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| Resumen |

Antecedentes. El aldicarb es un plaguicida carbamato de alta
toxicidad asociado a intoxicaciones agudas fatales en el ser
humano. Su mecanismo de accion consiste en la inhibicion
de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) que ocasiona la
acumulacion del neurotransmisor acetilcolina en la hendidura
sinaptica. Esta acumulacion provoca sintomas colinérgicos
y, dependiendo de la dosis de exposicion, puede paralizar
los sistemas respiratorio y nervioso hasta llegar a la muerte.

Objetivo. Determinar el nivel de aldicarb en sangre post
mortem en casos de intoxicacion aguda.

Materiales y métodos. Investigacion de tipo experimental
empleando un cromatografo liquido con espectrometria de
masas, con ionizacion electrospray y analisis en modo tandem
(LC-ESI-MS/MS). Los estandares de aldicarb y el aldicarb-d3
fueron comprados de Dr. Ehrenstorfer GmbH.

El método consiste en una precipitacion de proteinas de la
sangre y su posterior analisis por LC-ESI-MS/MS, utilizando
el aldicarb-d3 como estandar interno. El método fue aplicado
a siete casos de intoxicacion letal por presunta accion del
aldicarb.

Resultados. El aldicarb se encontrd en la sangre de seis de
los casos estudiados, en niveles desde 0.12 a 1.90 ug/mL.
Solo en uno de los casos no se detectd aldicarb. En cuanto la
presunta manera de muerte, en seis de los casos analizados fue
el suicidio y en un caso se clasifico como muerte en estudio.

Conclusiones. Los resultados obtenidos con la metodologia
analitica y la técnica LC-ESI-MS/MS son satisfactorios en
términos de la determinacion cuantitativa de aldicarb en sangre
total post mortem. La aplicacion de la metodologia descrita
en toxicologia forense evidencia el empleo de este plaguicida
en actos suicidas.
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Summary

Background. Aldicarb is a high toxicity carbamate pesticide
associated to human fatal acute intoxications. Its mechanism
of action consists of the inhibition of the acetylcholinesterase
enzyme (AChE), which induces the accumulation of the
neurotransmitter acetylcholine in the synaptic cleft. This
accumulation induces cholinergic symptoms and, depending
on the exposition dose, it can paralyze the respiratory and
nervous systems, leading to death.

Objective. To determine aldicarb levels in post mortem blood
in cases of acute intoxication.
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Materials and methods. An experimental research was
conducted using liquid chromatography tandem-mass
spectrometry (LC-ESI-MS/MS) with electrospray ionization.
The aldicarb and aldicarb-d3 standards were purchased from
Dr. Ehrenstorfer GmbH corporation.

This method carries out a protein precipitation of blood and its
analysis using LC-ESI-MS/MS, using aldicarb-d3 as internal
standard. This method was applied to seven cases of fatal
intoxication by presumable action of aldicarb.

Results. Aldicarb was found in six of the studied cases on levels
between 0.12 and 1.90 pg/mL. Aldicarb was not detected in blood
only in one case. Six of the cases were associated to suicide as
a manner of death and in one of them it remained under study.

Conclusions. The results obtained with the analytical
methodology and the use of the LC-ESI-MS/MS technique
are satisfactory in terms of the quantitative determination of
aldicarb in post mortem total blood. The application of the
described methodology in forensic toxicology evidences the
use of this pesticide in suicidal practices.

Keywords: Aldicarb; chromatography liquid tandem mass
spectrometry; acute intoxication; Blood; Postmortem Forensic
toxicology (MeSH).
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Antecedentes

La intoxicacion letal con plaguicidas, ya sea en eventos
accidentales, homicidas o suicidas, es una problematica
de salud publica a nivel internacional y nacional (1). En
circunstancias suicidas, el estudio de Gunnell (2,3) reportd
que el 30% de los suicidios del planeta se atribuyen a la
intoxicacion aguda con este tipo de sustancias. En Colombia, el
Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA)
reportd 9377 intoxicaciones por plaguicidas en 2014 que
pueden llegar, en la circunstancia mas desfavorable, a la muerte
segun los diversos factores de la intoxicacion clinica como:
cantidad del plaguicida, concentracion, via de administracion,
tiempo transcurrido y tratamiento recibido(4).

El aldicarb es un carbamato utilizado principalmente
como insecticida, con efecto también nematicida y acaricida,
introducido con el nombre de Temik en 1962 por la Union
Carbide Corporation (5). Su presentacion fisica es de cristales

incoloros con un leve olor sulfuroso. En el campo agricola, es
aplicado durante la siembra en el suelo para ejercer un efecto
insecticida sistémico y de contacto. Su accion va dirigida al
exterminio de las arafias rojas, los tisandpteros, chinches, lygus
y minadores de hojas en cultivos diversos como: vegetales,
frutales, ornamentales y perennes (6,7). Aunque su empleo es
orientado a la labor agricola, el aldicarb ha estado presente en
algunos rodenticidas de libre venta y acceso que facilitan su
adquisicion para uso doméstico (7).

El aldicarb tiene una toxicidad aguda alta para el ser humano
debido a la acumulacion del neurotransmisor acetilcolina en
el espacio sinaptico como consecuencia de la inhibicion de la
enzima acetilcolinesterasa (AChE), encargada de realizar su
eliminacion. Este efecto provoca una crisis colinérgica como
principal mecanismo de accion (8).

El aldicarb se absorbe en forma eficaz a nivel gastrointestinal
y en menor proporcion por la piel. Tiene la capacidad de
distribuirse a todos los tejidos y atravesar con dificultad la
barrera hematoencefalica. Su biotransformacion se lleva a cabo
en el higado mediante reacciones de hidrdlisis del grupo éster
del carbamato y de oxidacion del azufre. El aldicarb sulfoxido
y aldicarb sulfona son los productos de la biotransformacion
de la reaccion de hidrolisis y se consideran metabolitos
biologicamente activos en toxicologia, ya que también inhiben
la actividad de la enzima acetilcolinesterasa. Finalmente, el
aldicarb y sus metabolitos son eliminados por la orina y, en
menor cantidad, por via biliar (9-13).

Debido al potencial toéxico del aldicarb, su empleo a nivel
rural y doméstico y su asociacion con intoxicaciones agudas
fatales en Colombia, es necesaria su determinacion en matrices
biolégicas para contribuir desde la toxicologia a encontrar la
causa de muerte y circunstancias del caso en el contexto forense
(14). De este modo, el papel cientifico de las ciencias forenses se
conjuga en el apoyo a la administracion de justicia en Colombia.

El método rapido y sencillo desarrollado en el presente
estudio permitié la determinacion del aldicarb en sangre
mediante cromatografia liquida con ionizacién electrospray
y espectrometria de masas tandem (LC-ESI-MS/MS). La
metodologia analitica fue aplicada a muestras de sangre de siete
casos de intoxicacion fatal presuntamente por este plaguicida.

Materiales y métodos

El aldicarb y aldicarb-d3 fueron comprados de Dr.
Ehrenstorfer GmbH. El metanol (MEOH) empleado fue
grado HPLC y los demas reactivos son grado analitico.
La solucion stock de aldicarb y aldicarb-d3 se prepararon
a 5.0 pug/mL en metanol grado HPLC. Las subsecuentes
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diluciones se realizaron con este mismo solvente. La sangre
blanco, que se fortificd con el estandar aldicarb y el estandar
interno aldicarb-d3 para los niveles de concentracion en la
cuantificacion, se consigui6 de la dilucion de globulos rojos
concentrados con agua desionizada en una proporcion de 1:1.

Procedimiento

El tratamiento de la muestra consistié en tomar 1 mL de
sangre post mortem en un tubo de ensayo y adicionarle 50 uL
del estandar interno aldicarb-d3 de 5.0 pg/mL para luego agitar
en un vortex. La precipitacion de proteinas de la sangre se
realizo mediante la adicion gota a gota de 1 mL de acetonitrilo
frio sin suspender la agitacion. Los tubos fueron tapados y se
dispusieron en el congelador por 30 minutos. Transcurrido
el tiempo, el contenido de los tubos fue centrifugado a una
velocidad aproximada de 2000 r.p.m. y se realizd la separacion
de la capa organica superior por medio de su traspaso a tubos de
ensayo limpios y secos de 6 mL. Seguidamente, este extracto
se evaporod a 45 °C hasta un volumen aproximado de 0.5 mL
aplicando agitacion y, posteriormente, se llevo a sequedad con
maximo vacio. El Gltimo paso fue la reconstitucion con 100 pL
de la solucion 1:1 de MEOH/H20 con 0.1 % de acido férmico.

Condiciones de la cromatografia liquida con ionizacién
electrospray y espectrometria de masas tindem (LC-ESI-
MS/MS)

Para el analisis en el (LC-ESI-MS/MS) se utilizd6 un
cromatografo liquido con espectrometria de masas de marca
Thermo Electron Corporation, Modelo Thermo Surveyor -
LCQ Advantage Max equipado con una columna Hypersil
Gold PFP de (50 mm X 2.1 mm, 5 pm) que permanecio a una
temperatura de 40 °C. La fase movil estuvo constituida de la
solucion de formiato de amonio de 10 mM con 0.1% de acido
formico y el metanol con 0.1% de acido formico, previamente
filtrados al vacio a través de una membrana de tamaiio de poro
de 0.22 um. El corrido cromatografico se llevo a cabo a flujo

HT UDU- 16048 S JC

constante de 200 pL/min con la siguiente programacion: 0-1
min 2% de metanol, 9-13 min de 2-98% de metanol y de 14-16
min decreci6 de 98-2%. El volumen de inyeccion fue 10 pL.

La fuente de ionizacion fue electrospray (ESI) configurada
en modo positivo y el espectrometro de masas en su analizador
de masas, la trampa de iones se programé en modo tandem. El
analisis se realizé mediante el barrido de los iones producto.

Para la identificacion del aldicarb se encontraron los valores
de los iones (m/z), el tiempo de retencion y la energia de
colision optimizada (Tabla 1).

Tabla 1. Caracterizacion del aldicarb mediante LC-ESI-MS/MS.

Transicion (m/z) EC(%) | TR (min)

207.9 —>115.9

Aldicarb 207.9—> 88.9 50 10.16
Aldicarb-d, (S1) 2122'3 .. _>>1 1859'9 44 10.14

Nota: Sl: Estandar interno, EC: Energia de colision, TR: Tiempo de retencion.
m/z: Relacién masa-carga.

Presentacion de casos

Durante la necropsia de los siete casos se encontraron
en comun los siguientes hallazgos: signos inespecificos de
hipoxia como cianosis facial, edema cerebral, edema pulmonar,
congestion visceral generalizada y petequias en conjuntivas.
Previamente, se habia encontrado aldicarb en el contenido géstrico
de estos casos. Se analizaron luego las muestras de sangre post
mortem para la medicion de los niveles de aldicarb por duplicado.

Resultados

En las Figuras 1, 2 y 3 se ilustra el cromatograma y los
espectros de masas del aldicarb y aldicarb-d, en sangre. El
LOD determinado por dilucion sucesiva del compuesto en la
sangre fue de 20 ng/mL.
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Figura 1. Cromatograma del aldicarb a una concentracion de 0.10 pg/mL y su estandar interno aldicarb-d, a una concentracion

de 0.25 pg/mL en sangre.
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Figura 2. Espectro de masas obtenido del aldicarb.
Para la cuantificacion del aldicarb en los casos se realizé la
curva de calibracion en sangre en un rango lineal desde 0.10 a

5.0 pg/mL. Cada nivel fue preparado por triplicado y se obtuvo
un coeficiente de correlacion de 0.9984.

Tabla 2. Casos analizados y su concentracion de aldicarb en sangre.
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Figura 3. Espectro de masas obtenido del aldicarb-d,.

La metodologia se aplico para determinar el aldicarb en
siete casos con presunta intoxicacion aguda por plaguicidas
(Tabla 2).

Informacion del caso Presunta manera de muerte con(';l?l:;i;'on

Hombre. Sin mas datos. Suicidio 1 22
e - 0.25
2 Hombre de 70 afios. Sin més datos. En estudio 023
3 Hombre de 54 afios con signos de atencion médica. Sin mas datos. Suicidio g%
4 Hombre de 22 afos que tenia problemas sentimentales y econdmicos. Suicidio g}g
. - . . . - 0.30
5 Hombre de 25 afios, deprimido, que manifestaba quererse quitar la vida. Suicidio 027
Hombre de 18 afios encontrado en hostal que manifestaba encontrarse cansado . 0.47
6 » Suicidio
de vivir. 0.49
Mujer de 17 afios que tuvo atencion médica. Sus sintomas al ingreso fueron:
7 taquicardia, miosis, diaforesis, debilidad, contraccion de los musculos faciales, Suicidio No detectado

paro cardiorespiratorio.
Discusion y conclusiones

En el presente estudio se desarroll6 una metodologia para la
determinacion del aldicarb en sangre post mortem utilizando
LC-ESI-MS/MS. En muestras bioldgicas, la técnica LC-ESI-
MS/MS present6 resultados de limite de deteccion bajo y una
correlacion lineal que permite la cuantificacion del aldicarb.

deterioro progresivo de la respiracion y saturacion del 50%. Finalmente presentd

La determinacion de aldicarb en la sangre complementa
los hallazgos encontrados en la necropsia por el patdlogo o
médico forense y, lo mas importante, confirma la presencia
de un xenobidtico toxico que es incompatible con la vida y
puede ser la causa de muerte.
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En seis de los casos analizados la concentracion de aldicarb
en sangre encontrada estuvo entre 0.12 y 1.90 pg/mL. En uno de
los casos analizados no se detecto el aldicarb, a pesar de que en el
analisis previo del contenido géstrico report6 un resultado positivo.
En este caso concreto se puede explicar el no detectado por un
procedimiento de lavado géstrico con carbon activado que se realizo
a la occisa al momento de recibir atencion médica. Esta maniobra
evita que parte del aldicarb ingerido se absorba y distribuya hasta
la sangre, disminuyendo por lo tanto su concentracion.

Los niveles de aldicarb en sangre post mortem encontrados
en la literatura estan entre 4.8 y 11 pg/mL. De acuerdo con
estos datos, las cantidades de aldicarb en sangre obtenidas de
las muestras de los casos forenses en este estudio son menores
a las publicadas en la literatura. Pero sin duda alguna, la
concentracion de aldicarb alcanzada en la sangre fue suficiente
para conducir a la muerte en los casos analizados (10,15).

Finalmente, si bien el aldicarb es un plaguicida de uso
agricola, en Colombia es vendido como principio activo de
rodenticidas para uso casero. Esta situacion pone de manifiesto
su facil adquisicion y por ende, su accesibilidad para ser usado
como instrumento de suicidio.
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