpirifos 1ll: 1 mg/L, carbaril I: 0,01 mg/L,
carbaril 1I: 0.1 mg/L, carbaril Ill: 1 mg/L. En ambos bioensayos se incluyeron los controles. El recambio de
soluciones se realiz6 segun trabajos previos para mantener estables las concentraciones de trabajo [16,
22].

Cada 24 h de exposicién se registré la supervivencia [3] y se calculo el % de letalidad con respecto al total
de caracoles de cada tratamiento. Se evalu6 también a simple vista si los caracoles presentaban alguna
alteracion del comportamiento como falta de adherencia, disminucién del movimiento o cambios en la
locomocién. Se calcul6 el % de caracoles alterados con respecto al total de caracoles por tratamiento.

Al finalizar las 48 horas de exposicion se realizaron los homogenatos de tejido blando total [3] con los
caracoles de cada vaso, obteniéndose 8 homogenatos por tratamiento (N = 8). Luego se centrifugaron a
11000 xg por 15 min a 4 °C y los sobrenadantes se utilizaron para determinar las actividades de ChE, CEs
y GST y el contenido total de proteinas [23].

Determinacién de la actividad de ChE

La actividad de ChE se determiné utilizando ioduro de acetiltiocolina como sustrato. La formacion de tio-
nitrobenzoico (TNB) se monitore6 a 412 nm durante 1 min y la actividad se expresé como ?moles de
TNB/min/mg de proteinas [24]

Determinacion de la actividad de GST

La actividad de GST fue medida usando GSH y 2,4-dinitroclorobenceno. La formacion del conjugado S-
(2,4-dinitrofenil) glutation (DNF-SG) se monitore6 por 1 min a 340 nm y la actividad se expres6 como
pmoles de DNF-SG/min/mg de proteinas [25].

Determinacién de la actividad de CEs

La determinacion de CEs se realizé utilizando por separado dos sustratos: p-nitrofenilacetato (p-NFA) y p-
nitrofenilbutirato (p-NFB). La actividad se midié a 400 nm durante 1 min y se expres6 como ?moles de p-
nitrofenol/min/mg de proteinas [16].

Anéalisis estadistico

Los resultados obtenidos de ChE, GST y CEs y proteinas se analizaron a través de analisis de varianza
(ANOVA) de un factor. Previamente se verificd el cumplimiento de los supuestos de normalidad (Test de
Kolmogorov-Smirnov) y de homogeneidad de las varianzas (Test de Bartlett). Las diferencias significativas



entre tratamientos se analizaron con el Test de Tukey. Cuando no se cumplieron los supuestos, se utilizé el
Test no paramétrico de Dunn.

Los datos de los grupos controles (control de agua y control de acetona) se compararon entre si usando el
Test de Student.

Las significancias en los % de alteraciones del comportamiento y de letalidad entre tratamiento se
analizaron usando el Test Chi cuadrado de Pearson.

Los analisis estadisticos se hicieron mediante los programas InStat y R. Se consideraron diferencias
estadisticamente significativas cuando p < 0,05.

Resultados

Supervivencia

La exposicién por 48 horas a 1 mg/L de clorpirifos causé una letalidad del 26 % en los organismos
expuestos, siendo estadisticamente significativa con respecto a los otros tratamientos (p < 0,001).

El carbaril no causé letalidad significativa en B. straminea, siendo la supervivencia del 87-96 %.
En los organismos controles, la supervivencia fue del 96-100 %.

Alteraciones del comportamiento

Un alto nimero de caracoles expuestos a las dos concentraciones mas altas de clorpirifos mostraron un
comportamiento de huida de las soluciones. El % de caracoles que presentaron este comportamiento fue
estadisticamente significativo (p < 0,001) luego de 48 horas de exposicion a 0,1 mg/L (33 %) y alas 24y 48
horas de exposicion a 1 mg/L (72 y 43 %, respectivamente).

Parametros bioquimicos

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos control de agua y control de
solvente en ninguno de los bioensayos (p $gt; 0,05), por lo cual se descarta el efecto del solvente en los
pardmetros evaluados. Tampoco se encontraron diferencias significativas en el contenido de proteinas
totales entre los tratamientos (p > 0,05), por lo que se utilizaron para relativizar las actividades enziméaticas.

Las tres concentraciones de clorpirifos inhibieron significativamente la actividad de ChE con respecto al
control, un 33 % con la concentracién mas baja (p < 0,05) y un 51 % con las otras dos concentraciones (p <
0,001) (Fig. 1A).

La actividad de GST aumenté significativamente luego de la exposicion a las dos concentraciones mas
bajas de clorpirifos con respecto al control (clorpirifos I: 62 %, p < 0,01; clorpirifos 1I: 55 % p < 0,05) y con
respecto a la concentracion mas alta de clorpirifos (67 %, p < 0,01; 60 %, p < 0,05). No se observaron
diferencias significativas entre el control y la concentracién mas alta (p > 0,05), como puede observarse en
la Fig. 1B.

Con respecto a las CEs, se observo inhibicion de la actividad enzimatica con ambos sustratos. Sin
embargo, con p-NFB la actividad resultdé mas sensible disminuyendo la actividad significativamente (p <
0,001) por exposicion a las 3 concentraciones de clorpirifos y en un mayor porcentaje (clorpirifos I: 41 %,



clorpirifos Il: 68 %, clorpirifos Ill: 83 %). Con p-NFA la actividad disminuyé un 38 % con clorpirifos Il (p <
0,05) y un 66 % con clorpirifos Il (p < 0,05) (Fig. 1 C, D).
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Figura 1: Actividades enzimaticas relativas al contenido proteico total (promedio + DE) en Biomphalaria straminea
luego de 48 h de exposicion al control de solvente y a 0,01 mg/L, 0,1 mg/L y 1 mg/L de clorpirifos (CPF |, CPF Il y CPF
). A) Actividad de colinesterasas (ChE), B) Actividad de glutation S-transferasa (GST), C) Actividad de
carboxilesterasa (CE) usando p-nitrofenilacetato (p-NFA) como sustrato, D) Actividad de carboxilesterasa (CE) usando
p-nitrofenilbutirato (p-NFB). Las letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p
<0,05).

El carbaril no causo alteraciones en las actividades enzimaticas de ChEs, GST ni CEs (p > 0,05) como
puede observarse en la Fig 2.
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Figura 2: Actividades enzimaticas relativas al contenido proteico total (promedio + DE) en Biomphalaria straminea
luego de 48 h de exposicion al solvente y a 0,01 mg/L, 0,1 mg/L y 1 mg/L de carbaril (C I, C Il y C lll). A) Actividad de
colinesterasas (ChE), B) Actividad de glutation S-transferasa (GST), C) Actividad de carboxilesterasa (CE) usando p-
nitrofenilacetato (p-NFA) como sustrato, D) Actividad de carboxilesterasa (CE) usando p-nitrofenilbutirato (p-NFB)
como sustrato. Las mismas letras indican que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p
> 0,05).

Discusién

El clorpirifos y el carbaril comparten el blanco molecular primario y el mecanismo de accion, sin embargo,
los efectos que producen varian entre si en B. straminea, siendo mas toxico el clorpirifos.

B. straminea es considerada una especie resistente debido a que tolera distintas condiciones ambientales
[26], sin embargo, en condiciones de laboratorio el CPF causé letalidad aguda como fue previamente
reportado [27], pero a concentraciones mayores a las determinadas en el ambiente, donde se detectaron
concentraciones cercanas a 10 ug/L en Argentina [28]. Ademas, un alto % de los caracoles expuestos a las
2 concentraciones mas altas mostraron un comportamiento de huida al plaguicida. Otros autores reportaron
un comportamiento de escape de las soluciones téxicas en organismos acuaticos, como por ejemplo, en el
pez Poecilia reticulata expuesto al antiinflamatorio diclofenac [29] y en B. straminea expuesto a un
molusquicida [6].

El clorpirifos ademas inhibié la actividad de ChE. Sin embargo, la respuesta no fue dependiente de la
concentracion. La actividad de CEs (con p-NFB) también disminuy6 con las 3 concentraciones en un mayor
porcentaje que ChE. Las CEs estarian actuando como un blanco alternativo de unién disminuyendo la
inhibicion de AChE y por lo tanto protegiendo a los organismos de la neurotoxicidad. Sin embargo, la
disminucion de la actividad de CEs podria estar afectando los mecanismos de detoxificacion por esta via.



Por otro lado, la actividad de GST aumentd luego de la exposicion a las dos concentraciones mas bajas de
clorpirifos, por lo cual podria estar implicada en la detoxificacion del plaguicida via GSH. Cabe destacar
gue, a la concentracion mas alta, no se observé un aumento de GST, hubo mayor inhibicién de CEs, lo cual
indica que los caracoles tienen menor capacidad de detoxificacion, lo cual podria contribuir a la letalidad
observada en los caracoles expuestos a esta concentracion.

En esta especie, la exposicion aguda al carbaril no mostr6 efectos téxicos significativos, contrariamente a lo
observado en otros caracoles, como Biomphalaria glabrata y Chilina gibbosa [16, 22]. Sin embargo, no se
puede descartar que el carbaril cause efectos negativos sobre otros parametros bioquimicos o a otro nivel
de organizacion, lo cual sera evaluado en futuras investigaciones. Coincidiendo con nuestros resultados el
carbaril resulté menos toxico que el clorpirifos en C. gibbosa [22].

Los resultados indican que la toxicidad de los insecticidas anticolinesterasicos depende del tipo de
compuesto y de la especie. Como reportaron otros autores no soélo intervienen los procesos toxicocinéticos
y toxicodinamicos, sino que también las caracteristicas fisiolégicas y ecologicas de cada especie
contribuyen a la sensibilidad a la contaminacién por plaguicidas [13, 30].

Resaltamos la necesidad de incluir distintas especies y distintos plaguicidas en las evaluaciones de
toxicidad con el fin de mejorar los analisis de riesgo, aumentar el conocimiento de los mecanismos de
toxicidad y de resistencia, y con el fin dltimo de disminuir los efectos perjudiciales del uso de plaguicidas
sobre la salud humana y ambiental.
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