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RESUMEN

Las abejas productoras de miel, en particular de la especie Apis Mellifera, se
alimentan de una amplia variedad de vegetales y fuentes de agua, por ende, interactlan
constantemente con el medioambiente. En consecuencia, tanto los subproductos como la
abeja misma son utilizados como bioindicadores ambientales para el monitoreo de
contaminantes, como metales pesados, radionucleidos y plaguicidas. En Chile, el crecimiento
exponencial en la importacion de plaguicidas esta relacionado con el auge de la industria
agricola desde la década del sesenta. Debido a esto, el aumento en la venta de plaguicidas se
produjo en un entorno no regulado y de facil acceso, acompafiado de una falta de
conocimiento sobre su uso correcto, impacto en la salud humana y ambiental. A la fecha, el
insecticida clorpirifos es uno de los mas comercializados a nivel nacional y es uno de los
pesticidas organofosforados que, por su alta lipofilicidad, tiende a bioacumularse en los
tejidos grasos de las abejas a niveles subletales, produciendo una gran variedad de
comportamiento anormales e incluso la muerte en un mediano plazo.

La presente tesis muestra un estudio toxicoldgico y analitico para evaluar el efecto de
clorpirifos en abejas domésticas, asi como su acumulacion en las mismas. Para ello se valido
un método analitico para la determinacion de este insecticida a niveles traza en abejas
domesticas (recolectadas en Peumo, Region del Libertador Bernardo O’Higgins); basado en
MSPD y HPLC-DAD. El LOQ del método fue de 9,0 ng de clorpirifos por abeja. Las
recuperaciones fueron superiores o iguales al 79% con un RSD < 7%.

Por otra parte, se sometieron abejas a ensayos de toxicidad oral agudo por 48 hrs'y
cronico por 10 dias, obteniéndose un DLg, de 2,53 pg/g y una DLAs, de 0,72 ng/g,
respectivamente. Solo el grupo de abejas sometidas a una dosis intermedia de clorpirifos en
el ensayo cronico, pero con el mayor consumo de alimento promedio diario, presento
concentraciones cuantificables del insecticida (23 ng/abeja). Mientras que en las abejas que
fueron expuestas por 16 dias, se presentaron concentraciones entre 25 y 175 ng/abeja. De
acuerdo con el estudio toxicologico, clorpirifos podria ser considerado como un pesticida
cuya toxicidad es reforzada en el tiempo. Este resultado es concordante con la
bioacumulacion exponencial en abejas obtenido mediante la determinacion analitica. Sin
embargo, debido a los sesgos observados durante el ensayo de toxicologia crénico este

resultado no es concluyente.
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SUMMARY

Honeybees, especially those of the species Apis mellifera, feed on a wide variety of
vegetables and water sources from different locations and therefore constantly interact with
the environment around the hive. Consequently, both the by-products and the bee itself are
used as environmental bioindicators for the monitoring of contaminants, such as heavy
metals, radionuclides, and pesticides. In Chile, the exponential growth in the import of
pesticides is related to the “boom” of the agricultural industry in the sixties. Because of this,
the increase in the sale of these pollutants occurred in an unregulated environment of free
trade and easy access, accompanied by a lack of knowledge about the correct use of
pesticides, their impact on human and environmental health. To date, chlorpyrifos is one of
the most commercialized nationwide insecticides and, is also one of the organophosphate
pesticides that, due to its high lipophilicity, tends to bioaccumulate in the fatty tissues of bees
at sublethal levels, producing a wide variety of abnormal behavior and even in the medium
term, death.

This thesis shows a toxicological and analytical study to evaluate the effect of

chlorpyrifos in domestic bees, as well as the bioaccumulation in them. To this end, an
analytical method was validated for the determination of this insecticide at trace levels in
domestic bees (collected in Peumo, Libertador Bernardo O'Higgins Region); based on MSPD
and HPLC-DAD. The LOQ of the method was 9.0 ng of chlorpyrifos per bee. Recoveries
were greater than or equal to 79% with an RSD < 7%.
On the other hand, bees were subjected to tests acute oral toxicity for 48 hours and chronic
for 10 days, obtaining a LDg, of 2.53 nug/g and a LCDs of 0.72 pg/g, respectively. Only the
group of bees subjected to an intermediate dose of chlorpyrifos in the chronic trial, but with
the highest average daily feed intake, presented quantifiable concentrations of the insecticide
(23 ng/bee). While in bees that were exposed for 16 days, concentrations between 25 and 175
ng/bee were presented. According to the toxicological study, chlorpyrifos could be
considered as a pesticide whose toxicity is reinforced over time. This result is consistent with
the exponential bioaccumulation in bees obtained by analytical determination. However, due
to the biases observed during the chronic toxicology trial this result is inconclusive.
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1. INTRODUCCION

1.1. Importancia de las abejas en el medio ambiente.

En el mundo existen alrededor de 30.000 especies de abejas, pero solo unas pocas — cerca
de 30 — son consideradas productoras de miel. En particular, la especie Apis Mellifera,
también conocida como abeja europea, ha sido domesticada desde hace al menos 6.000 afios,
existiendo registros del manejo de colmenas que se remontan incluso al antiguo Egipto
(National Research Council, 2007). Esta larga historia de domesticacion ha dado lugar a su
transporte internacional y distribucién cosmopolita, incluyendo todos los continentes excepto
la Antartida y, un par de islas en Oceania. (Hung, 2017)

De particular relevancia es el rol de la abeja doméstica como polinizador en la agricultura
moderna; puesto que dada su gran eficiencia en este proceso visitan metddicamente plantas
y flores para la recoleccion de néctar y polen, y no las destruyen en el proceso (Devillers,
2002). En la polinizacion participan agentes abioticos, como viento y agua, pero son los
agentes bioticos los mas relevantes. En este sentido, cerca de 200.000 animales participan
del proceso de polinizacion de 250.000 especies florales silvestres en nuestro planeta. Dentro
de ellos, 1500 especies pertenecen a la familia de los vertebrados, como aves y mamiferos.
Sin embargo, el protagonismo lo tienen los insectos, entre los que predominan las avispas,
polillas, mariposas, escarabajos, abejas, entre otros. Siendo estas Gltimas, las responsables de
polinizar entre el 60-70% de las flores del mundo, incluyendo casi 900 cultivos alimenticios,
tales como manzanas, paltas, pepinos y calabazas (Brauman & Daily, 2014). En Chile, por
ejemplo, los cultivos de arandanos, paltas y almendras dependen en su totalidad de la accién
polinizadora de las abejas domeésticas (Fraunhofer Chile Research, 2015).

Por otro lado, desde 1970 las abejas domésticas han sido utilizadas como bioindicadores
ambientales de contaminantes, tales como: metales pesados, pesticidas y radionucleidos. En
particular durante el proceso de recoleccion de néctar y produccion de miel, las abejas estan
expuestas constantemente a la accion de contaminantes presentes en la cercania de las
colmenas, desde primavera hasta otofio, en un area que puede ser tan extensa como 7 km a
la redonda (casi 40 km?). Asi, varias caracteristicas etoldgicas y morfoldgicas, como facil
crianza, omnipresencia, alta tasa de reproduccién, alimentacion natural, ciclo bioldgico
laconico y amplio rango de vuelo (Porrini, y otros, 2003), hacen de la abeja doméstica un

indicador ambiental confiable. Las alteraciones quimicas del medio ambiente en el que viven



las abejas se evidencian a través de dos parametros: (1) la mortalidad, principalmente causada
por los residuos de pesticidas y, (2) la presencia en sus cuerpos o en productos de colmena
de sustancias residuales, como metales pesados, radionucleidos y pesticidas, que pueden ser
detectados mediante diferentes tipos de andlisis quimicos (Barganska, Slebioda, &
Namiesnik, 2015).

Por ende, los beneficios mas importantes y a su vez, en parte ignorados, para la vida
humana y el medio ambiente que las abejas pueden ofrecer son: el mantenimiento de la

biodiversidad floral y su rol como bioindicadores de contaminacién ambiental.

1.2. Pesticidas, uso y regulacion en Chile.

Desde la antiguedad, las civilizaciones humanas han tratado de aplicar enfoques mas
efectivos y rapidos para cultivar y preservar sus recursos alimentarios. El cultivo de
vegetacion venenosa y nutritiva en el mismo lugar; asi como el uso de azufre elemental y
derivados, son un claro ejemplo de enfoques primitivos como proteccion contra insectos.
Estos métodos fueron utilizados por varios milenios hasta el comienzo de la era de los
pesticidas sintéticos, donde en 1939 Paul Muller, redefini6 los usos del
diclorodifeniltricloroetano sintetizado, mas conocido como DDT para ser utilizado como
insecticida. Sin embargo, este auge no duraria mucho, ya que en 1962 ¢l libro “Primavera
Silenciosa” de Rachel Carson, pondria en evidencia los efectos nocivos de este compuesto.
(Abubakar, y otros, 2020)

Una de las definiciones de pesticida es, entonces, cualquier sustancia o mezcla de
sustancias destinada a prevenir, destruir, repeler o mitigar cualquier peste (Environmental
Protection Agency, 2012). En particular, los insecticidas son un tipo de pesticida -al igual
que los acaricidas, fungicidas o herbicidas- utilizados para controlar insectos ya sea,
matandolos o evitando que participen en comportamientos indeseables o destructivos para el
cultivo. A su vez, estos pueden ser clasificados en base a su estructura 0 modo de accion: por
ejemplo, el clorpirifos (figura 1), ademas de ser un insecticida, acaricida y miticida; es un
pesticida organofosforado y, un inhibidor de la enzima acetilcolinesterasa. (Environmental

Protection Agency, 2021)
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Figura 1. A la izquierda la estructura quimica general de los insecticidas organofosforados y a la derecha la
estructura quimica del insecticida clorpirifos.

Dentro de sus aplicaciones, a nivel nacional el clorpirifos se suele utilizar para matar
insectos principalmente en frutas y semillas, tales como: almendros, cerezos, ciruelos,
manzanos, perales, uva de mesa, maravilla, entre otros (Servicio Agricola Ganadero, 2021).

Entre el afio 2000 y 2017 las exportaciones agricolas y agroindustriales en Chile
tuvieron un incremento notable en diversidad y volumen (Pérez Silva & Valdés, 2019),
posicionando esta actividad econdmica como la tercera mas importante — solo después de la
mineria y la industria manufacturera -, con un total de $6.559 millones de ddlares anuales
durante 2021 en exportacion de frutas como las antes mencionadas (Banco Central, 2022).
Este modelo agroexportador se caracteriza principalmente por dos factores: la produccion
industrial de monocultivo agricola, como con la palta y, el uso indiscriminado y masivo de
agroquimicos como con pesticidas y fertilizantes; exigiendo, por tanto, una importacién cada

vez mayor de estos productos para poder suplir las demandas de exportacion. (figura 2)
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Figura 2. Gréfico de importacion y exportacion de pesticidas en Chile desde el afio 1960 hasta el afio 2019,
en miles de délares. (Food and Agricultural Organization of the United States, 2022)

Si bien estos insecticidas son utilizados para aumentar la produccion agricola son también

conocidos por provocar efectos secundarios altamente toxicos en humanos e insectos no
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dianay, su persistencia ambiental puede incluso generar bioacumulacion en ciertas especies
de importancia como las abejas (Torres-Palma & Serna-Galvis, 2018) (Mahajan, Verma,
Chandel, & Chatterjee, 2021). Por ello en 2020 se prohibio el uso y comercializacion de
clorpirifos en Europa (European Commission, 2022) vy, recientemente a finales de 2021,
también en Estados Unidos, para usos agricolas. (Environmental Protection Agency, 2021).
Sin embargo, en Chile siguen existiendo 12 formulaciones cuyo principio es el clorpirifos
autorizadas por el Servicio Agricola Ganadero (SAG), organismo encargado de regular,
restringir o prohibir la fabricacion, importacion, exportacion, distribucién, tenencia, venta y
aplicacion de plaguicidas de uso agricola en el pais. Y recién este afio, durante el mes de
febrero, se ha cancelado el uso del producto formulado Lorsban (que contiene un 75% p/p de
clorpirifos) teniendo hasta noviembre del 2022 permitido el uso, distribucion, exportacion o
venta. Por otra parte, en Chile existe una regulacion para el control de residuos de pesticidas
en productos alimenticios adoptada del Codex Alimentarius Internacional. En su Gltima
actualizacion, la resolucion exenta Nro. 892 del 22 de octubre de 2020 del ministerio de
salud, estipula los limites méaximos de residuos (LMR) de plaguicidas permitidos en
alimentos para consumo humano, siendo para el clorpirifos entre 0,01 mg/kg y 2 mg/kg en
distintas frutas, verduras y carnes (Ministerio de Salud, 2021). Sin embargo, en Chile, las
matrices ambientales como el aire, suelo, agua para riego, no son reguladas ni monitoreadas

para detectar residuos de plaguicidas (Coria & Elgueta, 2022).

1.3. Exposicién de abejas a pesticidas y sus efectos.

La contaminacion del medio ambiente por sustancias toxicas esta relacionada tanto a la
industrializacion como a la agricultura intensiva. Los xenobidticos alcanzan los ecosistemas
acuaticos y terrestres desde descargas y fugas de industrias, desechos del consumidor y
basura urbana, escorrentia agricola y forestal y, derrames accidentales. Algunas de estas
sustancias, debido a su alta lipofilicidad, se acumulan en el tejido animal pudiendo afectar la
habilidad de reproduccion y desarrollo y, la capacidad de sobrellevar muchos otros factores
de estrés en el ambiente al deprimir el sistema nervioso, endocrino o inmune. Por ende, es
importante estimar el destino ambiental y los efectos eco-toxicoldgicos de distintos

xenobidticos en especies caracteristicas para cada ecosistema (Devillers, 2002)



Para las abejas domeésticas, la ruta y forma de exposicion a un plaguicida dependera en
gran medida de la formulacion, del método de aplicacion, de las propiedades fisicoquimicas
y la persistencia del plaguicida en el ambiente, de las condiciones climatoldgicas y también,
del comportamiento y preferencias de la misma abeja durante el pecoreo (Botias & Sanchez-
Bayo, 2018).

Un producto formulado, es la mezcla final entre un ingrediente activo -en este caso un
pesticida que controla una plaga-, un portador como un solvente o arcilla mineral y, otros
ingredientes, como estabilizadores, protectores, colorantes o productos quimicos que
mejoran 0 realzan la actividad del pesticida (Fishel, 2010). En Chile, existen 88
denominaciones de formulaciones de plaguicidas adoptadas desde 2009 para uso agricola.
Especificamente, clorpirifos se comercializa como Polvo Mojable (WP), Concentrado
Emulsionable (EC), Suspension Concentrada (SC) y Granulado (GR) (Servicio Agricola
Ganadero, 2009).

El método de aplicacion del plaguicida sobre el cultivo depende netamente de la
formulacién del plaguicida y este puede ser mediante un espray, una neblina, humo o en seco
-directo al suelo o a la semilla- (Kumar, Singh , & Kodigenahalli Nagarajaiah, 2020). Por
ejemplo, las formulaciones granulares no son solubles en agua, por ende, se usan
directamente sobre el suelo o aguas superficiales como charcos, para evitar escorrentias.
Aquellas formulaciones que si son solubles en agua como los WP, pueden ser aplicados en
forma de espray. Las formulaciones como los EC si bien no son directamente solubles en
agua, también pueden ser aplicados como espray, ya que forman una emulsion con el aceite
en el que son disueltos. Finalmente, las formulaciones SC pueden ser disueltas en agua o
usadas como tratamiento para semillas, ya que su micro encapsulado -por una barrera
polimérica- permite una liberacién controlada o retardada, proporcionando mayor
persistencia de los depdsitos de pulverizacion en las superficies. (Matthews, Bateman, &
Miller, 2014)

La persistencia de los plaguicidas esta relacionada con la eficiencia de los procesos de
transformacion en condiciones naturales, mientras que el proceso de transporte esta
relacionado con las propiedades fisicoquimicas del compuesto. Por ende, si comparamos la
persistencia de los plaguicidas, los organofosforados tienen una menor persistencia con

relacién a los organoclorados, ya que los procesos de transformacion ambiental se efectian



con mayor eficiencia sobre sus enlaces fosfoéster. (Narvaez Valderrama, Palacio Baena, &
Molina Pérez, 2012) Es més, en condiciones naturales, la degradacion parcial de algunos
plaguicidas como clorpirifos —que puede experimentar adsorcion, hidrolisis, oxidacion o
fotolisis- genera subproductos de mayor toxicidad como el clorpirifos-oxon (CPFO) (Sud,
Kumar, Kaur, & Bansal, 2020). Entre las propiedades fisicoquimicas de clorpirifos de la tabla
1 destacan los altos valores de log k,,, ¥ log k,., 10S que a pesar de lo anterior expuesto,

indican un alto potencial de acumulacion en el suelo y en la biota.

Tabla 1. Resumen de las propiedades quimicas y fisicas del insecticida clorpirifos (Edwards, 1975)

Propiedades Parametros a 20°C
Nombre IUPAC Fésforotioato de O,0-dietilo y de O-3,5,6-tricoloro-2-piridilo
Foérmula Quimica CyH1:CIsNOsPS
Masa Molecular 350,6 g/mol
Numero CAS 2912-88-2
Solubilidad en agua 1,05 mg /L
Punto de ebullicion 42°C
Presion de vapor 1,43 mPa
Log kow 4,7
Log koc 3,73 g/ml
Constante de Henry 0,478 Pasm®/mol

Entonces, la unidad de medida que permite evaluar este pardmetro se conoce como
vida media, es decir, la velocidad a la cual el plaguicida se descompone en diferentes
matrices. En general, cuanto méas larga sea la vida media, mayor sera el potencial de
movimiento del pesticida en cuestién (Mandal, y otros, 2020). Por ende, la persistencia de
clorpirifos (tabla 2) depende principalmente de factores climaticos como la temperatura,
precipitaciones, radiacion y corrientes de aire y, de como estos interaccionan entre si
(Edwards, 1975).

Tabla 2. Persistencia de clorpirifos en diferentes matrices. (Mackay, Giesy, & Solomon, 2014)

Matriz Condicion Clorpirifos (dias)




Suelos Cond. Aerobicas 19 - 297
Cond. Anaerdbicas 78 -171

Follaje Superficie 1-7
Sedimentos | Cond. Aerdbicas 2024
Cond. Anaerdbicas 58 — 223
Agua pH 5-9 1.5-142
pH <5 16 - 210
pH>9 0.1-10

Considerando entonces todos los factores por los que se puede ver afectada la ruta de
exposicién de las abejas domésticas a los plaguicidas como clorpirifos, existen tres
principales vias de exposicion: por contacto directo, por contacto indirecto y por ingesta, tal

como se muestra en la figura 3 (Renzi, 2013).
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Flgura 3. Durante eI pecoreo las abejas se exponen a plagU|C|das medlante tres rutas: (1) por contacto
directo con aerosoles y/o particulas suspendidas en el aire; (2) por contacto indirecto con aerosoles y/o
particulas suspendidas en superficies de plantas tratadas y (3) por la ingesta de polen, néctar o agua
contaminada; (Sanchez-Bayo & Goka, Impacts of pesticides on honey bees, 2016)



La contaminacion por contacto directo o por pulverizacion aérea es una de las formas
méas comunes de exposicion de las abejas a plaguicidas, las cuales pueden contaminarse
mientras sobrevuelan un campo de cultivo durante un tratamiento de pulverizacion. Esto
ocurre principalmente por condiciones climaticas desfavorables, siendo las corrientes de
viento el factor mas importante a considerar, ya que las gotas de aerosol y polvo generado
durante la aplicacion pueden ser arrastradas por cientos de metros afectando incluso la
vegetacion circundante y, por ende, sumando una fuente adicional de contaminacion residual
para las abejas domésticas (Renzi, 2013) (Sanchez-Bayo & Goka, Impacts of pesticides on
honey bees, 2016).

La exposicion indirecta estd relacionada directamente con la persistencia del
pesticida, ya que algunos pueden persistir en la parte aérea de la planta manteniendo sus
caracteristicas toxicas desde horas hasta incluso dias después de ser aplicados. Otra via de
contacto indirecto es la dispersion de polvo generado a partir del uso de maquinas de aire
comprimido en la siembra de maiz, donde las semillas son tratadas con plaguicidas. Estos
residuos pueden incluso llegar al polen o néctar y eventualmente estar presentes en las gotas
de gutacién (Renzi, 2013).

Finalmente, la mayoria del tiempo las abejas domésticas estan expuestas a plaguicidas
mediante la ingesta de residuos encontrados en polen y néctar de plantas contaminadas, ya
sea de cultivos tratados o de los alrededores. Estos residuos son llevados a las colmenas
donde seran almacenados en forma de miel o pan de abeja, para luego formar parte de la
alimentacion de las larvas y de la abeja reina, afectando en igual medida a toda la colmena.
Ademas de la comida, las abejas domésticas pueden ingerir agua contaminada de riachuelos,
arroyos y charcos de las areas agricolas cercanas, agua que utilizan para mantener su
temperatura corporal bajo control. (Sanchez-Bayo & Goka, Impacts of pesticides on honey
bees, 2016)

Hay que tener en cuenta ademas que, a traves de las diversas vias de exposicion en el
medio ambiente, las abejas domésticas no se ven amenazadas solo por uno o dos productos,
sino por cocteles de muchos plaguicidas (Sanchez-Bayo & Goka, Impacts of pesticides on
honey bees, 2016). Esta constante exposicidn que sufren las abejas domésticas a una gran

variedad de plaguicidas, especialmente insecticidas como clorpirifos, conllevan a una



sobreestimulacion en el sistema nervioso central, que ain a dosis como microgramos, puede
producir convulsiones, paralisis e incluso la muerte (Botias & Sadnchez-Bayo, 2018).

Los insecticidas OP més utilizados contienen un atomo de azufre unido al fosforo -
como el insecticida clorpirifos- y necesitan ser bioactivados metabdlicamente para ejercer su
actividad bioldgica (o toxica), ya que solo los compuestos con un enlace O=P son efectivos
inhibidores de la AChE. Esta bioactivacion consiste en una desulfonacion oxidativa mediada
por ciertas enzimas que conducen a la formacion de un “oxon” o analogo del oxigeno del

insecticida padre (figura 4).
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Figura 4. Representacion esquematica del mecanismo de accién de clorpirifos en la sinapsis nerviosa (Giesy
& Solomon, 2014)
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Por ende, tanto in vivo como en el ambiente CPF se transforma o activa en clorpirifos-
oxon (CPFO), que es mas reactivo con AChE (Mackay, Giesy, & Solomon, 2014). Como
resultado de esta inhibicidn, la acetilcolina acumulada en la sinapsis causa una estimulacion
repetida e incontrolada del axdn post sinaptico. La interrupcién del sistema nervioso que
resulta es el efecto secundario que causa la muerte de la abeja (Giesy & Solomon, 2014). La
reactivacion de la AchE se puede lograr a través de una hidrolisis en agua sin embargo puede
tomar varias horas e incluso dias, lo que hace que esta accion sea persistente (Bloomquist,
2009).



1.4. Ensayos de toxicidad y bioacumulacién o toxicidad dependiente del
tiempo.

Como se mencionO previamente, las abejas domésticas son uno de los grupos mas
utilizados como biomarcadores para evaluar el efecto adverso de agentes contaminantes,
como metales pesados, plaguicidas y radionucleidos, en el ecosistema. Por esto, desde la
década de 1980, la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Economico (OCDE) ha
desarrollado cerca de 150 métodos de prueba utilizados internacionalmente por los
gobiernos, la industria y laboratorios independientes, para identificar y caracterizar los
potenciales peligros de una amplia gama de productos quimicos, en diferentes grupos
objetivos como por ejemplo, el comportamiento e interaccidn de los pesticidas con peces,
daphnias o abejas domésticas (Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo Econémico,
2017).

La ciencia que estudia estos efectos adversos sobre las partes que componen un
ecosistema se denomina ecotoxicologia. Esta rama estudia las principales caracteristicas de
los compuestos quimicos que las hacen peligrosas para el ambiente, entre ellas su toxicidad,
su persistencia en el ambiente y su potencial de bioacumulacion (Planes & Fuchs, 2015). La
toxicidad de los pesticidas se mide por valores de toxicidad aguda topica y oral, expresada
en dosis letal media (DLs,), es decir, la cantidad de plaguicida que causa la muerte del 50%
de los individuos expuestos al pesticida en ensayos de laboratorio de 24 o0 48 horas. Aquellas
dosis por debajo de la DLs, del animal, se consideran como dosis subletales y también pueden
causar la mortandad en cierta proporcién de individuos. En las abejas, la DL, se expresa
generalmente como la masa de sustancia administrada por animal sometido al ensayo (Botias
& Séanchez-Bayo, 2018). Entonces, usando como referencia la DLs, por oral, los pesticidas
pueden ser clasificados como no tdxicos, moderada o altamente tdxico, de acuerdo con los
limites indicados en la tabla 3.

Tabla 3. Clasificacion segun toxicidad de pesticidas. (Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados
Unidos, 2014).

Clasificacion Segun DLsg por via oral (ug/abeja)
Préacticamente no toxicos ‘ DLsy, > 11
Moderadamente toxicos ‘ 10,9 < DLso < 2

Altamente toxicos ‘ DLsy < 2
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Los insecticidas organofosforados como clorpirifos son considerados como altamente
toxicos, con DLz, incluso a nivel de ng/abeja (Botias & Sanchez-Bayo, 2018). En Chile, los
residuos de este insecticida son uno de los mas encontrados en ciertos vegetales como
lechuga, albahaca y espinaca (Calderon, y otros, 2022) y, en subproductos apicolas como
miel, polen o cera, con concentraciones que varian entre 1y 10 ng/g o incluso hasta 180 ng/g
(Balsebre Cajiao, 2018).

En la tabla N°4 se resumen las dosis letales media publicadas para clorpirifos basadas

en el consumo de una abeja adulta en un ensayo oral agudo de entre 24-48 horas en

laboratorio.
Tabla 4. Dosis letal media oral aguda en ng/abejas del insecticida clorpirifos.
Plaguicida DLz, Oral Aguda (ug/abejas) Referencia
0,10 (Li, y otros, 2017)
0,12 (World Health Organization, 2015)
Clorpirifos 0,24 (Sanchez-Bayo & Goka, 2014)
0,25 (Chmiel, Daisley, Pitek, Thompson, & Reid, 2020)
0,36 (British Crop Production Council, 2011)
Promedio 0,21

La evaluacion de las dosis o concentraciones letales son una herramienta muy Util
para comparar las toxicidades de diferentes analitos y diferentes formulaciones de
plaguicidas. Sin embargo, en los cultivos de campo, las dosis de pesticidas mas bajas
generalmente se producen después de la aplicacion inicial, ya que se degradan por diversos
factores abioticos como la lluvia, la temperatura y la luz solar. De este modo, en dichos
ambientes, los insectos pueden estar expuestos a concentraciones traza o subletales de este
insecticida, pudiendo experimentar efectos relacionados a estos mismos en un mediano a
largo plazo (Franca, Breda, Barbosa, Araujo, & Guedes, 2017). Si, la DLg, promedio de
clorpirifos corresponde a 0,21 pg/abeja o aproximadamente 2,1 ug/g, cualquier dosis por
debajo de esta concentracion, ya sea 1/10, 1/50 o incluso 1/100, pueden ser consideradas
como dosis subletales y producir efectos adversos en el comportamiento individual o social
de la abeja cuando se expone por periodos prolongados de tiempo al insecticida en cuestidn

(Balsebre Cajiao, 2018). Es por esto que, en 2017, se desarrolla un nuevo estudio de toxicidad
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oral cronica, cuya informacion generada revela los efectos toxicologicos producidos bajo las
condiciones antes mencionadas.

Los parametros que se evallan en estos ensayos son principalmente: mortalidad,
anomalias de comportamiento, concentracion o dosis letal media (DLs,), dosis dietética letal
media (DDLs,), concentracion sin efecto observado (NOEC) y dosis dietética sin efecto
observado (NOEDD) (Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdémico, 2017).
Ademas, se pueden comparar los resultados obtenidos del estudio de toxicidad agudo -donde
las abejas pueden morir rapidamente después de la aplicacion del pesticida en cuestion-; con
los de exposicion cronica — donde a dosis subletales se puede ver afectado el comportamiento
de pecoreo, salud y, en consecuencia, el correcto y normal desarrollo de las colonias de abejas
(Organization for Economic Co-operation and Development, 2003).

Una dosis o0 concentracion subletal, por ende, se define como la induccién de una no
aparente mortalidad en la poblacidn experimental. En general, las concentraciones por debajo
de la DLg, son consideradas subletales. Los efectos subletales estan definidos como efectos
bioldgicos, fisioldgicos, demograficos o conductuales en individuos o poblaciones que
sobreviven a la exposicion de una sustancia toxica a dosis letales o subletales, y estos se
pueden manifestar como una reduccion de la vida media, tasas de desarrollo, crecimiento
poblacional, fertilidad, fecundidad, cambios en la proporcion de sexos, deformidades,
cambios en el comportamiento, alimentacién, bldsqueda y oviposicién. Asi los pesticidas
pueden ejercer efectos sutiles o evidentes que deben tenerse en cuenta al momento de
examinar su impacto total. (Franca, Breda, Barbosa, Araujo, & Guedes, 2017)

Dichos efectos pueden variar sustancialmente dependiendo de la dosis diaria, tiempo
de exposicion y edad de la abeja. Por ejemplo, insectos y otros animales envenenados con
dosis acumulativas de mas bajas concentraciones, como con los neonicotinoides, no mueren
inmediatamente sino mas bien después de una exposicion prolongada, en oposicién a la
letalidad aguda inducida por dosis acumulativas mas altas en periodos mas cortos. Esto
fendmeno se ha denominado como “toxicidad acumulativa reforzada con el tiempo™, y ocurre
después de que el animal en cuestién ha superado un nivel critico de dafio celular (Simon-
Delso, San Martin, Bruneau, & Hautier, 2018).

Asi, el fundamento clasico en toxicologia que dice “la dosis hace el veneno” pasa a

segundo plano cuando Fritz Haber establece que el tiempo de exposicion determina la dosis
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toxica efectiva. La ley de Haber establece que la dosis que causa un efecto toxico (E) es el
producto de la dosis aplicada (d) y el tiempo de exposicion (t): E = d - t. Esta expresion
luego fue analizada y explicada matematicamente por Druckery y Kipfmiller; asentando las
bases para una mejor comprension de la toxicidad de las sustancias quimicas en general, y
sobre todo de los pesticidas (Bommuraj, Chen, Birenboim, Barel, & Shimshoni, 2021).
Dado que la duracion de la exposicion no es menos importante que la dosis, y como se
indico, podria reforzar la toxicidad a dosis constantes, es de suma importancia caracterizar
completamente la toxicidad dependiente del tiempo de cada plaguicida en una amplia gama
de concentraciones, tal como lo indica EFSA, en su reporte del afio 2013 (Bommuraj, Chen,
Birenboim, Barel, & Shimshoni, 2021) (European Food Safety Authority, 2015).

1.5. Métodos analiticos de extraccién empleados para determinar pesticidas.

El andlisis de contaminantes en matrices ambientales siempre es una tarea dificil; no solo
por la complejidad de las muestras, sino que también por las bajas concentraciones a las que
estos se encuentran presentes. Considerando estas dos variables, los protocolos para preparar
muestras convencionales suelen no ser adecuados para obtener extractos limpios y
enriquecidos (Ramos, 2012). Tal como se resume en la figura 5, luego del muestreo y
preservacion de las muestras, el primer paso en estos procesos usualmente consiste en una
extraccion exhaustiva, sin embargo, la esencia no selectiva de este paso hace obligatoria la
subsiguiente purificacion del extracto obtenido, antes de la determinacién instrumental final,
a menos claro, que tanto la separacion como la deteccion sean altamente selectivas.
(Barcellos Hoff & Mara Pizzolato, 2018)

Preparacion

= Homogenizacion

* Extraccion

Procesamiento
de datos
, = Concentracion 7‘ _/i = i ==}
* Limpieza e i .
Muestreo y ’ | -
Preservacion

Figura 5. Diagrama del proceso de tratamiento de muestras.
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Los tratamientos analiticos involucrados tanto en el proceso de extraccion como de
purificacion son usualmente llevados a cabo de forma discontinua, lo cual afecta
significativamente el rendimiento y el costo del anélisis (en términos de tiempo y consumo
de reactivos), haciendo que el procedimiento sea mas susceptible a la contaminacién y la
degradacion del analito y, a menudo, resultando en la produccién de residuos relativamente
grandes (Ramos, 2012). Estas caracteristicas explican por queé la preparacion de la muestra
es la responsable de 2/3 del tiempo total del analisis y mas importante aun, es considerada la
primera fuente de errores y discrepancias entre laboratorios (Barcellos Hoff & Mara
Pizzolato, 2018). Por ende, el proceso de preparacion de una muestra debe ser capaz de
realizar, idealmente, la extraccion y purificacion de forma simultanea.

Dentro de los métodos de extraccion mas utilizados para el tratamiento de residuos
de pesticidas (figura 6), ya sea en alimentos o en abejas y sus subproductos, se encuentra la
extraccion liquido-liquido (LLE), la extraccion en fase sélida (SPE), la micro-extraccion en
fase solida (SPME), el método QUEChERS y la dispersion de matriz en fase sélida (MSPD)

Extraccion
residual de

pesticidas
Muestras Muestras
Liquidas Sélidas
| | | | |
s ( N\ a
LLE SPE SPME MSPD QUEChERS
| 7

Figura 6. Diagrama con las técnicas de extraccion analiticas para residuos de pesticidas desde muestras
liquidas y sélidas.

Dentro de las técnicas de extraccion de muestras liquidas, se encuentra la extraccion
liquido-liquido (LLE) siendo quizas, la técnica de extraccion analitica mas antigua y
conocida para la extraccion de residuos de pesticidas. Esta consiste en la extraccion con un
solvente organico inmiscible para luego ser centrifugada, concentrada o purificada antes del
analisis final. Sin embargo, es un método laborioso que demanda tiempo y consumo de

reactivos, ademas de la pérdida del analito debido a lo tedioso del procedimiento
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experimental (Zhang, y otros, 2012) (Samsidar, Siddiquee, & Shaarani, 2017). Por otro lado,
la técnica de extraccion en fase sélida (SPE) es considerada un método conveniente por ser
rapida y eficiente en el monitoreo de pesticidas en distintas formas y matrices. Sus principales
ventajas son la reduccion del tiempo de analisis, las bajas cantidades de solvente y la alta
eficiencia en el descarte de sustancias interferentes. Sin embargo, adn presenta algunos
inconvenientes como no poder elegir rapidamente los adsorbentes y disolventes de elucion
adecuados para el analisis multi-residual de un amplio rango de pesticidas con diferentes
caracteristicas fisicoquimicas, sin mencionar, el gasto adicional en el que se incurre al no
poder reutilizar las columnas SPE (Zhang, y otros, 2012). La micro-extraccion en fase sélida
(SPME) combina el muestreo, la extraccién, concentracion e inyeccién de la muestra en un
solo procedimiento, reduciendo asi el uso de solventes organicos y complicaciones en el
proceso, es decir, una miniaturizacion de la técnica SPE. No obstante, sigue siendo un
procedimiento laborioso ya que el equilibrio entre la solucién de la muestra y la fibra puede
tomar mucho tiempo y necesitar condiciones de extraccion rigurosas. Es mas, estas fibras
son caras y frégiles.

En cuanto a las técnicas de extraccion de residuos de pesticidas sélidos, el método
QUEChERS es el mas reciente y uno de los mas utilizados ya que es un procedimiento simple,
menos laborioso y mas amigable con el ambiente. Ademas, simplifica la extraccion y
limpieza en un solo paso durante el proceso de preparacién de muestras otorgando asi,
resultados cuantitativos confiables (Zhang, y otros, 2012). Por otro lado, la técnica de
dispersion de matriz en fase sélida (MSPD) ademas de poder analizar una amplia gama de
analitos y matrices complejas, es de facil ejecucién y combina la extraccion y la limpieza en
un procedimiento de un solo paso (figura 7). También puede ser considerada como una
técnica a microescala -en comparacion a las técnicas convencionales- ya que generalmente
utiliza pequefias cantidades de muestra y bajos volimenes de solvente, con valores entre 0,1
a5,0gy,5a20 mL, respectivamente, lo cual concuerda con los principios de la quimica
verde (Barcellos Hoff & Mara Pizzolato, 2018). La gran ventaja de esta técnica es entonces,
la simultanea y efectiva extraccion de los analitos de interés y la limpieza del extracto. Esto
proceso disminuye el nimero de etapas de la metodologia analitica y, por ende, el error

experimental total del método (Zhang, y otros, 2012) (Ramos, 2012).
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Figura 7. Diagrama del método de dispersién de matriz en fase solida propuesto la extraccion de pesticidas
desde abejas.

La aplicacion de MSPD en la determinacién de muestras sélida ricas en grasa y
pigmentos como los tejidos animales puede reducir el tiempo de andlisis, aumentar el
rendimiento, acortar el tiempo de respuesta, reducir el uso de solventes y la produccién de
residuos, y eliminar la formacidn de emulsiones que se observan en las extracciones clasicas,
mientras se provee de resultados iguales o mejores que los métodos tradicionales (Balsebre
Cajiao, 2018).

1.6. Meétodos de cuantificacion y deteccion de residuos de pesticidas.

En chile, los LMR establecidos para clorpirifos varian entre 0,01 y 2 mg/kg para
diferentes frutas y vegetales. Por ende, para medir a niveles traza se necesitan métodos
analiticos altamente selectivos, sensibles y precisos (Grimalt & Dehouck, 2016).

Las técnicas de separacién mas utilizadas para estos fines son la cromatografia gaseosa
(GC) y la cromatografia liquida (LC), ambas acopladas a detectores MS/MS. Sin embargo,
si bien estas poseen bajos limites de deteccion y permiten identificar con certeza los analitos

de interés, son de alto costo en equipamiento y requieren de personal capacitado para su
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utilizacion. Por otra parte, las técnicas cromatograficas asociadas a detectores especificos,
como GC con detector de captura de electrones (ECD), con ionizacién de llama (FID) o de
nitrégeno-fésforo y, la cromatografia liquida (LC) con detectores ultravioleta (UV), de
arreglo de diodos (DAD), fluorescencia o electroquimica, a pesar de presentar una menor
certeza en la identificacion de los compuestos, pueden ser efectivamente utilizadas como
métodos de screening para grandes nimeros de muestras. Ademas, tienen bajos limites de
deteccion y una certeza de identificacion significativa en aquellas de alta especificidad en la
deteccion -como la cromatografia con DAD. Asimismo, gracias a su menor costo de
equipamiento y menor dificultad de uso se vuelven una buena alternativa para la rapida
determinacion de ciertos pesticidas de amplio uso, como lo es el insecticida clorpirifos.
(Balsebre Cajiao, 2018)

En particular, la cromatografia liquida de alta resolucion es utilizada como un método de
determinacion y a la vez de separacion para plaguicidas de variada polaridad y no volatiles
y/o térmicamente l&biles. Sin embargo, es importante considerar una serie de factores que
influyen en el tiempo de retencion del analito, los que pueden ser modificados con el fin de
realizar esta determinacion, por ejemplo, la fase estacionaria, la composicion y el flujo de la
fase movil, entre otros (Samsidar, Siddiquee, & Shaarani, 2017).

Cuando la LC esta acoplada a un detector DAD, nos permite obtener como resultado
multiples espectros a diferentes longitudes de onda para una sola muestra en tan solo 0,1
segundos, a diferencia del detector UV que solo puede detectar un espectro. De esta forma,
con el DAD se puede comprobar que en el tiempo de retencion del insecticida Unicamente
esta presente dicha sustancia y no hay presencia de interferentes que coeluyan al mismo
tiempo del analito de interés (figura 8). (Harvey, 2021)
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Figura 8. Espectro UV del insecticida clorpirifos.

Teniendo en consideracién lo expuesto, se propone a continuacion un protocolo para
la determinacion de la bioacumulacion o toxicidad dependiente del tiempo del insecticida
clorpirifos en abejas domésticas de la comuna de peumo, mediante su exposicion a un ensayo
de toxicidad oral cronico por diez dias y la posterior extraccién del analito a través del método
de dispersion de matriz en fase sélida y cuantificacion por cromatografia liquida de alta

resolucion con detector de arreglo de diodos.
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2. HIPOTESIS

La exposicion oral cronica de abejas meliferas obreras al insecticida clorpirifos,
genera la bioacumulacion de este compuesto en los insectos a niveles trazas cuantificables

mediante un método analitico basado en cromatografia liquida.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general.
Evaluar la acumulacion del insecticida clorpirifos suministrados via oral cronica en
abejas del tipo Apis Mellifera mediante un método analitico basado en MSPD asociado a

cromatografia liquida acoplada a DAD.

3.2. Obijetivos especificos.

1. Validar un método analitico basado en cromatografia liquida para la determinacién del
insecticida clorpirifos en abejas meliferas.

2. Implementar el método analitico validado para la extraccion de clorpirifos desde abejas
meliferas mediante la dispersién de matriz en fase sélida.

3. Verificar, bajo condiciones de laboratorio, la dosis letal media (DLs,) del insecticida
clorpirifos en abejas meliferas.

4. Plantear un disefio experimental que permita exponer abejas domésticas en forma cronica
por diez dias al insecticida clorpirifos, mediante su dosificacion por via oral.

5. Determinar la concentracion del insecticida clorpirifos en las abejas meliferas expuestas
de forma cronica, mediante el método de dispersién de matriz en fase solida asociado a
cromatografia liquida de alta resolucién acoplado a un detector de arreglo de diodos.

6. Evaluar signos clinicos en abejas meliferas durante el periodo de exposicion cronica al
insecticida clorpirifos, tales como: comportamiento, vuelo, color, morfologia y

mortalidad, entre otros.
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4. MATERIALES

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

Estandares.

Estandar Analitico Clorpirifos Pestanal™, Sigma Aldrich, pureza: > 98.0%, lote:
BCCC1983, CAS: 2921-88-2, vence: 01/08/2024.

Estandar Analitico Clorpirifos, Dr. Ehrenstorfer GmbH, pureza: > 99,6%, lote:
G989695, CAS: 2921-88-2, vence: 06/11/2024.

Solventes.

Acetonitrilo para cromatografia liquida; LiChrosolv® obtenido de MERCK
(Darmstadt, Alemania) de pureza > 99,9%, CAS: 75-05-8.

Agua para cromatografia liquida; LiChrosolv® obtenido de MERCK (Darmstadt,
Alemania) de pureza > 99,8%, CAS: 7732-18-5.

Metanol para cromatografia liquida; LiChrosolv® obtenido de MERCK (Darmstadt,
Alemania) de pureza > 99,8%, CAS: 67-56-1

N-Hexano para analisis, Emsure ACS obtenido de MERCK (Darmstadt, Alemania),
CAS: 110-54-3.

Agua destilada para analisis, obtenida de Salimax.

Reactivos.

Sacarosa para analisis biogquimico segun farmacopea, obtenido de Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Alemania), CAS: 57-50-1.

Sorbente Selctrasorb® C18 para dispersion de matriz en fase solida (MSPD)
obtenidos de UCT (Bristol. PA, USA).

Columnas de limpieza para extraccion en fase solida (SPE): Enviro-clean® florisil (15
mL, 2 g) y Clean-Up® (15 mL, 2g), ambas obtenidas de la empresa UCT.

Dimetoato 40 EC de concentracion 40% p/v obtenido de Anasac Chile S.A.

Equipos.
Cromatografo liquido de alta resolucion (Lachrom Elite-Hitachi Modelo L-2300) con

detector de arreglo de diodos (L-2400) y su respectivo software (EZchrom Elite).
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4.5.

4.6.

Rotavapor modelo RV 10 Basic con bafio termorregulado modelo HB 10 Basic, ambos
obtenido de IKA.

Colector de vacio para SPE (Manifold).

Microcentrifuga de laboratorio modelo Z 207 M obtenida de Hermle Labortechnik
GmbH.

Sonicador modelo estandar, numero de catalogo 621.06.003 obtenido de IsoLab
Laborgerate GmbH.

Cilindro de CO- obtenido de GasLab SpA.

Vortex mixer modelo KMC-1300V obtenido de Vision Bionex.

Balanza Analitica 2509/0,0001g marca Adam modelo PW254.

Termohigrémetro digital, marca Veto modelo A6031000.

Materiales.

Material de vidrio de uso general y volumétrico clase A (Matraces de vidrio de 5-10-
25 mL, viales de vidrio de 1,5 mL, vasos de precipitado de 100-200 mL, matraz
Erlenmeyer esmerilado de 100 mL)

Micropipetas 10-100 pL, 20-200 pL y 100-200 pL.

Puntas para micropipeta

Tubos de centrifuga o falcon de 15y 50 mL.

Tubos de microcentrifuga o Eppendorf de 1y 2 mL.

Pipeta de Pasteur plastica de 3 mL

Mortero de ceramica con pistilo.
Softwares.

Statgraphics Centurion XVI.
OriginPro 8.5
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5. METODOS

El siguiente estudio toxicologico fue realizado con abejas de la especie Apis Mellifera
recolectadas de la comuna de Peumo, sexta region del Libertador General Bernardo
O’Higgins (Figura 9) durante el verano meridional en los meses de enero y febrero del afio
2022. Las recolecciones se llevaron a cabo un dia antes de comenzar el ensayo toxicologico
entre 7y 9 am, y fueron realizadas mediante la extraccion aleatoria de marcos dentro de una

misma colmena.

H

Figura 9. Ubicacion de la comuna de Peumo, en la sexta region del Libertador Bernardo O'Higgins.

El ensayo analitico fue realizado en las dependencias de Salimax, Calidad en
Certificacion y Control, en un laboratorio con aire acondicionado, humidificador y control
de la luz. Por consiguiente, las abejas fueron trasladadas desde la comuna de Peumo a la
comuna de Quinta Normal en Santiago, antes del mediodia para evitar cambios abruptos en

las condiciones climaticas.
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5.1. Ensayos Analiticos.
5.1.1. Preparacion de Solucion Stock.
Se prepar6 una solucion stock de 1000 pg/mL de un estandar de clorpirifos disuelta en
acetonitrilo, a partir de la cual se prepararon las soluciones estdndares de concentracion

intermedias necesarias para la validacion del método.

5.1.2. Evaluacion del efecto matriz.

Para determinar la existencia de efecto matriz en la muestra, se evaluo la linealidad de las

siguientes concentraciones 0,05 pg/mL; 0,1 pug/mL; 0,2 pg/mL; 0,5 pg/mL y 1 pg/mL, en
AcN y en presencia de un extracto de abeja blanco obtenido mediante MSPD.
A partir de los datos obtenidos de este andlisis, se comparo la sensibilidad (pendiente de la
recta de calibrado) de ambos calibrados y se determind la existencia de efecto matriz, por lo
que los parametros analiticos de linealidad, limite de deteccion, cuantificacion y recuperacion
se establecieron a partir de los resultados obtenidos en presencia del extracto de abeja
obtenido mediante MSPD.

5.1.3. Método cromatografico.

A partir de las soluciones stock de 1000 pg/mL se prepararon otras intermedias con el fin
de determinar los tiempos de retencion y optimizar la separacién cromatografica del
insecticida clorpirifos, tanto en solvente como en matriz.

Para la determinacion del tiempo de retencion, longitud de onda méxima y optimizacion
del método cromatografico, se prepararon soluciones intermedias de 0,05 pg/mL; 0,1 pg/mL;
0,2 pg/mL; 0,5 pg/mL y 1 pg/mL en acetonitrilo. La separacion analitica y el andlisis fue
realizado con una columna Phenomenex Luna C18(2) 100 A, de 250 mm x 4,6 mm x 5 pm
en un cromatdgrafo liquido de alta resolucion (Lachrom Elite-Hitachi Modelo L-2300) con
detector de arreglo de diodos (L-2400). Los parametros optimizados fueron la temperatura,
el volumen de inyeccion y el flujo y la composicion de la fase movil. Parametros que
finalmente quedaron establecidos a 25°C con inyecciones de 20 pL y flujo constante e

isocratico de 0,6 mL/min y composicién 90:10 de acetonitrilo:agua.
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5.1.4. Validacion del método.

El método fue validado mediante la obtencion de los siguientes pardmetros analiticos: (1)
linealidad, (2) precision, (3) Recuperacion, (4) Limite de Deteccion y (5) Limite de
Cuantificacion. Se analiz6 también un blanco de macerado de abeja para comprobar la

ausencia de interferencias en el tiempo de retencion del insecticida o, cercanas a ella.

5.1.5. Método de extraccion de insecticidas en abejas (MSPD).

Para la recuperacion, se utilizé 1 g de abejas blanco no contaminadas fortificadas a tres
niveles de concentracion distintos -basados en los célculos de LOD y LOQ en matriz- para
determinar el rendimiento del método de extraccién. EI gramo de homogenizado de abeja
fortificado se mezcl6 con 2 gramos de sorbente C18, en un mortero de ceramica hasta obtener
una pasta semi seca. Esta pasta se trasvasijo a una columna descartable con 2 g de adsorbente
florisil y se cubrié con lana de vidrio silanizada. El lavado fue realizado con 10 mL de n-
hexano y la extraccion fue llevada a cabo con 12 mL de una mezcla de acetonitrilo con 1%
de metanol. EI volumen obtenido fue llevado a sequedad utilizando un rotavapor a 50°C y
200 rpm para posteriormente ser reconstituido con 1 mL de acetonitrilo. Con el objetivo de
desprender y disolver los residuos de las paredes del balon de evaporacion, éste se sonico por
5mina20°Cy lasolucion luego se centrifugd a 13.500 rpm por 15 min, para evitar introducir
residuos no disueltos al sistema de inyeccion. Este proceso fue repetido tres veces para cada

nivel de fortificacion.

5.2. Ensayos toxicoldgicos.
5.2.1. Disefio experimental de los ensayos toxicoldgicos orales agudo y cronico.
La figura 10 presenta los disefios experimentales para evaluar la toxicidad oral aguda y

crénica de clorpirifos en las abejas.
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Figura 10. Disefio experimental del ensayo de toxicidad oral agudo (arriba) y crénico (abajo) en abejas
domésticas.

En cada ensayo se evaluaron cinco grupos control denominados: (1) control positivo, (2)
control negativo, (3) control solvente, (4) control evaporacion y (5) control. Al primer grupo
se le suministrd una solucién de sacarosa al 50% p/v contaminada con una determinada
concentracion de dimetoato, mientras que al segundo grupo se le alimenté solo con la
solucion de sacarosa. Al tercer grupo se le proporciond una solucion de sacarosa al 50% p/v,
pero con un 2% de acetonitrilo. El cuarto grupo no contenia abejas en los contenedores ya
que se utiliz6 para evaluar el porcentaje de evaporacién de la solucion de sacarosa.
Finalmente, el grupo control incluye las cinco concentraciones evaluadas para la
determinacion de la DLg, en el ensayo de toxicidad oral aguda y las cinco concentraciones

requeridas para el ensayo de toxicidad oral cronico.

5.2.2. Ensayo de exposicion oral agudo y determinacion de la DLgy.
Los ensayos de toxicidad oral aguda son llevados a cabo para determinar la toxicidad
inherente a cada pesticida en relacion con las abejas domésticas en un periodo de 48 horas.

Principio del ensayo

Abejas adultas, en su mayoria (>80%) abejas obreras fueron expuestas a un rango de
concentraciones del pesticida solubilizado en una solucion de sacarosa al 50% p/v. Se
registré la mortalidad diaria durante las 48 horas que dura el ensayo y se compar6 con el

control negativo. Se analizaron los resultados para calcular la DL, al finalizar el estudio.
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Validez del ensayo
Para que el ensayo fuese valido, transcurridas las 48 horas la mortalidad promedio del
grupo negativo no debe exceder el 10% y la DLs, del pesticida debe encontrarse dentro del

rango estudiado.

Recoleccion de abejas
La recoleccion de abejas se realizé la mafana anterior al inicio del experimento. Como la
recoleccion fue realizada por un apicultor, este eligié un marco al azar de una colmena y

capturo abejas desde el centro del marco en el cual habia abejas de diferentes edades y castas.

Contenedores
Los contenedores utilizados fueron de plastico, faciles de limpiar y con orificios para una

buena ventilacidn. Se agruparon de 10 abejas en cada contenedor.

Manipulacion y alimentacion

El suministro de la solucion de sacarosa contaminada y las observaciones fueron
realizadas durante el dia con luz artificial. La solucion de sacarosa utilizada tenia una
concentracion optima del 50% p/v. Luego del suministro de solucién contaminada por 4
horas, la solucion no contaminada fue suministrada de forma tal que las abejas tuvieron libre

acceso a ella. Se utilizaron tubos eppendorf de 1.5 mL con orificios como comederos

Preparacion de las abejas

Las abejas fueron aclimatadas a las condiciones del laboratorio por 24 horas luego de su
arribo. Una vez finalizado este proceso, fueron colocadas de forma aleatoria en los
contenedores y pasaron por un proceso de inanicion durante dos horas previo al suministro
de la solucion contaminada. El ensayo se realiz6 con aquellas abejas que no presentaron

anomalias en el comportamiento.

Preparacion de las dosis
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Como el pesticida no era soluble en agua, se diluyo en acetonitrilo. Las soluciones finales
no superaron el 2% de solvente organico del total final suministrado.

Ademas de las soluciones contaminadas a distintas concentraciones, del control negativo
y positivo, se realizé un control solvente para evaluar el efecto del solvente en las abejas

durante el ensayo de toxicidad oral agudo.

Grupos control

Para cumplir con los requerimientos estadisticos, se probaron cinco concentraciones del
pesticida en cuestidn junto con tres grupos control: positivo con dimetoato, negativo solo con
la solucidn de sacarosa y solvente, con la cantidad de solvente afiadido, 2% en este caso. Se
hicieron triplicados de cada concentracién, donde cada triplicado contaba con 10 abejas en

su interior. La concentracion del control positivo utilizada fue de 130 ng/abeja.

Administracion de las dosis

A cada grupo de abejas se le proporcion6 un comedero con 200 pL de una solucién de
sacarosa al 50% p/v contaminado con la concentracion de pesticida a evaluar. Se monitore6
en el tiempo la cantidad de pesticida consumida por el grupo de 10 abejas mediante el masado
del tubo eppendorf antes y después de suministrar la comida.

Una vez consumidos los 200 pL y en un méximo de 4 horas, se cambia el contenedor con
la solucién contaminada por uno con una solucién no contaminada de sacarosa al 50%p/v.
Los contenedores se masan antes y después de ser suministrados para evaluar la

concentracion a la que realmente fueron expuestas las abejas.

Condiciones del ensayo
El ensayo fue realizado en un laboratorio cerrado con aire acondicionado, humidificador
y control de la luz. La temperatura se mantuvo a 25+2°C, la humedad relativa entre 35y 37%

y la luz apagada durante todo el ensayo, excepto cuando se realizaban las observaciones.

Duracion
El ensayo se extendié por 48 horas después de consumida la solucién con sacarosa

contaminada.
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Observaciones
La mortalidad se registra una vez terminado el tiempo de suministro de solucion
contaminada (a las 4 horas) y luego a las 24 y 48 horas de exposicion. También se registro la
cantidad de alimento consumido en los mismos intervalos de tiempo antes mencionados.
Finalmente, se anotaron todos los comportamientos anormales observados durante las 48

horas que durd el ensayo.

5.2.3. Ensayo de exposicion cronica a insecticidas y toxicidad reforzada en el
tiempo.

El ensayo de toxicidad oral crénico de 10 dias en abejas meliferas fue basado en la guia
N°245 de la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OECD).

Tal y como dice en la guia, para este ensayo se pueden usar tanto principios activos como

productos formulados, sin embargo, en este caso se utilizd un estandar analitico de clorpirifos

de pureza > 99,6%, obtenido de Dr. Ehrenstorfer GmbH. Ademas, se empleé Dimetoato 40

EC, de concentracion 40% p/v obtenido de Anasac Chile S.A como sustancia de referencia

para verificar la sensibilidad de las abejas y la validez del sistema de estudio.

Principio del ensayo

Abejas adultas, en su mayoria (>80%) abejas obreras fueron expuestas a un rango de
concentraciones del pesticida solubilizado en una solucién de sacarosa al 50% p/v. Se
registrd la mortalidad diaria y los comportamientos anormales durante los diez dias que durd
el ensayo. Los efectos cronicos fueron evaluados mediante la comparacion con el control

negativo. Se analizaron los resultados para calcular la DLs, y la DLAs, al finalizar el estudio.

Validez del ensayo

Para que el ensayo fuese valido, transcurridos los diez dias la mortalidad promedio del
grupo negativo y del grupo solvente no deben exceder el 15%. De igual forma, la mortalidad
promedio del grupo positivo debe ser mayor al 50% al finalizar el ensayo.
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Recoleccion de abejas

La recoleccion de abejas se realizd un dia antes de comenzar el ensayo y no se utilizd
ningun tipo de sedante en el proceso. Este procedimiento se realiz6 directamente desde los
marcos de la colmena (Figura 11). Sin embargo, no se pudo garantizar la homogeneidad
etaria ni la salud de las abejas recolectadas, ya que las colmenas estan ubicadas en una zona
agricola de la comuna de Peumo con una alta cantidad de cultivos frutales en las cercanias
pertenecientes a distintos agricultores. Una vez en el laboratorio, las abejas fueron
aclimatadas por 24 horas a las condiciones del lugar y fueron alimentados con una solucién

de sacarosa al 50% p/v a libre disposicion.

~ - 3 - ¥
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Figura 11. Recoleccion de abejas domésticas de la comuna de Peumo .

Contenedores
Los contenedores utilizados fueron de plastico, faciles de limpiar y con ventilacion
moderada (figura 12). Se colocaron grupos de 10 abejas por contenedor, donde cada uno

contaba con el espacio suficiente para el libre movimiento de estas (minimo 200 cm?).
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Figura 12. Contenedor pléstico donde se realizaron los ensayos toxicol4gicos.

Alimentacion
La alimentacion tanto para el control, como para las sustancias de prueba y de referencia

se elabor6 a base de una solucion de sacarosa al 50 % p/v.

Preparacion de las soluciones

Como el insecticida utilizado no era soluble en agua, se utilizd acetonitrilo como
disolvente del pesticida. Por ende, las soluciones finales con las que se alimentaron las abejas
contenian sélo un 2% de acetonitrilo total. Ademas, se adiciond un grupo control denominado
como “control solvente” para evaluar el efecto del acetonitrilo en las abejas durante el ensayo
toxicoldgico.

La solucion stock fue almacenada a 4°C y se utilizé durante el periodo que dur6 el ensayo.
Sin embargo, las soluciones con las que se alimentaron a las abejas fueron preparadas cada

cuatro dias y en el intertanto se mantuvieron refrigeradas junto con la solucién madre.
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Grupos control

Se eligieron cinco concentraciones cincuenta veces menor (dosis subletales) que la
DLc, obtenida a partir del ensayo de toxicidad oral agudo.

Cada concentracion debio ser realizada en triplicado, conteniendo 10 abejas por

contenedor por tratamiento.

Sustancia de Referencia

Con el fin de evaluar la sensibilidad de las abejas y la confiabilidad del ensayo, se
incluyé un grupo de referencia en el ensayo o también denominado grupo control positivo.
La referencia utilizada fue dimetoato al 40% p/v, ya que esta produce al menos un 50% de
mortalidad en el grupo de abejas.

Exposicion (alimentacion)

La exposicion de las abejas a la alimentacién fue a libre disposicion y los comederos
fueron reemplazados a diario en un intervalo de 24 + 2 horas con comida fresca. Las
soluciones fueron suministradas mediante un tubo eppendorf de 2 mL con orificios para
facilitar el consumo de las abejas y la determinacion diaria de alimento consumido mediante

masado inicial y final del comedero.

Evaporacion

Dadas las condiciones ajustadas en el laboratorio, se evalu6 la posible evaporacion de las
soluciones de sacarosa de los comederos de las jaulas. Esta medicion se realizd en
contenedores sin abejas con comederos previamente masados que contenian la solucion de
sacarosa al 50% p/v en triplicado. Los contenedores fueron colocados bajo las mismas
condiciones ambientales a las que fueron expuestas las abejas durante el ensayo y en el
cambio diario de comederos, estos se vuelven a masar y se reemplazan por unos nuevos. Asi,
el porcentaje de evaporacion se pudo restar del consumo de alimento diario calculado para

obtener un consumo corregido,
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Condiciones del ensayo

Las abejas fueron mantenidas en oscuridad total (excepto durante la observacion) y bajo
condiciones climéticas controladas tales como, temperatura promedio de 33°C + 2°C y una
humedad relativa de 30 — 40 %. Estos parametros fueron registrados a diario con un

termohigrometro digital.

Duracion
Las abejas fueron expuestas continuamente a las soluciones de sacarosa contaminadas por

un periodo de diez dias. La duracion total del ensayo desde la recoleccion fue de once dias.

Almacenamiento

Una vez transcurridos los diez dias, las abejas fueron adormecidas con didxido de carbono
y homogenizadas en un mortero de ceramica. EI homogenizado se divide de tal manera que
cada tubo eppendorf de 1,5 mL tenga 1 gramo de abejas. Finalmente, los tubos fueron
almacenados a -18 + 2°C hasta su posterior uso.

Observaciones

Tanto la mortalidad como los comportamientos anormales de las abejas fueron
registrados diariamente a la misma hora comenzando a las 24 + 2 horas después del inicio
del ensayo (alimentacién inicial). Estas fueron observadas cuantitativamente segin las
siguientes categorias:

e m = moribundas (abejas que no pueden caminar y muestran un débil movimiento en
piernas y antenas en respuesta a pequefias estimulaciones como luz o soplo de aire,
se pueden recuperar, pero generalmente mueren).

o a=afectadas (las abejas siguen en pie e intentan caminar, pero muestran claros signos
de coordinacion reducida, hiperactividad, agresividad, aumento de la higiene,
temblores, etc.)

e ¢ = calambres (las abejas contraen su abdomen o su cuerpo entero) .

e ap = apatia (las abejas solo muestras reacciones lentas o tardias a distintas
estimulaciones como luz o soplos de aire; estas se quedan inmoviles).

e Vv =vOmitos.
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Cualquier otra anomalia en el comportamiento de las abejas que no estuvo incluida en
esta lista fue anotada y descrita claramente. Luego de los diez dias de exposicion se realizaron
las evaluaciones finales de la mortalidad y el consumo de alimentos vy, a partir de entonces,
la prueba se termina adormeciendo a las abejas con dioxido de carbono.

5.3.  Analisis estadisticos.

Los analisis estadisticos utilizados para la validacion analitica del método, como regresion
lineal e interpolacién fueron realizados en el software Statgraphics Centurion XV.1I, al igual
que el método de Kaplan-Meier y anélisis probit que fueron empleados para la obtencion de
la curva de sobrevida y la DLs, respectivamente.

Para los andlisis logaritmicos y otro tipo de ajustes sigmoidales, se utilizo el software
OriginPro 8.5, empleado para realizar el analisis de la curva de dosis-respuesta en la

obtencion de la DLs,.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Validacion de un método analitico.

Teniendo en consideracion las propiedades quimicas y fisicas del insecticida

clorpirifos tales como la solubilidad, volatilidad y polaridad, en conjunto con otros factores

como la persistencia y su degradacion o bio-activacion al metabolito clorpirifos-oxon, fue

necesario optimizar y validar un método cromatografico que permitiera determinar y

cuantificar el insecticida en el menor tiempo de elucion y con la mejor resolucién posible en

una matriz orgénica compleja.

Determinacion de clorpirifos por cromatografia liquida acoplada a DAD

Se decidi6 trabajar con cromatografia de reparto en fase reversa ya que las caracteristicas

del analito asi lo indicaban. CPF es un insecticida de baja polaridad y elevada hidrofobicidad

(log Kow > 4,7) ambas propiedades indicadoras de la técnica de separacion a utilizar. La fase

estacionaria utilizada fue una columna apolar C18 la cual, con su extensa cadena carbonada,

favorece las interacciones hidrofobicas con el analito (Figura 13).
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Figura 13. Esquema con las posibles interacciones hidrofébicas entre CPF y C18.

El uso de C18 como fase estacionaria llevo a la consiguiente eleccion de la mezcla

agua (indice de polaridad 10.2) y AcN (IP 5.8), permitiendo asi eluir y separar una amplia
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variedad de compuestos con hidrofobicidad creciente al incrementar el contenido de AcN en
la mezcla, eluyendo primero los componentes del extracto de matriz y luego el analito.

Por otro lado, el uso del detector DAD permiti6é obtener el espectro de absorbancia
de CPF pudiendo asi identificarlo y diferenciarlo de cualquier otra sefial del extracto de abeja
que pudiera aparecer cercana al tiempo de retencion del analito (figura 8).

Una vez establecido el método de deteccion a utilizar, se realizd la identificacion
cualitativa de CPF. Para esto, se prepararon tres soluciones (figura 14), donde la primera
corresponde a una dilucion directa en acetonitrilo de la solucion stock de CPF con una
concentracion final de 1 pg/mL, la segunda es solamente al extracto de abeja 0 matriz blanco
sin contaminar y la tercera es el extracto de abeja fortificado con una solucion de CPF de
concentracion 1 pg/mL.

En la figura 14 se puede observar que el tiempo de retencion para CPF en el extracto
de matriz (9,4 £ 0,1 min) es el mismo que en AcN. Es decir, existe una interferencia de la
matriz que co-eluye con el CPF. Por ello se evalud en primer término el efecto de matriz por
comparacion de las pendientes de las curvas de calibrado realizadas en solvente y matriz.
Posteriormente se validé el método analitico mediante la evaluacion de la linealidad, limite

de deteccion, de cuantificacion, recuperacién y precision.

___ DAD-CH1 290 nm ___ DAD-CHI 290 nm ___ DAD-CHI1 290 nm
blance matriz_ comp%010_flujo0.6_35° - 2 1 ppm matriz_comp®010_flujo0.6_35° -5 1 ppm solvente_comp?010_flujo0.6_35°- 5

C 5460 154637
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Figura 14. Cromatogramas obtenidos mediante HPLC-DAD para el insecticida CPF con el programa
cromatogréfico optimizado. En (A) sefial de 1ug/mL de CPF en AcN, en (b) cromatograma de la matriz sin
fortificar y en (c) cromatograma de la matriz fortificada con 1pug/mL de CPF.
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Efecto matriz
En la figura 15 se presentan las curvas de calibrado obtenidas con los patrones de CPF
preparados en AcN y matriz.

Calibrado en acetonitilo Calibrado en extracto de matnz

Ares=1856 + 141 797*Concentracion Area= 4846 +114613*Concentracion
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Figura 15. A la derecha, calibrado en solvente y a la izquierda, calibrado en matriz Se muestra la ecuacion
de la recta que describe a ambas curvas de calibrado, errores calculados con un 95% de confianza (linea
naranja).

El efecto matriz puede ser expresado, de acuerdo con la ecuacién 1, como un porcentaje
de la reduccién o aumento en la respuesta del detector para la sefial de CPF presente en el
extracto de matriz en comparacion con la sefial presente en acetonitrilo.

bmatriz

Efecto matriz (%) = ( - 1) x 100 ecuacion 1.

bsolvente

Donde b,z COrresponde a la pendiente de la curva de calibardo en matriz y
bsowente @ la pendiente de esta en solvente. Segin (Quatrin, Pizzutti, Gebler, Dias, &
Cardoso, 2020) si el efecto matriz calculado con la ecuacion 1, supera el = 20% se debe
aplicar un método de cuantificacion distinto o usar una curva de calibrado en matriz.
Teniendo en cuenta que el analisis fue realizado mediante HPLC-DAD, este efecto suele ser
causado por la interferencia de los componentes de la matriz que eluyen cerca o en el mismo
tiempo de retencion del analito. A bajas concentraciones, el efecto matriz puede llegar a ser
tan importante debido a la competencia generada entre matriz y analito por los sitios activos
de la columna cromatogréfica, que produce una sobrestimacién o subestimacion de las
sefiales cromatograficas. Considerando los valores de las pendientes presentadas en la figura

15, el efecto matriz calculado para este estudio fue el siguiente:
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Efecto matriz = [(L22613) 1] 100
fecto matriz = 141797 x

Efecto matriz = —19,2%

En este caso, el efecto matriz corresponde a una supresion de las sefiales analiticas en
19,2 %. Si bien este valor no supera el + 20%, igualmente podria ser considerado como un
efecto matriz leve. Por ende, para todos los fines cuantitativos se utilizaron los estandares
preparados en extractos de abejas blanco para evitar y minimizar cualquier ambigledad
relacionada con los efectos inducidos por la matriz.
Por consiguiente, junto con los pardmetros habituales que se evaluaron para validar el
método analitico - linealidad, LOD, LOQ, recuperacion y precision -, también se determind
el efecto matriz, presentado como un porcentaje del aumento o disminucion de la sefal

analitica de CPF en matriz respecto a la sefial en acetonitrilo.

Linealidad

El intervalo de concentraciones utilizado para las curvas de calibracion en solvente y
matriz corresponde a las que se estima estarian presentes en las muestras a analizar. Este
comprende cinco concentraciones desde 0,05 a 1 pg/mL. En la tabla 1 se presentan los

parametros de linealidad y sensibilidad obtenidos.

Tabla 5. Pardmetros de linealidad y sensibilidad analitica para el método de extraccion y deteccion de CPF
en solvente y en matriz, donde R es el coeficiente de correlacidn, b la pendiente, S, el error estandar de la
pendiente, Sy, error estandar del estimado, S el inverso de la sensibilidad analitica (Sy/x/b) y Sb(r) la

linealidad (Sb/b*100).

Clorpirifos R b Sh Sy, S (ug/mL) Sh(r) (%)
Acetonitrilo 0,99985 141797 1444 1121 0,008 1,02
Extracto de abeja 0,99981 114613 1290 1002 0,009 1,13

El valor del coeficiente de correlacion r indicé una alta relacion entre las variables
correspondientes a la sefial analitica y la concentracién tanto en solvente como en matriz. La
linealidad fue evaluada mediante una prueba estadistica de ajuste (lack of fit test) para
determinar si el modelo es adecuado para describir los datos observados en el rango

estudiado. El valor p = 0,8944 indica que la regresion es significativa y que el modelo lineal
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es adecuado entre 0,05y 0,1 mg/L. Ademas, el valor obtenido a partir del parametro Sh(r)
entrega una mejor representacion de la linealidad ya que relaciona la desviacion estandar de
la pendiente con la pendiente, obteniendo un valor aceptable menor al 5%. Por otra parte, la
sensibilidad del método fue determinada mediante el inverso de sensibilidad analitica,

obteniendo valores de 0,009 pg/mL para el calibrado en matriz.

Limites de deteccion, cuantificacion y recuperacion

Se us6 el error estindar de la estimacibn de la concentracion (

Sy/x) para determinar los valores de LOD y LOQ, los cuales se obtuvieron como 3,3y 10

veces este valor, respectivamente. La tabla 6 resume los valores obtenidos. El valor de LOQ

obtenido permiti6 determinar la presencia de CPF a niveles sobre los 9 ng de CPF por abeja.

Tabla 6. Valores de LOD y LOQ obtenidos a partir del error estdndar de la estimacion en pg/mL y ng/abeja.

Clorpirifos Sy, LOD LOQ
En pg/mL 0,009 0,030 0,090
En ng/abeja 1 3 9

Para la evaluacion del parametro de recuperacion se fortificaron extractos de abeja no
contaminados en triplicado a tres niveles distintos dentro del rango de linealidad y fueron
sometidos al procedimiento de extraccidn y deteccién optimizados. Estos niveles fueron
determinados segun el LOQ, siendo los niveles de fortificado dos, cinco y ocho veces el

LOQ. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 7.

Tabla 7. Valores de recuperacion promedio obtenidos en tres niveles distintos: 2 LOQ, 5 LOQ y 8 LOQ.

Recuperacion (%)
Fortificado (ug/mL) RSD (%)
Réplicas Promedio
0,15 113 96 104 103 6.1
0,45 92 94 85 91 4.8
0,75 72 81 81 79 5.9

La recuperacion promedio en los tres niveles vari entre un 79 — 103%, con RSD menor

a 7%. Estos resultados se consideran adecuados de acuerdo con los parametros de validacion

analitica establecidos en la guia de calidad de la Conferencia Internacional sobre
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Armonizaciéon (ICH) de 1995, donde establece un intervalo de recuperaciones entre 70-
120%, con RSD menor al 20%, lo que indicaria un desempefio aceptable del método de
extraccion MSPD y de deteccion mediante HPLC-DAD para CPF y, por ende, su validacion
analitica. (European Medicines Agency, 1995)

Precision: Repetibilidad

La precision del método cromatografico fue obtenida mediante la evaluacion de la
dispersion de los resultados, es decir, la repetibilidad. Este parametro es estudiado para un
mismo método, analito y laboratorio en dias distintos, para lo cual un extracto de abeja no
contaminada obtenido mediante MSPD fue fortificado a tres niveles de concentracion
(2°LOQ; 5LOQ y 8<LOQ), e inyectado por tres dias distintos durante un periodo de tres
semanas. El resultado se presenta en la tabla 7 con valores de RSD menores al 7%, lo que
demuestra que el error en las mediciones debido al instrumento no es relevante para el estudio

y por ende, el método es preciso.

6.2. Implementacion del método MSPD para la extraccion de clorpirifos desde
abejas meliferas.

La técnica MSPD esta descrita desde 2007 (Barker, 2007), y ha sido optimizada para la
extraccion de distintos analitos de interés desde diferentes matrices solidas organicas. Para
la extraccion de CPF desde abejas, se empled la metodologia basada en MSPD descrita en
(Balsebre, Baez, Martinez, & Fuentes, 2018), con leves modificaciones.

Tal como se describio en la seccién de métodos, para realizar la MSPD se mezcl6 1,0 g
de homogenizado de abejas con 2 gramos de sorbente C18 y la mezcla obtenida se trasvasijo
a una columna descartable de 15 mL con 2 g de adsorbente florisil. Se evalud la recuperacion
de CPF empleando dos columnas de la empresa UCT: Clean-up ® y Enviro-clean ®; esta
ultima fabricada con un sorbete de mayor pureza y con fritas de PTFE. Los porcentajes de
recuperacion obtenidos con las columnas Clean-up oscilaron entre 39% y 71% para el nivel
mas bajo y alto del fortificado, respectivamente; por lo que se decidié utilizar las columnas
Enviro-clean cuyos porcentajes de recuperacion variaron entre 79 y 103%, como se puede
observar en la tabla 7.
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Como resultado del proceso MSPD (Figura 7) se obtuvo un extracto de color amarillo
claro, atribuido a los pigmentos no adsorbidos por el florisil, y un pequefio residuo amarillo
insoluble en acetonitrilo (solvente usado para la reconstitucion final) que se elimind por
centrifugacion antes del analisis cromatografico. A diferencia de lo reportado por Balsebre y
col., (2018), el solvente utilizado para la reconstitucion final fue ACN y no acetona, ya que
al utilizar un HPLC-DAD no se requiere que el solvente tenga elevada volatilidad, ademas
de que el primero ha sido utilizado como disolvente para CPF y como fase movil. Las
recuperaciones de CPF desde abejas aplicando el método MSPD a tres niveles de
concentracion, estuvieron comprendidas entre un 79% y 103% (Tabla 7) tal como se

menciond con anterioridad.

6.3. Verificacion de la dosis letal media (DLs,.) de CPF en abejas meliferas, en
condiciones de laboratorio.

Latabla 4 presenta valores de DLso de clorpirifos en abejas reportados en bibliografia;
con un valor promedio de 0,21 pg/a o 2,1 ug/g. Este valor sirvié como referencia para el
ensayo de toxicidad oral aguda y determinacién experimental de la DLs,. Cabe sefialar que
el ensayo de toxicidad oral aguda para abejas domésticas estad descrito por la OCDE
(Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico, 2017), y en €l se establece
que se deben analizar al menos cinco concentraciones con un factor no superior a 2.5 que
cubran el rango para la DLs,.Por ende, se decidi6 estudiar el comportamiento para cinco
tratamientos o rangos de dosis entre 1,0 a 3,0 pug/g. Los datos experimentales obtenidos de

este ensayo de toxicidad oral aguda de 24 y 48 horas son resumidos en la tabla 8.
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Tabla 8. Mortalidad acumulada observada y corregida, mediante la ecuacion de Abbot, de los tratamientos
estudiados a las 24 y 48 horas posteriores a la ingesta del ingrediente activo, CPF.

Mortalidad (%)

Dosis (1g/g)
24 hrs 24 hrscorr. 48 hrs 48 hrscorr.

1,0 3 3 10 0

15 7 7 20 11

2,0 10 10 23 15

2,5 17 17 40 34

3,0 20 20 50 45
Control negativo 0 0 10 0
Control positivo | 100 100 100 100
Control solvente 10 10 17 8

Los porcentajes de mortalidad acumulada observados a las 24 y 48 horas de
administrada la solucién de sacarosa contaminada para cada tratamiento, fueron corregidos
contra los resultados del control negativo, utilizando la ecuacion de Abbot (ecuacion 2). Esta
correccion se aplica de forma estandar a la evaluacion de bioensayos para poder comparar,
en las condiciones trabajadas, con otros ensayos. Los porcentajes de mortalidad corregidos

(tabla 8) son utilizados para el calculo de la DL,

% Mortalidad .

100 (%S obrevivencia del CN — %Sobrevivencia en tratamientO)
= *
% Sobrevivencia del CN

ecuacion 2.

Por otra parte, los comederos que contenian las soluciones contaminadas fueron
masados antes y después de ser proporcionado a las abejas para determinar la cantidad de
alimento consumido por individuo y, por ende, la verdadera dosis de CPF que ingiri6 cada

abeja. Estos valores se presentan en la tabla 9.

Tabla 9. Valores promedio, por dosis, obtenidos al masar los comederos antes y después de ser
suministrados a un grupo de 10 abejas y, dosis realmente consumida por abeja.

Masa promedio de Masa promedio de la
Dosis (Lg/g) sacarosa cantidad de sacarosa
suministrada (mg) realmente consumida (mg)

Dosis realmente
consumida (ug/g)
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1,0 225,7 163,1 07
1,5 227,5 170,5 1,1
2.0 228,2 140,3 1,2
25 221,2 169,4 1,9
3,0 228,7 1733 2,3

Una vez corregidos los valores de dosis que consumi6 cada abeja en promedio, se
procede a determinar la DL a las 48 horas, para el estudio de toxicidad oral aguda en abejas
domeésticas. Los datos fueron evaluados mediante el Analisis Probit, el cual mide la relacion
entre la intensidad de un estimulo y la proporcién de casos que presentan una respuesta a
dicho estimulo. Para esto se utilizaron los porcentajes de transformacion a “probits”

presentados en la tabla 10.

Tabla 10. Transformacion de los porcentajes de mortalidad corregidos a valores probit.

% kill o 1 2 3 4 5 6 7 8 9

oo e 267 295 312

¥
w

3 336 345 352 359 366

10 372 377 382 387 392 3-96 401 405 408 412
20 416 419 423 426 429 433 436 439 442 445
30 448 450 453 456 450 461 464 467 469 472

' 40 475 477 480 482 485 487 490 492 495 497
50 500 503 505 508 510 513 515 518 520 523
6o 525 528 531 533 536 539 541 544 547 5°50
70 552 5'55 558 561 564 567 571 574 577 581

8o 584 -88 592 595 599 6-04 6-08 613 6-18 623

5
90 6-28 6-34 641 6-48 655 6-64 675 6-88 7°05 7'33

Para valores de mortandad de un 45% correspondiente a la dosis mas alta
suministrada, la tabla de transformacién a probit se lee de izquierda a derecha, buscando
primero el valor de la decena en la primera columna y luego buscando el valor de la unidad
en la primera fila obteniendo asi un valor de probit de 4,87 para la ultima dosis. La tabla 11
muestra los valores de probit para las diferentes dosis ingeridas por abejas domésticas en el

ensayo de toxicidad oral agudo de 48 horas.

Tabla 11. Valores de probit obtenidos para las dosis ingeridas por abejas domésticas en el ensayo de
toxicidad oral agudo de 48 horas.

Dosis (Mg/g) Logio Dosis (1g/g) Mortalidad (%) Probit
0,7 | -0,14 0 )

42



11 | 0,05 11 3,77
1.2 | 0,09 15 3,96
1,9 | 0,28 34 4,59
2,3 | 0,36 45 4,87

Del analisis estadistico de probit se obtuvo la siguiente regresion lineal: y = 3,46 *
log x + 3,62, (cuyo gréafico se presenta en la figura 16); con un valor de R? = 0,9990 (p =
0,001) . A partir de la regresion se calcul6 el valor para la obtencién de la DLg,, mediante la
interpolacion de un valor de probit tal, que pudiera obtener el 50% de mortandad, es decir,
5,00.

5,00 = 3,46 * log x + 3,62 x=251ug/g
Anélisis de Probit
Probit = 3,61952 + 3,4572 * log10(dosis)

49 H

4,7 <

45 —
543
a

4,1 A

3,9

3’7 _ T T T T T

0 0,1 0,2 0,3 0,4
Log 10 (dosis)

Figura 16. Andlisis de probit en funcion del log en base 10 de la dosis para el ensayo de toxicidad oral
agudo de 48 horas.

Para corroborar graficamente esta informacion, se realizd un grafico de dosis-
respuesta a las 24 y 48 horas de suministrado el insecticida (figura 17). Tanto el analisis de
probit como el grafico de dosis respuesta permiten transformar una curva de respuesta
sigmoidal a lineal y luego realizar una regresion lineal sobre la relacion de las dos variables
estudiadas, mortalidad y dosis. Las curvas ajustadas presentaron valores de R? = 0,9678 (p <

0,05) lo que demuestra un ajuste adecuado de los datos a estos modelos.
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Figura 17. En A, ajuste sigmoidal y en B, ajuste lineal para los datos de mortalidad (%) en funcién del
logaritmo de la dosis a las 24 (linea verde) y 48 horas (linea roja) mediante el analisis de dosis-respuesta.

La ventaja del grafico de dosis-respuesta es que no solo entrega el valor parala DL ¢,
sino que también entrega los correspondientes ala DL ,,y DL g,. Como solo interesa el valor
que nos entrega el 50% de mortalidad, este corresponde a 2,55 pg/g. El cual es muy similar
al obtenido mediante el analisis de probit y similar al valor promedio de los reportados en
bibliografia (tabla 4), lo cual valida la determinacion experimental del DL ¢, trabajando en
las condiciones de laboratorio establecidas. EI promedio entre los valores obtenidos por

ambos analisis estadisticos es de 2,53 pg/g o 253 ng/a.

6.4. Planteamiento de un disefio experimental para la exposicion crénica de abejas
domeésticas al insecticida clorpirifos, mediante su dosificacion por via oral.

A partir de la guia 245 de la OCDE, se plante6 un disefio experimental para exponer

abejas domésticas a un ensayo de toxicidad oral cronico utilizando CPF, en condiciones de

laboratorio. Transcurridos los 10 dias, se registraron los valores correspondientes a consumo

de solucion de sacarosa, dosis de CPF ingerida, mortalidad y sobrevida.

Correccion de la dosis diaria de exposicion
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Para obtener las cantidades de alimento ingerido por abeja y, por consiguiente, las dosis
de CPF a las que las abejas fueron realmente expuestas; se masaron los comederos antes y
después de ser ofrecidos a cada réplica de cada tratamiento. A partir de los datos
experimentales se calculo la diferencia y se dividio por la cantidad de abejas en cada
contenedor, promediando los valores de las réplicas. Ademas, se realiz6 un control solo con
la solucion de sacarosa para evaluar el porcentaje de evaporacion y aplicar una correccion
por la cantidad de CPF evaporado. Los valores de consumo de la solucion de sacarosa diario
y promedio por abeja se presentan en la tabla 12.

Tabla 12. Valores promedio por réplica, de solucién de sacarosa al 50% p/v contaminada con CPF,

consumida diariamente por abeja y alimento promedio al finalizar el periodo de exposicién por tratamiento,
ambos en mg/a.

Dosis (ug/g) Dial Dia2 Dia3 Dia4 Diab5 Dia6 Dia7 Dia8 Dia9 Dial0 X

0,10 728 815 829 888 584 1161 244 504 478 292 |652
0,15 52,1 862 836 863 607 1191 432 502 682 68,7 |718
0,20 633 846 739 790 631 1129 233 82,6 1186 120,6 |82.2
0,25 71,4 883 842 860 525 1100 31,7 501 912 58,7 |724
0,30 581 86,7 773 824 563 1128 245 469 728 80,2 |6938
C. Negativo | 77,0 931 803 821 706 1391 500 718 855 70,0 |820
C. Positivo | 37,0 870 560 469 287 660 387 387 697 625 |531
C.Solvente | 76,8 984 826 774 633 1188 348 633 736 608 |750

Asumiendo un comportamiento lineal e ideal del insecticida CPF, el célculo de la
dosis a la que fue expuesta realmente cada abeja se obtiene de la siguiente manera,
considerando como ejemplo a la dosis menor en el primer dia de exposicién (tabla 12):

1842,6 mg _ 72,8 mg
0,1 ug CPF x ug CPF

_ ng CPF
x = 0,004 /abeja

x =004 I CPE/

Donde 1842,6 mg corresponde a la cantidad promedio de las réplicas de la solucion
de sacarosa al 50% p/v que fue ofrecida a las abejas para el dia 1 a la dosis mas baja y que
contenia 0,1 ug de CPF.

Este procedimiento se realizé para calcular la dosis diaria a la que realmente fueron

expuestas las abejas, ya que este valor depende de la cantidad de alimento consumido vy, la
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cantidad de abejas vivas al finalizar el periodo de observacion de 24 + 2 horas. Estos valores

se presentan en la tabla 13.

Tabla 13. Dosis promedio ingerida diariamente en pg/g

Dosis

(H9/9)
0,10 | 0,040 0,047 0,047 0,051 0,033 0,070 0,015 0,029 0,026 0,012
0,15 | 0,045 0,075 0,070 0,082 0,057 0,145 0,018 0,031 0,039 0,036
0,20 | 0,075 0,103 0,087 0,109 0,055 0,104 0,013 0,026 0,032 0,035
0,25 | 0,03 0,136 0,125 0,126 0,078 0,169 0,037 0,056 0,108 0,062
0,30 | 0,097 0,149 0,132 0,042 0,098 0,202 0,047 0,077 0,140 0,135

Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7 Dia8 Dia9 Dial0

Es importante considerar que las cantidades de alimento consumido solo indican la
dosis a la que realmente fueron expuestas y no da indicio de toxicidades o posibles efectos
acumulativos. La diferencia en cuanto a las dosis de exposicion diarias se debe a que los
tratamientos y réplicas estan conformados a partir de grupos etarios y castas heterogéneas,
por ende, los habitos alimenticios pueden variar considerablemente de abeja en abeja.

Por otro lado, a partir de los resultados calculados se obtuvieron las dosis promedio
reales consumidas o experimentales por tratamiento, en lugar de la dosis que fueron ofrecidas

o teoricas; las que se resumen en la tabla 14.

Tabla 14. Dosis diaria experimental y cantidad de alimento promedio ingerida por cada abeja.

Dosis tedrica Dosis experimental promedio Cantidad de alimento consumido
(Mo/9) (no/9) diario promedio (mg/a)

0,10 0,037 65,2
0,15 0,060 71,8
0,20 0,064 82,2
0,25 0,100 72,4
0,30 0,122 69,8
C. Negativo - 82,0
C. Positivo - 53,1
C. Solvente - 75,0

La dosis diaria promedio a la que realmente fueron expuestas las abejas corresponden
en promedio a un 38% de la dosis diaria teorica y son alrededor de 50 veces menor que la
DLc, calculada en el ensayo de toxicidad oral agudo de 48 horas, lo que las categoriza como
dosis subletales. Para todos los calculos posteriores, se utilizaron los valores de la dosis diaria

promedio experimental y no los valores de la dosis tedrica.
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Célculo y correccion de la mortalidad

Tal y como lo indicaba la guia 245 de la OCDE, cada 24 * 2 horas se observaron las
mortalidades y comportamientos anormales para cada réplica de cada tratamiento en el
mismo intervalo de tiempo en el que se cambiaba el comedero con la solucidn de sacarosa
fresca. El registro de mortalidad diaria acumulada y el porcentaje de mortalidad se presentan
en latabla 15. Ademas, se determiné la mortalidad corregida utilizando la ecuacion de Abbott

(ecuacion 2) al igual que en el calculo para obtener la DLs, aguda.

Tabla 15. Mortalidad acumulada y porcentaje de mortalidad acumulada al cabo de 10 dias para los distintos
tratamientos y controles.

g)lgfl'z Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Mortoalidad Mortf_allidaod
(Lg/g) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (%) corregida (%)
0037 ] 0 0 ©0 ©0 0 3 3 3 9 12 40 30
0060 0O 0 O0 O 0 10 11 11 11 13 43 34
0066 | 0 0O O 6 6 16 20 21 21 22 73 69
0100 0 0 O ©0 0 13 14 14 16 18 58 51
0122 ' 0 o o o0 o0 1 1 1 1 2 7 8
CN. | 0 0 0 0 0 3 3 3 3 4 14 0
cpP. 0 1 1 3 12 19 20 21 27 28 93 92
cs. o0 0o o0 o0 o0 1 1 2 2 4 20 7

A partir de esta informacidn se construyd la curva de sobrevida que muestra la probabilidad
de que un evento ocurra en un intervalo de tiempo especifico con el estadistico de Kaplan-
Meier, en este caso, la probabilidad que una abeja muera en el intervalo de observacion de
24 + 2 horas. En la figura 18 se muestra la curva de sobrevida obtenida. En primer lugar, se
observo que el control negativo presentd un porcentaje de mortalidad del 14%, valor inferior
al 15% méaximo que este debe tener para la validez del ensayo. Sin embargo, para el control
solvente, el porcentaje de mortalidad fue de 20%, el cual se encuentra por encima del criterio
de validez del 15%. Esto puede significar que el 2% de acetonitrilo utilizado como solvente

igualmente afecta la longevidad de las abejas, o que produce un efecto toxico que conlleva a
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la muerte del individuo o que, considerando la diversidad etaria y de casta, algunas abejas

son mas susceptibles al efecto de este solvente orgénico.

CURVA DE SOBREVIVENCIA
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Figura 18. Curva de sobrevida para el ensayo de toxicidad oral crénico de 10 dias en abejas domésticas.

Para una curva de sobrevivencia se espera que a medida que aumenta la dosis la
probabilidad de sobrevivencia sea menor. Sin embargo, como se observa en la figura 18, el
porcentaje de mortalidad acumulado promedio para las dosis de 0,064 y 0,122 pg/g, no siguid
dicha tendencia. La causa de esto puede estar relacionada con la cantidad de alimento
consumido por los grupos expuestos, ya que aquellas abejas que fueron expuestas a una dosis
diaria de 0,064 pg/g fueron las que tuvieron el mayor consumo de solucion de sacarosa
(similar al consumo del control negativo) como se observa en la tabla 16; llegando a una
mortalidad del 69%. Mientras que aquellas expuestas a una dosis diaria de 0,122 pg/g estan
entre los dos grupos que menos solucion de sacarosa consumieron (incluso un 15% menos
que el control negativo). Esto puede deberse a que la dosis que contenia mayor concentracion
de CPF provocé un efecto repelente alejando a las abejas del comedero (Urlacher, y otros,
2016). La tabla 16 resume la relacion entre dosis experimental de CPF a las que fueron
expuestas las abejas, la sacarosa consumida y la correspondiente mortalidad. Tal como se

observa en la tabla, aun con la correccion de la mortalidad las dosis 0,064 ug/g y 0,122 ug/g
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no siguieron la tendencia dosis-mortalidad; lo que indica que existen otros factores asociados

probablemente a la diversidad etaria y/o genética de las abejas entre los grupos.

Tabla 16. Relacion entre las variables dosis experimental, sacarosa ingerida y mortalidad, ordenados por
mortalidad corregida ascendente.

Dosis teorica Dosis experimental ~ Sacarosa ingerida ~ Mortalidad Mortalidad
(Mg/9) (H9/9) (mg/a) (%) corregida (%)
0,30 0,122 69,8 7 -
0,15 0,037 65,2 40 30
0,10 0,060 71,8 43 34
0,25 0,100 72,4 58 51
0,20 0,064 82,2 73 69
C. Negativo - 82,0 14 0
C. Positivo - 53,1 93 92
C. Solvente - 75,0 20 7

Obviando los dos grupos “andomalos” observados, se corroboraria la ley de Fritz
Haber, la cual sugiere que el efecto toxico de un producto (E) depende directamente de la
dosis aplicada (d), que en este caso es calculada a partir de la cantidad de sacarosa ingerida,

y del tiempo de exposicion (t).

E=dxt ecuacion 3.

Con respecto al 93% de mortalidad del control positivo, este corresponde a mas de

un 50% lo que demuestra la sensibilidad de las abejas y la confiabilidad del ensayo.

6.5. Determinacion de la dosis letal acumulada, DLAs,

Al igual que en el ensayo de toxicidad agudo, luego de las correcciones efectuadas,
se determind la dosis letal acumulada (DLAsg,), correspondiente al valor que produce una
mortalidad del 50%. Esta se calculé mediante un analisis probit y posteriormente corroborada
con un ajuste logaritmico de la dosis acumulada versus el porcentaje de mortalidad o gréafico

de dosis-respuesta. Los valores considerados para el calculo se resumen en la tabla 17.
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Tabla 17. Dosis promedio acumulada al finalizar el ensayo toxicolégico de 10 dias obtenida a partir
de la suma de las dosis diarias promedio.

Nro. Dosis experimental Dosis experimental promedio Mortalidad
Dato (1g/9) acumulada (ug/g) corregida (%)
1 0,037 0,37 30
2 0,060 0,60 34
3 0,064 0,64 69
4 0,100 1,00 51
5 0,122 1,22 )

Cabe mencionar que el valor correspondiente a la dosis 0,122 pg/g fue eliminado para
realizar los célculos de DLA<,, ya que, al hacer la correccién con el control negativo el
porcentaje de mortalidad da un valor negativo. En la tabla 18 se presentan los valores de
probit obtenidos para las dosis ingeridas por abejas domésticas en el ensayo de toxicidad oral

cronico de 10 dias.

Tabla 18. Valores de probit obtenidos para las dosis ingeridas por abejas domésticas en el ensayo de
toxicidad oral cronico de 10 dias.

Dosis (Lg/g) Logio Dosis (ug/g) Muerte (%) Probit
0,37 -0,4 30 4,48
0,60 -0,3 34 4,59
0,64 -0,2 69 5,50
1,00 0,0 51 5,03
1,22 0,1 - -

Del analisis estadistico de probit se obtuvo la siguiente regresion lineal: y = 1,39 *
log x + 5,20, (cuyo gréfico se presenta en la Figura 19); con un valor de R? = 0,52050 (p =
0,4750). A partir de la regresion se calculo el valor para la obtencion de la DLAs,, mediante
la interpolacion de un valor de probit tal, que pudiera obtener el 50% de mortandad, es decir,
5,00.

5,00 = 1,39 x log x + 5,20 x=0,72ug/g

50



Andlisis de probit
probit = 5,19533 + 1,3898*log dosis
56 —
54 —
52 —
a
4,8 -
46 — .
414 1 T T T T T T
-0,43 -0,33 -0,23 -0,13 -0,03 0,07
Log 10 (dosis)

Figura 19.Analisis de probit en funcién del log en base 10 de la dosis para el ensayo de toxicidad oral
crénico 10 dias.

Para corroborar graficamente esta informacion, los datos experimentales se ajustaron
a un modelo logistico de tres parametros también llamado en toxicologia como dosis-
respuesta, el cual relaciona el porcentaje de mortalidad al cabo de los 10 dias versus el

logaritmo de las dosis. La figura 20 muestra las curvas ajustadas.
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Figura 20. En A, ajuste sigmoidal y en B, ajuste lineal para los datos de mortalidad (%) en funcion del
logaritmo de la dosis a los 10 dias mediante un modelo estadistico log-logistico de tres parametros

Como se observa en la figura 20, los datos experimentales no se ajustaron
adecuadamente al modelo (R? =0,2864, p = 0,0698), lo que se atribuye a que durante el
ensayo toxicoldgico de diez dias se presentaron sesgos en diversas etapas. El valor de DLA<,
entregado por el ajuste logistico es de 0,72 pg/g o 72 ng/a, similar al otorgado por el anélisis

de probit. Este valor es casi 4 veces menor que el DL<, obtenido para el ensayo de toxicidad
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aguda de 48 horas (2,53 pg/g); lo que indicaria que efectivamente hay acumulacion o como
lo llama (Bommuraj, Chen, Birenboim, Barel, & Shimshoni) una toxicidad dependiente del

tiempo o reforzada con el tiempo.

6.6. Determinacion de la concentracion de CPF en abejas domésticas
La evaluacion de la posible toxicidad acumulativa de un plaguicida fue ser realizada de

dos formas complementarias, una analitica y otra toxicoldgica.

Determinacion analitica
Se realizd la determinacién de CPF acumulado en las abejas al finalizar el ensayo
toxicoldgico de 10 dias mediante el método analitico previamente validado. La tabla 19

presenta los resultados obtenidos.

Tabla 19. Concentracion promedio de CPF en abejas al finalizar el ensayo toxicoldgico de 10 dias evaluada
mediante MSPD/HPLC-DAD.

Dosis promedio Concentracion Sacarosa diaria consumida  Mortalidad
diaria (ug/g) (ng/abeja) promedio (mg) (%)
0,037 <3(LOD) 65,2 30
0,060 <3(LOD) 71,8 34
0,064 23 82,2 69
0,100 <9 (LOQ) 72,4 51
0,122 - 69,8 -

El Gnico valor de concentracion de CPF sobre el LOQ correspondi6 al grupo de
abejas expuestas a una dosis promedio de 0,064 pg/g (23 ng/abeja). Cabe sefialar que este
grupo fue el que presentd el mayor consumo promedio diario de sacarosa y el que presento
el mayor porcentaje de mortalidad; por lo que era esperable que presentaran una mayor
acumulacién de CPF luego de 10 dias de exposicion, tal como lo revela el resultado analitico.

La concentracion de CPF en los grupos expuestos a las dosis mas bajas fue inferior
al LOD, es decir, < de 3 ng/a y la dosis de 0,100 pg/g fue menor al LOQ, es decir, < de 9
ng/abeja. Por otra parte, cabe sefialar que para el grupo expuesto a 0,122 pg/g, la mortalidad
durante el ensayo fue solo de 3 individuos; por lo que no fueron sometidos al proceso de
extraccion mediante MSPD, ya que este procedimiento fue validado para tratar 1 g de abejas
(10 individuos). Considerando este punto, se decidi6 continuar el estudio hasta el 100% de
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mortalidad de los individuos en todos los grupos, con el fin contar con las 10 abejas

necesarias para determinar el CPF y asi evaluar su acumulacion en el tiempo. De esta forma

se continuo alimentando a las abejas que sobrevivieron los primeros diez dias del ensayo con

las mismas dosis que en un principio hasta el 100% de mortalidad, el cual se observé 6 dias

después de finalizado el ensayo. Estos resultados, correspondientes a 16 dias de exposicion,

se presentan en la tabla 20.

Tabla 20. Concentracion promedio de CPF en abejas luego de un 100% de mortalidad evaluada mediante

MSPD/HPLC-DAD.

Dosis promedio diaria (ug/g)

Concentracion (ng/abeja)

Mortalidad (%)

0,037
0,060
0,064
0,100
0,122

25
27
48
63

175

100

Para todas las dosis suministradas se obtuvieron valores de concentracion de CPF

cuantificables y proporcionales a las mismas; con un incremento exponencial de la

concentracion en abejas (R? = 0,9606; p = 0,0119) tal como se observa en la figura 21.

Concentracidn (ngfa)

0.0

m  Exposidon cronica por 16 dias
ExpGrol Fit of Sheetl Concentracin

14

1,2

Log 10 (dosis)

1,0 0,8

Figura 21. Ajuste exponencial para la concentracion cuantificada para las distintas dosis administradas.

Esto demuestra que, en los seis dias adicionales de exposicién, en los cuales se produjo el

100% de muerte de las abejas, hubo una acumulacién del insecticida en el organismo ya que

se logro cuantificar una mayor concentracion de CPF en cada dosis de exposicion. Esto
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corrobora también la ley de Haber, ya que la toxicidad si depende del tiempo de exposicion.
Por otro lado, si las abejas hubieran consumido la dosis teorica que se plante6 al comienzo
del ensayo probablemente se hubieran podido observar cambios en el periodo establecido de
10 dias. Cabe sefialar que durante estos 6 dias adicionales que se extendio el experimento, no
se realizo el registro diario del nimero de abejas muertas, cantidad de alimento consumido

ni comportamiento anormal.

Determinacion toxicologica

Por otra parte, la evaluacion toxicoldgica corresponde al tratamiento de los datos
experimentales basados en la ley de Haber y son llevados a cabo siguiendo el protocolo
recomendado por la guia 245 de la OCDE, perteneciente a (Cresswell, 2017), de la
Universidad de Exeter. Es importante mencionar que, para esta parte del tratamiento de datos,
se utilizaron los resultados obtenidos durante el periodo que dur6 el ensayo con todas las
correcciones hechas anteriormente y excluyendo la dosis de 0,122 ug/g por las razones antes
expuestas.

Este protocolo prueba la relacion entre la dosis de CPF en la dieta de las abejas
domésticas, denotada como C, y la duracion de la exposicidn que se requiere para producir
un nivel especifico de mortalidad (50%, DLAs,), denotado como t, pardmetros que son

ajustados a la ecuacién de (Druckrey & Kipfmidller, 1949)
c * t? = constante ecuacion 4.

Esta relacion se ajustd en ejes transformados logaritmicamente y la pendiente de la relacién,
b, se determind mediante regresion lineal para evaluar la toxicidad dependiente del tiempo
de cada uno de los tratamientos. Los valores empleados para el calculo se presentan en la
tabla 21; donde los valores de t representan el tiempo en el que se produce el 50% de
mortalidad y se obtiene individualmente para cada tratamiento a partir de un ajuste sigmoidal-
logaritmico del porcentaje de mortalidad diaria en funcién del dia. La figura 22 muestra el

ajuste logaritmico de la dosis versus tiempo para evaluar la ley de Haber.

Tabla 21. Valores utilizados para realizar el ajuste logaritmico de la C(ug/g) en funcion del t(dias).

Dosis o C (ug/g) T (dias) para alcanzar 50% de mortalidad
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0,037 | 12
0,060 | 11
0,064 | 7
0,100 | 8

La ecuacion obtenida a partir de este ajuste logaritmico (y = —0,16 — 1,07 xx) (R? =
0,2419, p = 0,2967); sigue la ley de Haber para la mortalidad en funcion de la dosis. Para
valores de b < -1, segun (Bommuraj, Chen, Birenboim, Barel, & Shimshoni, 2021), CPF
ejerceria una toxicidad reforzada en el tiempo o se bioacumularia. Mientras que para valores
de b > -1 ocurriria una desintoxicacion disminuida por el tiempo. En este caso b toma un
valor levemente inferior a -1 por lo que indicaria toxicidad acumulada en el tiempo. Este
resultado es concordante con la bioacumulacion exponencial de CPF en abejas obtenido
mediante la determinacion analitica. Sin embargo, debido a los sesgos observados durante el

ensayo de toxicologia crénico el resultado no es concluyente.

A
Linear Fit of Sheet] A
1.0 ]
L
o
E
S 124 u
';D [ ]
1.4 4 | ]
T T T T T T T T T T T 1
0.80 0.85 0.90 0.93 L.00 1.05 1.10
Log 10 (tiempo)

Figura 22. Ajuste log-log dosis versus tiempo para evaluar la ley de Haber.

6.7. Evaluacion de signos clinicos
En la tabla 22 se muestra un resumen con los datos experimentales correspondientes a
mortalidad y comportamiento anormal de las abejas observado en cada réplica, de cada

tratamiento, en el periodo de observacion de 24 + 2 horas de alimentadas con la solucion de
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sacarosa al 50% p/v con y sin clorpirifos, con dimetoato y con acetonitrilo. Los sintomas son

clasificados como:

o a:agresividad o ap: apatia
« C: canibalismo « hp: hiperactividad
« h:heces « m: moribundas

Tabla 22. Datos diarios de mortalidad y comportamiento anormal de las abejas domésticas
sometidas el ensayo de toxicidad oral cronica por 10 dias, donde M, corresponde a la mortalidad, C.A. al
comportamiento anormal, S el sintoma observado para el C.Ay # el nimero de individuos.

Dia1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5

4 Dosis | M CA M CA. M CA M CA. M CA.

(glg) | # # S. | # # S | # # S | # # S |# # S
1 0 O - 0 3 a|0 0 hj|O0O O - o 0 -
2 /0040 | 0O O - 0 0 - 0 O - 0O 0 hj|oO0 0 -
3 0 O - 0O 0 hj|oO0 O - 0 0 - o o0 -
1 0 O - 0 0 - 0 O - 0O 0 hj|oO0o 0 -
2 /00556 0 O h |0 O - 0 O - 0 O - o 0 -
3 0 O - 0 0 - 0O 0 hj|O0 O - o o0 -
1 0 O - 0 0 - 0 O - 0 0 h|0 1 m
2 /0064 | 0 O - 0 0 - 0 0 hj|O0 O - o 0 -
3 0 0 h |0 O - 0 O - 6 0 - 6 0 -
1 0 O - 0 0 - 0 O - 0 0 - 0 0 h
2 /0100 | 0O O - 0O 2 a|0 0 hj|O0O O - o 0 -
3 0 O - 0 1 Ap| O O hJ|O O - o o0 -
1 0 O - 0 0 - 0 O - 0O 0 hj|oO0 0 -
2 /0122 | 0 O - 0 0 - 0 0 hj|O0 O - o 0 -
3 0 0 - 0 0 hj|o0 O - 0 0 - o o0 -
1 0 O - 0 0 - 0 0 hj|O0 O - o 0 -
2 |CN | O O - 0 0 - 0 O - 0 O - 0 0 h
3 0 O - 0 0 hj|oO0 O - 0 0 - o o0 -
1 0 0 h |2 O - 2 0 - 3 0 - 5 0 -
2 | C.P 1 0 - 1 0 - 1 0 h|1 O - 3 0 -
3 0 O - 0 0 - 0 0 hj|O0 O - 0 1 m
1 C. 0 0 -1 0 O h| o0 0 -1 0 0 -1 0 0 -
2 | ACN | 0 0 -1 0 0 h|O 0 -1 1 0 -1 0 -

Durante los primeros cinco dias en los que fue desarrollado el ensayo, se observaron
mayoritariamente heces en la mayoria de los contenedores y ciertos comportamientos

hiperactivos al momento de realizar el cambio de los comederos.
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Tabla 23. Continuacion tabla 22

Dia 6 Dia7 Dia 8 Dia 9 Dia 10

, | Dosi M CA |M CA |M CA |M CA |M CA

(MOl | 4 # s | & # s |# # s |# # #|s # #
1 1 0 -|1 0 -|1 0o -]3 0 -]4 0o -
2100401 0 -|1 4 al|1 1 m|4 o -|5 0 -
3 1 0 -|1 0 -|1 0o -|2 0o -|3 0o -
1 8 1 a|8 0 -|/8 0 -|8 0o -8 0 -
2 100562 0 -2 0o -|2 0o -2 o -|4 o -
3 o 0o -1 0 -]1 0 -|1 0 -]1 o0 -
1 3 0 -3 0 -|/5 0 -]6 o0 -]7 0o -
2 lo064|7 2 al|7 0 -]9 0 -9 o -|9 o -
3 6 0 -|6 0 -|6 0 -|6 0 -6 0 -
1 3 0 -3 0 -/3 3 m|4 o -4 0o -
2101004 1 al|4 0 -|4 0 -|5 0 -|6 0 -
3 6 2 m|7 0o -7 0o -|7 o -|8 0 -
1 1 0 -]1 0 -]1 0 -1 o -J]1 o -
2 10122|/0 o -]0 o -]0o o -lo o -|lo o -
3 o o -l0o o -]o o -]o0o o -]1 o0 -
1 1 0 -1 0o -1 0o -1 0o -]1 o -
2/cN|1 0o -]1 0 -]1 0 -1 0 -|1 o -
3 1 0 -]1 0 -|1 0 -|1 0o -|2 o -
1 7 3 c|7 0o -]7 1 als o -]8 0o -
2lcp |7 3 c|8 0o -]9 0o -9 o -|10 0o -
3 5 5 c|6 0 -|6 1 al|8 0 -]10 0 -
1 ¢c o o -Jo o -Jo 12 m|1 o -|2 o -
2/ACN|1 0 -|1 0 -|1 0 -|1 0 -|2 o -

En general el sintoma que mas se observa entre réplicas de tratamiento después del sexto dia
fue hiperactividad (hp) o apatia (Ap) el dia anterior a su muerte. Aquellas abejas utilizadas
en el control positivo mostraron signos claros de agresividad (a) entre ellas y canibalismo
(c). Desde el primer periodo de observacion se pudo observar heces (h) en casi todas las
jaulas (no asociable a un nimero de individuos). Ademas, durante los dias que durd el ensayo,
no se observaron cambios en la morfologia de las abejas ni en el color. El vuelo de cada
individuo se vio claramente reducido a pesar de que los contenedores son lo suficientemente

amplios para contener 10 abejas. Esto puede deberse a que las abejas pasaron la mayoria del
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tiempo, > 20 horas, a oscuras y solo en el periodo de observacion se observaron mas
inquietas.

Estd comprobado que el uso del insecticida clorpirifos, incluso a concentraciones
trazas, tiene profundos efectos no solo en cuanto a la mortalidad, sino también en la
especificidad de la memoria apetitiva mediada por el olfato y otros aprendizajes de las abejas

domeésticas que conllevarian a la muerte en corto a mediano plazo (Urlacher, y otros, 2016).
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7. CONCLUSION

La técnica de MSPD demostro ser un método de extraccion confiable y aceptable para la
determinacion de residuos de plaguicidas en abejas. Esta técnica acoplada a un sistema de
deteccion de cromatografia liquida de alta resolucion permitio llegar a LOQ del orden de los
ng/abeja y recuperaciones superiores o iguales al 79% con un RSD < 7%.

Los andlisis toxicoldgicos propuestos por la OCDE para la evaluacién de la toxicidad de
los pesticidas en abejas a corto -ensayo agudo- y mediano -ensayo cronico- plazo aplicados
en el presente estudio, permitieron determinar una DL, para clorpirifos de 2,53 pg/g y una
DLAsg, de 0,72 pg/g, respectivamente. Con relacion a la posible bioacumulacion o toxicidad
reforzada en el tiempo de clorpirifos; solamente en el grupo de abejas sometidas a una dosis
intermedia en el ensayo cronico, pero que presentaron el mayor consumo de alimento
promedio diario, se observaron concentraciones cuantificables del insecticida (23 ng/abeja).
Mientras que en las abejas que fueron expuestas por 16 dias, se presentaron concentraciones
entre 25 y 175 ng/abeja. De acuerdo con el estudio toxicoldgico, clorpirifos podria ser
considerado como un pesticida cuya toxicidad es reforzada en el tiempo. Este resultado es
concordante con la bioacumulacion exponencial en abejas obtenido mediante la
determinacion analitica. Sin embargo, debido a los sesgos observados durante el ensayo de
toxicologia cronico este resultado no es concluyente. De todas formas, el resultado analitico
evidencia una bioacumulacion del insecticida en el tiempo y con ello la idea de que aun a
dosis subletales el uso de este pesticida es toxico y dafiino para abejas.

Es necesaria una reevaluacion de los estudios de toxicidad cronica, los cuales debiesen
ser realizados con concentraciones reales de campo y/o por un periodo de tiempo mas
extenso, ya que las abejas estan expuestas a contaminantes desde el dia en el que nacen en

sus colmenas hasta que mueren en los campos de cultivo.
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