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4.1-INTRODUCCION

4.1.1-Caracteristicas de la molécula. Importancia toxicologica.

La cipermetrina pertenece al grupo de los piretroides sintéticos, su nombre IUPAC es
Carboxilato de RS-9-alfa-ciano-3-fenoxibenzil  (1RS)cis-trans-3-(2,2-diclorovinil)-2,2-
dimetil-ciclopropano.Cipermetrina es su nombre ISO para el compuesto racémico de ocho
estereoisomeros, donde las relaciones de isomeros cis-trans varian de 50:50 a 40:60. En la
Figura 4.1.1 se presenta la molécula general de cipermetrina. En la Tabla 4.1.1.1 se presentan
algunas propiedades fisicoquimicas de relevancia ambiental para este compuesto,
conjuntamente en la Tabla 4.1.1.2 se muestran toxicidades para distintos organismos.

Figura 4.1.1.1: molécula de cipermetrina, en términos generales, sin
diferenciacion de isdmeros cis-trans.

Desde el punto de vista toxicoldgico, tanto en los organismos vertebrados como en los
invertebrados, la cipermetrina actGa principalmente sobre el sistema nervioso. Es considerada
tanto un veneno de contacto como de ingestion (Jin y Webster, 1998). Se ha demostrado que
este compuesto inhibe las enzimas ATPasa que intervienen en el movimiento de los iones en
contra de un gradiente de concentracion, regulados por el transporte activo.

Tabla 4.1.1.1: Propiedades fisicoquimicas de interés ambiental para Cipermetrina.

Propiedad Valor

Formula Moleculara C22H1903NC|2

Peso Molecular” 416,3

Solubilidad en agua (a 200 °C)* 4 ppb (pg/litro)
Presion de Vapor (a 200 °C)? 1,3x10"° mmHg
Constante de Henry (promedio de 3 pH’s a 200 °C)? 2,5x10°" atm-m*/mol
Vida media por hidrélisis ° >50 dias

Coeficiente de particion octanol-agua (Kow)? 3,98x10°

Coeficiente de adsorcion en suelos (Koc) (promedio de 5 6,1x10* mL/g o cm®/g

tipos de suelo)*

a) Kollman and Segawa (1995); b) Walker y Keith (1992); c) USDA Agricultural Research Service (1995).Las unidades
reportadas en las Tabla 4.1.1.1 corresponden a las mostradas en las literaturas de origen
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Esta accion es especialmente critica para peces e insectos acuaticos, donde las
enzimas ATPasas proporcionan la energia necesaria para el transporte activo y son muy
importantes en los sitios de intercambio de oxigeno. Esta accion posiblemente afecte tanto el
movimiento como la capacidad de mantener el equilibrio de iones, por lo que las superficies
respiratorias son perturbadas, lo que indicaria que la cipermetrina es inherentemente mas
toxica para los organismos acuaticos respecto a otros (Siegfried, 1993). Esta consecuencia se
refleja en los valores de dosis letales que afectan al 50% de la poblacion (DL50), citados en la
Tabla 4.1.1.2, donde para especies terrestres como ratas, patos o pollos los valores estan en el
orden porcentual (10.000ppm=1%), mientras que en el caso de especies acuaticas las
concentraciones letales del medio que afectan al 50% de la poblacion (CL50), como por
ejemplo las truchas, caen al orden de la ppb (1ppb=0,001ppm=pg/litro).

Tabla 4.1.1.2: valores de DL50 para distintas especies terrestres y CL50 para distintas
especies acuaticas.

Especie Sensibilidad

Rata (oral, agudo)® DL50 247 mg/kg (machos )
DL50 309 mg/kg (hembras)

Pato Mallard (oral, agudo)” DL50 > 10.000 mg/kg

Pollos (oral, agudo)® DL50 > 2000 mg/kg

Pato Mallard y Codorniz Bobwhite (oral)*  CL50>20.000 ppm

Trucha marrén (96 hrs)” CL50 2,0-2,8 ppb

Trucha arco iris (96 hrs)” CL50 0,82 ppb

Perca (96 hrs)” CL50 1,78 ppm

Pejerreyes (96 hrs)* CL50 0,0002 mg/L

Daphnia magna® CL50 0,26 ppb

Abgjas® DL50 0,025 pg/abeja

a) Walker y Keith (1992); b) The Agrochemicals Handbook, Third Edition (1991); c) Delabie et al., (1985); d)
Carriquiriborde y Ronco, 2006. Las unidades reportadas en las Tabla 4.1.1.2 corresponden a las mostradas en las
literaturas de origen.

4.1.2-Relevancia ambiental de cipermetrina en nuestro pais. Estudios regionales

La produccion de soja es uno de los pilares de la economia argentina. Durante los
Gltimos 25 afios el crecimiento del area sembrada se amplié desde 1,9 millones de hectareas
(campaiia 1980/81), a 17,0 millones de hectareas relevadas en diciembre de 2008, con un
proyectado de 17,8 para el presente afio (Direccion de Coordinacion de Delegaciones de la
SAGPYA, Nacion). Esto trae la consecuente demanda de distintos pesticidas, alcanzando el
uso de 500.000 Kg/afio del insecticida cipermetrina, mas del 50 % del volumen total utilizado
(Pengue, 2000). Este piretroide adquiere una relevancia ambiental propia y por lo tanto
demanda el desarrollo de distintos tipos de herramientas que apunten a su monitoreo quimico
y bioldgico (Martin et al., 2003; Natale et al., 2003; Peruzzo et al., 2003; Marino et al., 2004).
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En la region pampésica existen diversos estudios dirigidos a evaluar los niveles de
cipermetrina tanto en cuerpos de aguas superficiales como en suelos y sedimentos (Peruzzo et
al., 2003; Marino et al., 2004), también se publican resultados de efectos de este piretroide
sobre especies no blanco como son anuros autdctonos (Natale et al., 2003), peces
(Carriquiriborde et al., 2006, 2007) y flora riparia y acuatica (Martin et al., 2003; Martin y
Ronco, 2006).

4.1.3-Antecedentes ecotoxicolégicos.

La exploracion entre la composicion de un biofluido y la informacion toxicologica de
un compuesto, en relacion a su presencia o ausencia en el ambiente, genera informacion
asociada a los biomarcadores de toxicidad-exposicion (McCarthy and Shugart, 1990;
Galloway et al., 2004). Tal como se mencionara anteriormente, los piretroides son
particularmente toxicos para los peces en comparacion a los mamiferos, debido a que el
sistema de detoxificacion de los primeros es menos eficiente y la principal via de eliminacion
de los piretroides en los peces es a través de la bilis (Glicman et al., 1982; Edwards y
Millburn, 1985). En este contexto se registran estudios de respuestas fisiolégicas a
cipermetrina en algunas especies de peces (Edwards et al., 1987; Davies et al., 1994) y de los
posibles metabolitos de excrecion por técnicas analiticas convencionales (Jin and Wedster,
1998). Por otro lado la bilis y el plasma han sido utilizados en estudios ecotoxicoldgicos para
la evaluacion de biomarcadores, ya que las respuestas de los metabolitos que contienen (perfil
metabdlico), han demostrado ser efectivas para evaluar el efecto de diferentes tipos de
contaminantes (Leonard and Hellou, 2001; Hecker et al., 2002; Gibson et al., 2005a; Gibson
et al., 2005Db).

Edwards et al. (1987), publican un trabajo referido a la toxicidad y metabolismo de
cipermetrina (isomeros cis y trans), en Salmo gairdneri, por caracterizacién de metabolitos
presentes en la bilis (Figura 4.1.3.1), productos de la biotransformacion de este piretroide. Se
informan toxicidades similares para ambos isomeros, ademas de observar que el metabolito
mayoritario, detectado en este biofluido, resultd ser el glucurdnido derivado de la
cipermetrina-OH (compuesto 2, Figura 4.1.3.1)
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Tabla 4.1.3.1: Estudios ecotoxicoldgicos realidados con Pejerreyes. Segin lo reportan
Carriquiriborde y Ronco (2006).

Respuestas Descripcion Metales Organicos

Cd Cr Cu Hg Cip Clp End GIf
Respuestas Sensibilidad y Toxicidad relativa * * * * * # # *
letales a sustancias quimicas

Dosis-respuesta y tiempo-efecto  * * * * *
Dependencia de la toxicidad con * * * # *
la composicion quimica del agua

Dependencia de la toxicidad con * * * #

la edad de los organismos

Respuestas Toxicocinética * *
subletales  Citotoxicidad * *
Genotoxicidad * * #

Notas: *Corresponde a estudios terminados, #Corresponde a estudios en curso. Cip=cipermetrina,
Clp=clorpirifos, End= endosulfan, Glf=glifosato.

En este sentido los pejerreyes (Odontesthes bonariensis, Pisces Atherinopsidae) ha
demostrado ser un organismo sensible a distintos tipos de contaminantes, siendo utilizados en
distintos evaluaciones ecotoxicoldgicos (Carriquiriborde y Ronco, 2006) (Tabla 4.1.3.1).
Asimismo existen estudios que muestran la influencia de la cipermetrina, asociada a su
empleo es sistemas de cultivo de siembre directa, sobre las poblaciones de peces autdctonos
de los cuerpos de agua proximos a los campos de cultivo (Carriquiriborde et al., 2007). De
estos antecedentes se desprende que una buena aproximacion seria estudiar los biofluidos de
pejerreyes en funcion de la exposicion a cipermetrina, como una herramienta de diagnéstico
ambiental regional.

4.1.4-Antecedentes quimicos y computacionales aplicados a estudios metabdlicos.

En los ultimos veinte afios con el desarrollo de instrumentos de alta prestacion, y mas
especificamente de la espectrometria de masas, se abre un gran campo de estudio aplicado a
la investigacion y elucidacion de estructuras quimicas de moléculas de interés bioldgico
(Covey, 1985; Verbeck et al., 2002; Hsieh, 2006). Posteriormente, con la incorporacién de
sistemas informaticos aplicados al manejo de los datos espectrométricos (iones formados,
intensidad y tiempo de retencion cromatografico), se amplian las posibilidades para la
deteccion de compuestos traza, lo que constituye una herramienta muy interesante para el
estudio de metabolitos tanto de interés farmacoldgico como ecotoxicoldgico (Wang et al.,
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2005; Wilson et al., 2005; B'Hymer and Cheever, 2008). Los espectrometros de masas
combinados con distintos sistemas separativos se han aplicado a estudios metabdlicos en la
opcién de cromatografia gaseosa (Jonsson et al., 2004; Xin et al., 2007; Ralston-Hooper et
al., 2008), liquida de alta resolucion, HPLC (Wilson et al., 2005; Wang et al., 2005; Lu et al.,
2008) y liquida de ultra alta resolucién, UPLC (Nordstrom et al., 2006; Bruce et al., 2008; Li
et al., 2008).
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Figura 4.1.3.1: metabolitos de biotransformacion de cipermetrina en bilis de Salmo gairdneri,
reportados por Edwards et al., 1987. Glucurénido 2, compuesto mayoritario.

La aplicacion simultanea de una técnica cromatogréfica y una deteccion tipo MS o
una RMN genera conjuntos de datos compuestos por tiempos de retencién y espectros de MS
0 UV (en el caso de acoplar un detector DAD al sistema separativo), 0 corrimiento quimico y
espectros de RMN. Una evaluacion rigurosa de diferencias metabolicas causadas por la
exposicion, requiere el uso de estadistica tipo analisis multivariado (Choi et al., 2005) y
algoritmos cognitivos. Métodos como Andlisis de componentes principales (PCA) (Jackson,
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1992) o Anélisis de Discriminates-Cuadrados Minimos Parciales (PLS-DA) (Wold et al.,
1984; Wold et al., 2001) o Cuadrados Minimos Parciales Ortogonales (OPLS) (Wiklund et
al., 2008), pueden ser usados para clasificar los espectros obtenidos en funcion del toxico y la
dosis. También, métodos basados en chemometria permiten evaluar un espacio metabdlico
multidimensional, para una mejor clasificacion y comparacion entre organismos expuestos y
no expuestos (Duart et al., 2001; Lord, 2004; Broekling et al., 2006; Want et al., 2007). En la
actualidad existen Softwares de libre disponibilidad para el analisis de datos tanto para RMN
0 MS (Nordstrom et al., 2006; Smith et al., 2006; Benton et al., 2008). En los casos donde es
necesario conocer en forma precisa la presencia o ausencia de metabolitos parentales de
algn compuesto, en especial las estrategias instrumentales, apuntan a su deteccion y
cuantificacion (Du et al., 2004; Carriquiriborde et al., 2007; B'Hymer et al., 2008; Sabatini et
al., 2008). Para tal caso es necesario contar con informacion de tipo estructural, energético y
quimico-mecanistico aplicados a la elucidacién de la estructura y la identidad del compuesto
(Varmuza et al., 1997). Para tal objetivo se suelen aplicar herramientas de la quimica teorica
y computacional, donde se modelan las moléculas estudiadas, se optimizan sus estructuras y
se evallan parametros energéticos caracteristicos por alguna de las metodologias existentes
tipo, Ab initio, Métodos Semienpiricos, Funcional de la Densidad o Mecéanica molecular
(Roncaglioni et al., 2004; Barone et al., 2007).

4.1.5-Objetivos e Hipotesis de trabajo.
En funcion de los antecedentes presentados se proponen los siguientes objetivos de trabajo:

a) Desarrollar una técnica analitica que permita cuantificar cipermetrina en distintas
matrices ambientales y distintos tipos de tejidos biolégicos con buenos niveles de
sensibilidad.

b) Caracterizar la presencia/ausencia de cipermetrina en distintos 6rganos en peces
(Pejerreyes-Odonthestes bonariensis) expuestos al insecticida.

c) ldentificar y caracterizar estructuralmente metabolitos derivados de la exposicion a
cipermetrina por HPLC, deteccion masa mediante la aplicacién de programas
computacionales de céalculo, en peces expuestos, para ser usados como
biomarcadores.

Los mismos se sustentan en las siguientes hipotesis:

- Los peces expuestos a cipermetrina tienen una respuesta endogena tal que les permite
biotransformarla quimicamente para su excrecion, con una consecuente alteracion en las
concentraciones de moléculas fisiolégicamente relevantes como proteinas, aminoacidos y
derivados.

- La aplicacion de programas estadisticos-computacionales favorece la identificacion
inequivoca de las especies quimicas formadas en el proceso de detoxificacion para su

potencial uso como biomarcador de exposicion.
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4.2-METODOLOGIA

4.2.1-Caracterizacion espectrométrica de la Cipermetrina
4.2.1.1-Reactivos empleados en el trabajo.
Se utilizaron reactivos de origen comercial, de calidad y marca que se detallan:

- Acetonitrilo (ACN), grado HPLC, marca J.T.Beaker (New Jersey, EEUU).

- Agua grado HPLC (Academic MilliQ® water purification system Millipore, Bedford,
MA, USA),

- Eter etilico, grado pesticida, marca J.T.Beaker (New Jersey, EEUU).

- Diclorometano (CH,CI,), para analisis, Merck (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

- Hidroxido de Amonio( NH4;OH), para andlisis Merck (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany)

- Acido acético (HAc), para analisis, J.T.Beaker (New Jersey, EEUU)

- HCI, para analisis, marca J.T.Beaker (New Jersey, EEUU).

- Cipermetrina (mezcla racémica), estdndar secundario, valorado contra patron primario
ChemService (P=99%).

4.2.1.2-Equipamiento.

Independientemente de las condiciones separativas, que se presentaran en cada caso,
los estudios fueron realizados con una columna separativa de Cy, marca Agilent® , de 15 cm
de longitud, de 4,6 mm de diametro interno y 3 um de tamafio de particula, el sistema
separativo esta constituido por un sistema de bombas binarias marca Agilent y mezclador,
modelo 1100 (Agilent Technologies Inc, USA) acoplado a un detector de masas de
cuadrupolo simple MSD-VL, equipado con fuentes de ionizacion intercambiables de
Electroespray (ESI) y de lonizacion quimica a Presion Atmosférica (APCI) (Agilent
Technologies, USA) y un generador de Nitrogeno) que produce la nebulizacion de las
muestras (Agilent nitrogen generator, Agilent Technologies, USA. Las muestras se ingresan
en el sistema cromatografico a través de un inyector Rheodyne 7725i con un loop de 20 pl.
La adquisicion de datos y el control de los distintos modulos instrumentales es realizado con
un programa informético para LC/MSD, Agilent ChemStation Rev. A.10.02.

La preparacion de las soluciones estandares se realizaron por pesada de una cantidad
definida del analito en una balanza marca Metler, (precision £0,0001 g) y llevadas a volumen
en material de vidrio de uso cuantitativo. Las diluciones de las mismas fueron realizadas con
una micropipeta calibrada marca Eppendorf® en matraces volumétricos de 10 ml.
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4.2.1.3-Optimizacion de las condiciones de separacion y deteccion.

Una solucién nominal de 100 ppm de cipermetrina es inyectada en el sistema
separativo utilizando como fase maévil 85:15 de ACN: Agua (0,5%NHAc pH=4, preparado a
partir de HAc y NH,OH, para lo cual el NH4OH se agrega a 1litro de agua calidad HPLC, y
se ajusta el pH hasta el valor de 4 con HAc), en modo isocratico a 0,8 ml/min utilizando
como fuente de ionizacion ESI 'y APCI.

Se exploran distintas opciones de deteccion en funcion de energia de ionizacion, de
presiones de nebulizacion, modos positivo y negativo de trabajo. Se evaldan distintas fases
moviles y flujos de elucion. Con las condiciones optimizadas de la técnica se determina la
linealidad del método y el limite de deteccion, a partir de los iones medidos, por
programacion de un Monitoreo de lon Selectivo (SIM).

4.2.2-Exposicion de Peces a Cipermetrina.

Se trabaja con dos grupos de cinco Pejerreyes adultos cada uno, seis individuos son
expuestos a concentraciones de 0,5 ppb (ug/l de agua) de cipermetrina en agua reconstituida
(USEPA, 2001, 2003) mientras que los cuatro restantes se mantienen en las mismas
condiciones experimentales pero sin el agregado del piretroide. Transcurridas seis horas se
apartan tres ejemplares expuestos y 2 no expuestos, los demas se dejan hasta cumplir el
tiempo de ensayo de 24 horas. En cada muestreo los ejemplares son sacrificados separandose
el higado, el cerebro, la bilis, plasma sangineo y tejido. Este trabajo fue realizado por el Dr.
Pedro Carriquiriborde.

4.2.2.1- Transporte de Cipermetrina en peces expuestos.

Los distintos componentes solidos son unificados (los higados, los cerebros y las
branquias, de los distintos ejemplares expuestos), triturados y extraidos con tres contactos
sucesivos de diclorometano, por sonicacion, los extractos son tratados con sulfato de sodio y
llevados a sequedad en corriente de nitrégeno. Los fluidos biolégicos (bilis, unificadas entre
los distintos ejemplares) son acidificados con HCI al 10%v/v y extraidos con tres contactos
de diclorometano, por agitacion en vortex; siguiendo a continuacién los mismos pasos
metodoldgicos que en el caso de los tejidos. Luego las muestras son resuspendidas en 0,2 ml
de fase movil (ACN:H,O, 85:15), para ser inyectadas en el sistema cromatografico.
Conjuntamente se realizan ensayos de recuperacon sobre las distintas matrices (Ecuacion
3.2.1.4.5).No se realizan cuantificaciones, solo se obtienen resultados, presente/ausente.
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4.2.2.2-Metabolitos de cipermetrina en bilis.

La bilis es extraida siguiendo el protocolo de Edwards et al. (1987), donde un
volumen de bilis se diluye 20 veces con agua destilada y se ajusta a pH=2 con HCI 0,1M.
Luego se extrae con tres contactos de éter etilico (2 Volumenes), los extractos son llevados a
sequedad en corriente de N, y resuspendidos en 0,2 ml de fase movil. Las corridas
cromatograficas se realizan en las condiciones detalladas en la tabla 4.2.2.2.1, con las fuentes
ESIly APCI.

También se analizan muestras de bilis extraidas, sin acidificar, es decir donde la
dilucién inicial se realiza solo con agua destilada y con bilis pura, sin pre-extraer.

Tabla 4.2.2.2.1: Condiciones instrumentales para el la exploraciéon de metabolitos de
cipermetrina en bilis de pejerreyes.

Equipamiento Condiciones
Separacion
Columna separativa Cig de 15 cmx4,6 mm de @
Fase movil ACN : H,0 (0,5 % NH.Ac, preparado tal como

se describi6 anteriormente). Gradiente 30:70
durante 3 minutos, luego lineal hasta 100:0 en

20 minutos.
Flujo 0,8 ml/min
Inyeccion-Loop 20pL

Deteccion

Fuente de ionizacion ESI-modo SCAN positivo
Flujo gas nebulizante 10 I/min (40 Psig)
Temperatura 330°C
Energia de fuente 120 eV

La utilizacion de un gradiente es apropiado para eluir de la columna, con un alto porcentaje
de agua, las sales biliares, para luego separar los distintos compuestos organicos presentes en
la matriz, sin interferencias de estos componentes mayoritarios de la bilis.

4.2.3-Aplicaciones de herramientas computacionales para la identificacion de metabolitos.

En la observacion de los cromatogramas de salida del detector de masas, que usa un
analista, se tienen los ejes del tiempo de retencion y de intensidad del ion, también pueden
obtenerse los espectros de masas de los picos detectados. Esto en realidad constituye un
sistema de tres coordenadas: tiempo, intensidad y tipo de ién (Figura 4.2.3.1). Los distintos
resultados estan en funcion del plano de corte que se utilice de esta terna de datos, por
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ejemplo si un plano a corta al eje tiempo, se obtiene el espectro de masas, que no es otra cosa
que pares numéricos (intensidad, ion) (Figura 4.2.3.1).

Intensidad

A

an

» Tiempo

lones

Figura 4.2.3.1: terna de datos recolectada por el programa ChemStations, a
partir de las detecciones del espectrémetro de masas.

Por lo tanto cuando un analista cuantifica un compuesto por el &rea bajo un pico, lo hace en
base al plano intensidad-tiempo y cuando obtiene un espectro de masas lo hace en el plano
intensidad-lones.

Para el estudio de los metabolitos de exposicion de cipermetrina se trabaja con el
conjunto completo de valores intensidad/tiempo/iones, los mismos son exportados en formato
(**.AlA) a partir del archivo original (**.D) del programa cromatografico, para cada una de
las muestras analizadas. Seguidamente estos conjuntos de valores son procesados con el
modulo ad on XCMS del programa R (The R Project for Statistical Computing, http://www.r-
project.org/). En este procedimiento los iones son agrupados por categorias espectrales de
pertenencia, luego se corrigen los tiempos de retencion de todos los iones por posibles
desplazamientos, propios del sistema separativo y se llenan los “huecos idnicos” tal que los
datos de cada muestra tengan un mismo numero (n), con datos cromatograficos agrupados,
alineados y completos, se analizan aquellos iones que cambian su intensidad en relacién
expuesto/no expuesto por mas 10 veces.

Las salidas del programa XCMS (**.txt), son levantadas en planillas de Excel para se
exploradas con el programa XLStat, por andlisis de componentes principales donde la
variable no métrica es pez expuesto/no expuesto y las variables métricas lo constituyen las
intensidades ionicas, para cada ion. A partir de la informacion de los factores (F) del ACP,
segun los criterios del item 2.5.2 del capitulo Il, se tendrén los iones con méas peso en cada
grupo y su posible relacion con los metabolitos generados en los procesos de
biotransformacion.
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4.3-RESULTADOS Y DISCUSION.

4.3.1-Caracterizacion de las cipermetrina por espectrometria de masas.

La utilizacion de NH;Ac pH=4, como dopante de la fase movil se basa en normas
preexistentes (Shell, 1975) donde la molécula de cipermetrina mejora su comportamiento en
la columna a partir de un entorno iénico apropiado (efecto del par i6nico).

La deteccion realizada con la fuente de APCI, en modo negativo, fue evaluada en las
energias de fragmentacion de 50, 70, 100 y 150 eV, los resultados muestran que la molécula
de cipermetrina se rompe en la union éster que presenta, ain a energias de fragmentacion
bajas, como 50 eV. Esta fragmentacion se asocia a la pérdida de la fraccion aromaética junto al
grupo ciano, también se abserva la relacion de iones caracteristica de moléculas conteniendo
cloro (m/z=206,5; m/z=208,5), por la abundancia isotépica **CI/*’Cl presente en la naturaleza
(McLaffarty, 1993) (Figura 4.3.1.1-a,b). La intensidad de los iones formados es muy
dependiente de la energia del instrumento tal como puede verse por la comparacién de los
cromatogramas en la figura 4.3.1.2, al punto que, a 150eV, los picos cromatogréaficos
préacticamente no se detectan.
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Figura 4.3.1.1: a) espectro de masas para cipermetrina detectada con fuente APCI en modo negativo.
b) ruptura propuesta de la molécula de cipermetrina para el ion base 207 con *Cl.

En el modo positivo de deteccion de APCI, solo a 100 eV se obtiene una deteccién baja, comparada
con los resultados en modo negativo para una misma concentracion del analito, a las otras energias de
deteccion la molécula directamente no se detecta.(Figura 4.3.1.3)
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MSD1 TIC, MS File (PESTIC~1\CIPERM~1\CIPERM02.D+BSB) APCI, Neg, Scan, Frag: 70
APCI, Neg, Scan, Frag: 150
APCI, Neg, Scan, Frag: 50

MSD1 TIC, MS File (PESTIC~1\CIPERM~1\CIPERM03.D)
MSD1 TIC, MS File (PESTIC~1\CIPERM~1\CIPERM04.D)
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Figura 4.3.1.2: comparacion de cromatogramas de cipermetrina, en funcion de las distintas
energias de fragmentacién para fuente APCI. En rojo 150ev, verde 50eV y azul 70ev.
MSD1 TIC, MS File (PESTIC~1\CIPERM~1\CIPPEC01.D) APCI, Pos, Scan, Frag: 70
MSD1 TIC, MS File (PESTIC~1\CIPERM~1\CIPPEC02.D) APCI, Neg, Scan, Frag: 100
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Figura 4.3.1.3: cromatogramas de cipermetrina obtenidos con fuente APCI en modo positivo a

distintas energias de fragmentacion.

La utilizacion de la fuente ESI, en el modo negativo de deteccion, co

cipermetrina mientras que en modo negativo no se observa la apar

mparado con el
positivo, produce resultados menos favorables. A 70eV; en el modo positivo se detecta la
icion de picos
cromatograficos (Figura 4.3.1.4), esto se corresponde con la atmosfera ionica de la molécula 'y
las caracteristicas de la fuente. La ESI tiene menos posibilidades de fragmentacion, a
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diferencia de la APCI, donde la molécula llaga a la camara en estado gaseoso, en un ambiente
quimico, similar al que se da en un espectrometro de masas acoplado a un cromatografo
gaseoso (Niessen et al., 1999). Mayormente la deteccion de iones asociados a la ESI se da por
las asociaciones moleculares relacionadas con la fase mdvil, tal como se observé para el caso
de los esteroides. En comparacion con las fuentes también se produce un desplazamiento de

los tiempos de retencion producto de los volimenes muertos de cada una.

MSD1 TIC, MS File (PESTIC-1\CIPERM-1\CIPPEC50.D+BSB) _APIES, Neg, Scan, Frag: 70
MSD1TIC, MS File (PESTIC~1\CIPERM~1\CIPPEC51.D) API-ES, Pos, Scan, Frag: 70

Norm
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Figura 4.3.1.4: cromatogramas obtenidos con fuente ESI a 70 eV, en modo negativo
(azul) y positivo (rojo).

Cuando se analiza el espectro de masas, mostrado en la figura 4.3.1.5, de la fuente ESI
positivo, se tienen los iones 433 y 435, los mismos corresponden a [M+NH,4]", ya que los
is6topos de menor masa de cada especie quimica **C, *H, Ny *Cl, tienen una masa de 415
umas, al sumarle 18 umas del ion [NH,]", da el valor de 433 umas. Si se consideran los
is6topos de *'Cl se obtiene el i6n 435 umas, ademas aparece la adicion se Na, [M+Na]*, que
se corresponde con una masa de 438 y 440 umas, para las distintas abundancias isotdpicas del
cloro, y de K con masa 454 y 456 umas, todos ellos con la abundancia de C,
consecuentemente se tienen los pares isotépicos *?C y *Cl; *c y*cl, *cy *cl, Bcy¥cl.

Dadas las relaciones componente orgénica:compoente acuosa de la fase movil, donde
existe un bajo contenido de agua, las condiciones de nebulizacion no son tan determinantes,
como en el caso de los esteroides con una componente acuosa del 50%, los valores 6ptimos de
analisis fueron logrados para 10 I/min, 40 psig como presién de nebulizacion y 330°C, como
temperatura del gas de secado.

En funcién de los distintos pardmetros evaluados, las condiciones analiticas fueron
seteadas con los parametros que se muestran en la Tabla 4.3.1.1.
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Figura 4.3.1.5: espectro de masas con la fuente ESI, en modo positivo.

Tabla 4.3.1.1: condiciones de analisis de cipermetrina por HPLC, deteccién Masa.

Equipamiento Condiciones
Separacion
Columna separativa Cig de 15 cmx4,6 mm de @
Fase mavil ACN : H,0 (1 ml de NH4OHconcentrado, ajustado a
pH=4 con HACconcentrado) 85:15, isocratico.
Flujo 0,8 ml/min
Inyeccion-Loop 20uL
Deteccidn
Fuente de ionizacion ESI-modo SIM-positivo, ION 433.
Flujo gas nebulizante 7 1/min (40 Psi)
Temperatura 330°C
Energia de fuente 150 eV

Un cromatograma caracteristico se muestra en la Figura 4.3.1.6. En la separacion
cromatografica no se ha podido lograr unificar los estereoisomeros en un mismo pico
cromatografico, ni tampoco separar los cuatro disteromeros, en las composiciones de fase
movil estudiadas se han obtenido tres picos cromatograficos. Esto hace que la masa del
analito no sea contenida en una sola area, sino que se distribuya en tres picos cromatograficos,
por lo que se espera que los limites de deteccion estén por debajo de los usualmente medidos
para un compuesto por espectrometria de masas en modo SIM, tal como fuera el caso de los
esteroides presentados en el Capitulo I11. La simetria de los picos fue de 0,984, 1,263 y 0,701
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y los ancho de picos respectivos resultaron 0,1826; 0,1345 y 0,1549 respectivamente, segun

muestra el reporte cromatogréfico.

MSD1 TIC, MS File (PESTIC~1\CIPERM~1\CIPPEC54.D) API-ES, Pos, SIM, Frag: 70
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Figura 4.3.1.6: cromatograma caracteristico de cipermetrina en las condiciones

separativas y de deteccion de la Tabla 4.3.1.1, para la mezcla racémica.

4.3.2-Validacion de la técnica analitica de cuantificacion.

La linealidad de cipermetrina se evalUa hasta una concentracién instrumental de 0,45
pg/ml. Para la construccion de la curva de linealidad se toma el area suma del grupo de picos
de la Figura 4.3.1.6. Las areas correspondientes a as soluciones ensayadas se muestran en la

Tabla 4.3.2.1y la curva resultante en la Figura 4.3.2.1

Linealidad de Cipermetrina

Tabla 4.3.1.6: relaciones de 30000
respuestas cromatogréficas en funcion 8§ 25000
de la concentracion. ’ % 20000
Concer}trz:mon Areta ‘g 15000
m cuentas S
(ugf) __(cuentas) S 10000
0,045 2649 << 5000
0,09 4954 0
0,4525 24416 0 0.1 0.4 0.5

2 .
Concentracién (ug/ml)

Figura 4.3.1.6: curva de linealidad de cipermetrina en las

condiciones instrumentales de analisis.
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La curva de linealidad resulta:

Area = (53520,6 + 232,7) x Concentracién + 191,9 + 62,3

r=0,99999 F=52921,1

Los LDy LC, calculados segun las ecuaciones 3.2.1.4.3 y 3.2.1.4.4, respectivamente son:
LD=0,004 pg/mi

LC=0,012 pg/ml

Una valoracion exautiva de la técnica no es desarrollada, ya que la misma se utiliza a fines
comparativos en los items siguientes, sin objetivos analiticos cuantitativos, aun asi es
necesario conocer la respuesta lineal del instrumento y los limites de deteccion.

4.3.3-Seguimiento de la cipermetrina en los distintos drganos de los peces.

Los distintos extractos organicos obtenidos a partir del procedimiento de
pretratamiento detallado en el item 4.2.2.1, son analizados en modo SIM, en las condiciones
instrumentales detalladas en la Tabla 4.3.1.1, para la deteccion de cipermetrina en cada una de
ellas.

En la Figura 4.3.3.1 se muestran los cromatogramas de los higados expuestos y no
expuestos a las 6 horas y en la figura 4.3.3.2 son comparados con el perfil de un patron de
cipermetrina corrido en las mismas condiciones instrumentales. En ella puede observarse, en
los 6rganos expuestos, un claro perfil del piretriode, ya que los tres picos del mismo y sus
relaciones de area, hacen las veces de perfil caracteristico.

Entre las bilis, expuestas y no expuestas, no se observan diferencias en cuanto a la
presencia o no de cipermetrina (Figura 4.3.3.3) en este lapso de tiempo, por lo tanto esta por
debajo del limite instrumental del equipo (sin factores de concentracion, ya que el volumen
final es el mismo que el volumen inicial de trabajo, ya que los volumenes de bilis aportados
por los peces no superaron los 0,8 ml). Para el caso de las branquias (Figura 4.3.3.4) no se
detecta cipermetrina para los limites instrumentales, el cerebro expuesto muestra un
comportamiento similar (Figura 4.3.3.5)

Los resultados para los peces expuestos durante 6 horas, muestran que la mayor
cantidad de cipermetrina es detectada en el higado, en acuerdo con lo reportado por Edwards
et al. (1987), respecto a otros tejidos como el cerebro o las branquias, estas Gltimas resultan de
interés para el estudio de pejerreyes a la exposicion a metales como Cd, Cr y Cu
(Carriquiriborde y Ronco, 2002), mientras que el cerebro contiene un alto contenido de
materia grasa que puede interactuar con los compuestos lipofilicos (Katharios et al., 2004)
aunque este no sea el caso de la cipermetrina. Los ensayos de recuperacion de cipermetrina en
los tejidos bioldgicos fue de 94,5+4% (n=3) y en los fluidos de 96,1+5% (n=3).
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La cipermetrina como tal, luego de 24 horas de exposicién, no es detectada en ninguno
de los tejidos biologicos citados anteriormente ni en la bilis como tal.
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Figura 4.3.3.1: Higados expuestos y no expuestos (Blanco) durante 6 horas.
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Figura 4.3.3.2: Higados expuestos y no expuestos (Blanco) durante 6 horas, comparados
con un patrén de cipermetrina (STD de ciper.)
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Figura 4.3.3.3: Bilis expuestas y no expuestas (Blanco) durante 6 horas.
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Figura 4.3.3.4: Branquias expuestas y no expuestas (Blanco) durante 6 horas.
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MSD1 TIC, MS File (PESTIC~1\BILIS\CI24-004.D) API-ES, Pos, SIM, Frag: 70
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Figura 4.3.3.5: Cerebros expuestos y no expuestos (Blanco) durante 6 horas.

4.2.4-Caracterizacion de metabolitos de cipermetrina en bilis de pejerreyes.

En un primer paso se repiten las condiciones de extraccion de bilis (de peces expuestos
por 24 horas) propuestas por Edwards et al. (1987), donde la misma es diluida en medio acido
y extraida con éter etilico. Las inyecciones de estos extractos resuspendidos en fase mavil, en
las condiciones instrumentales detalladas en la Tabla 4.2.2.2.1, para la fuente ESI en modo
negativo, mostraron la aparicion de 531 iones, en la Tabla 4.2.4.1 se muestran las mayores
diferencias entre expuestos y no expuestos.

Tabla 4.2.4.1: iones que mayor diferencia de intensidades representan entre
expuesto/no expuesto, para fuente ESI, modo negativo segiin XCMS.

lon tr (segundos) relacion exp/no exp.
606 559 387,6
607 559 37,3
608 559 285,3
609 559 474

El hecho que los iones correspondan a un mismo tiempo de retencion indica que son
relacionados a una misma molécula, mas aun en este caso dadas las diferencias de 2 unidades
de masas entre ellas y la relevancia de los iones, indican que la molécula tiene cloro. Una
comparacion entre dos cromatogramas de uno de los peces expuestos y uno no expuesto se
muestra en la Figura 4.2.4.1.
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Figura 4.2.4.1: cromatograma de extractos de bilis de uno de los peces expuestos comparado con uno
no expuesto, en modo SCAN negativo. En zoom se muestra el pico de intensidad relevante obtenido
por exploracion de la terna de datos.

Si sobre el mismo conjunto de datos se realiza un ACP, eliminando aquellos iones
cuyo cociente de intensidades promedio esta en el rango 0,1-10, que corresponde a aquellos
iones que se han deprimido méas de diez veces o0 que se han exaltado mas de diez veces,
conforme a los criterios de la metabolomica (Smith et al., 2006; Benton et al., 2008). Estos
resultados se muestran en la Tabla 4.2.4.2.

Tabla 4.2.4.2: andlisis de componentes principales sobre el
conjunto de datos con iones exaltados o deprimidos 10 veces
entre las bilis provenientes de peces expuestos y no expuestos

Rétulo

i6n/tiempo Fl1 F2

M959T657 0,885 -0,449
M699T600 0,145 0,976
M648T598 0,308 0,817
M704T558 0,991 0,081
M368T754 0,127 0,874
M171T203 0,206 0,966
M447T459 0,456 0,887
M609T560 0,987 -0,141
M722T560 0,962 -0,270
M607T559 0,998 -0,054
M720T559 0,999 -0,042
M606T559 0,996 -0,087
M608T559 0,996 -0,088
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El ACP, a través de los pesos de los distintos iones, en el primer factor indica que los
iones prevalentes estdn para el tiempo de retencion de 558-600 segundos, es decir que
corresponden a un espectro de masas de un pico en ese entorno de tiempo de retencién
cromatografico, en acuerdo a lo obtenido con el programa XCMS. Incluso el ACP detecta
iones que no son destacados por el XCMS, pero sobre los cuales no se pueden asignar
estructuras definidas.

Una exploracion manual del espectro punto a punto resultaria, no solo tediosa, sino
también poco objetiva a la hora de comparar los espectros de masas, tal como muestran los
cromatogramas de la figura 4.2.4.1, incluso aparecen picos, en la bilis de pejerreyes
expuestos, que en realidad no corresponden a compuestos generados, sino mas bien a una
depresion de metabolitos enddgenos tal como muestra la figura 4.2.4.4, mas aln si se tiene en
cuenta que los iones obtenidos corresponden al promedio de muestras por triplicado, de
alguna manera se esta contemplando la variabilidad de respuestas biologicas de los sistemas
vivos, tanto de los expuestos como de los blancos. En la Figura 4.2.4.2 se muestra un espectro
de masas del pico de tiempo de retencion 599 segundos, explorado a partir de la informacién
de latabla 4.2.4.1.
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Figura 4.2.4.2: espectro de masas para el pico cromatografico de mayor cambio,
en el promedio de respuestas en las bilis de peces expuestos/no expuestos.

El programa R interpreta estas diferencias en una serie de graficas, en funcion de los distintos
tiempos de retencién, tal como pueden verse en las figuras 4.2.4.3y 4.4.4.
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Figura 4.2.4.3: lones m/z 607 y 606, identificados por andlisis de la terna de datos, por exaltacion en
los peces expuestos.
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Figura 4.2.4.4: lones m/z 769 y 524, identificados por analisis de la terna de datos, por depresion en
los peces expuestos.

El manejo de los datos espectrométricos en forma estadistico matematica permite,
ademas de identificar las exaltaciones, relacionadas con metabolitos propios de la molecula de
exposicion, la depresion por parte de metabolitos endégenos, como una respuesta fisiologica
interna ante la accién de un agente xenobi6tico.

Este conjunto de iones exaltados, que segun las figuras 4.2.4.3, en el caso de los
blancos (no expuestos) su nivel es nulo, corresponde a la molécula de cipermetrina oxidada y
esterificada por una molécula de acido glucurénico (Figura 4.2.4.5). La misma al ser
detectada en modo negativo se detecta como [M-H], de masa 606, para los is6topos mas
livianos de **Cly de **C, para *’Cl y '*C, 608, como més intensos por la abundancia isotépica
de *2C respecto a *C, los otros iones 607/609 corresponden a las combinaciones del *3C con
los distintos isétopos del CI.
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Figura 4.2.4.5: molécula de metabolito biotransformado de cipermetrina, solubilizado en la bilis
de peces expuestos. El i6n molecular medidoen fuente ESI (negativo) corresponde a la pérdida de
un atomo de hidrégeno como H™.

Un andlisis, del mismo tipo, realizado sobre los extractos de la bilis en modo
positivo de la fuente ESI, sobre un total de 488 iones formados, se muestra en la Tabla
4.24.3.

Tabla 4.2.4.3: iones que mayor diferencia de intensidades representan entre
expuesto/no expuesto, para fuente ESI, modo negativo.

lon tr (segundos) relacion exp/no exp.
625 559 55
626 559 37
627 559 49
628 559 18

Los mismos se corresponden con la especie molecular presentada en la figura 4.2.4.5, sobre la
cual se ha adherido una molécula de amonio, para dar el ion [M+18]". Los cromatogramas
superpuestos se muestran en la figura 4.2.4.6.
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Figura 4.2.4.6: cromatograma de extractos de bilis de uno de los peces expuestos comparado con uno
no expuesto, en modo SCAN positivo. En zoom se muestra el pico de intensidad relevante obtenido por
exploracion de la terna de datos
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Como se observa de la comparacion, en este caso la exploracion manual resultaria
extremadamente dificultosa. A partir del tiempo de retencion establecido, como aquel que
contiene los iones caracterizados, se explora dicho entorno cromatografico y el espectro de
masas obtenido es compatible con la especie quimica esperada. (Figura 4.2.4.7)
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Figura 4.2.4.7: Espectro de masas para el tiempo de retencion de 559 segundos,
en funcion de los resultados de la Tabla 4.2.4.3.

El mismo procedimiento es aplicado sobre las muestras de bilis sin pre-tratamiento de
extraccion, las cuales son acidificadas con HCI al 10% e inyectadas en el cromatografo. En
estas condiciones, ademas de los iones detectados aplicando la metodologia de Edwards et al.
(1987), por extraccion con éter etilico, se observa la aparicion de un grupo de iones de tiempo
de retencion de 681 segundos, en modo negativo con m/z de 510 y 512 para la deteccién
negativa de la fuente ESI, tal como lo muestra la Figura 4.2.4.8.

Extracted lon Chromatogram: 511.8 - 511.9 m/z Extracted lon Chromatogram: 509.8 - 510 m/z
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Figura 4.2.4.8: salidas del programa R, a partir de la terna de datos generados en modo SCAN, en
fuente ESI modo negativo, para bilis acidificadas e inyeccidn directa.
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Un ACP realizado, sobre los iones £10 veces intensos, es mostrado en la Tabla 4.2.4.4, En
ella se distinguen tanto el grupo de iones encontrados a partir de los extractos etéreos y
también aparecen como significantes los iones de m/z de 510 y 512.

Tabla 4.2.4.4: analisis de componentes principales sobre la tena de datos
intensidad/tiempo/ion, para aquellos iones que superen o depriman la intensidad
promedio entre los ejemplares expuestos/no expuestos.

F1 F2
M509T349 0,561 0,404
M690T445 0,619 0,369
M258T314 0,553 0,420
M257T320 0,633 0,343
M275T437 0,714 0,267
M303T427 0,631 0,358
M183T380 0,723 0,248
M943T574 0,853 0,146
M939T573 0,819 0,169
M609T560 0,858 0,136
M608T559 0,927 0,066
M512T681 0,898 0,000
M510T681 0,879 0,003
M607T559 0,906 0,086
M606T560 0,919 0,078
M977T573 0,818 0,161

Estas iones son relacionados con el metabolito sulfatado de la cipermetrina oxidada en
la posicién 4 del anillo aromético (Figura 4.2.4.9), el mismo, para los atomos de **Cl y de
12C, tiene una masa molecular de 511, que en modo negativo pierde un proton para dar el
valor de 510 umas, para la combinacién *’Cl y *2C, se tiene masa 513, que en modo negativo
es medida como m/z 512.
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Figura 4.2.4.9: metabolito biotransformado de cipermetrina por adicion de sulfato, solubilizado en la
bilis de peces expuestos, detectados en modo negativo de ESI, en la bilis inyectada directamente en el
equipo.

Una comparacion cromatografica de una bilis expuesta y una no expuesta se exibe en
la figura 4.2.4.10.
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Figura 4.2.4.10: cromatograma de bilis proveniente de un pejerrey expuesto y no expuesto, inyectadas
tal cual, en modo de deteccion SCAN negativo de la fuente ESI. Con la flecha se marca el lugar del
metabolito sulfatado por tiempo de retencion.

En ella queda demostrado que seria muy dificil encontrar el ién por simple inspeccion del
cromatograma. Los mismos extractos son inyectados en modo positivo de deteccion, pero ni
el ACP ni el programa XCMS muestran iones relacionados con este metabolito, lo cual indica
que la condicion optima de deteccion es en modo negativo. En funcion de los resultados
obtenidos puede decirse que el metabolito glucurinado esta en mayor proporcién respecto al
sulfatado. En las condiciones de corrida y deteccion utilizadas en el presente trabajo, y para
los pejerreyes, no se detectan los deméas metabolitos reportados por Edwards et al. (1987),
para Salmo gairdneri.

4.2.5-Propuesta analitica de los metabolitos detectados.

En la figura 4.2.5.1 se presenta un ACP realizado con los iones que “aparecen” en los
pejerreyes expuestos respecto a los no expuestos, para los cromatogramas producto de la
inyeccion directa de bilis en modo negativo. En este gréfico se observa como el primer factor
es determinante en la clasificacion, conteniendo mas del 94% de la varianza total, ademas los
no expuestos presentan una baja dispersion entre ellos, a la izquierda del F1, mientras que los
expuestos, si bien estan todos situados a la derecha de este factor, presentan una mayor
dispersidn, lo que puede relacionarse con la respuesta variable de cada organismo frente a la
exposicion de un agente quimico externo, si bien la tendencia es la misma, lo que cambia es la
intensidad de respuesta.

En la figura 4.2.5.2 se presenta un cromatograma de una corrida en modo SIM
negativo programado con los iones de los metabolitos m/z de 606, para el glucuronido, y 510
para el sulfato.
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Observaciones (ejes F1y F2: 99,24 %)
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Figura 4.2.5.1: ACP, sobre terna de datos de pejerreyes expuestos y no
expuestos, en modo SCAN negativo. A la izquierda del F1, no expuestos,
a la derecha de F1, expuestos.
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Figura 4.2.5.2:deteccion SIM, negativa, programada de los metabolitos detectados e identificados.
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4.3-CONCLUSIONES

La cipermetrima es mayormente transportada hacia el higado de los pejerreyes, para su
biotransformacion y consiguiente excrecion, por lo tanto la bilis es de especial interés en el
estudio de los procesos de metabolizacion de este compuesto.

La utilizacion del conjunto completo de datos tiempo/intensidad/ién, provenientes del
espectrometro de masas, aporta mucha mas informacion que los pares cartesianos por
separado, tan utilizados en anélisis cuantitativos de rutina. Para este procesamiento numérico,
el programa XCMS de R, es una herramienta de mucha practicidad, que al trabajar sobre
réplicas de un mismo ensayo, produce resultados confiables y representativos, ademas el uso
complementario de los anélisis multivariados, ayuda en la identificacién de los iones con
mayor variacién en la intensidad espectrométrica, ponderados a través del peso de los
coeficientes de los distintos factores del ACP.

La aplicacion de estas metodologias integradas ha permitido identificar los metabolitos
mayoritarios de cipermetrina en pejerreyes, siendo ellos los derivados hidroxilados en el
carbono aromatico 4"de la molécula parental, los cuales se encuentran bajo la forma de ésteres
glucuronicos y sulfatos, solubilizados en la bilis para su posterior excrecion. Desde el punto
de vista operativo, la presencia de atomos de cloro en la molécula, aporta al momento de su
identificacion.

A partir de estos biomarcadores de exposicion, determinados via HPLC-MS en las
condiciones de programacion SIM, pueden determinarse la toxicodinamia y la toxicocinética
de la cipermetrina. Con esta informacion puede estudiarse, ante un evento ambiental que
involucre a este piretroide, si el mismo ha llegado a los cuerpos de aguas superficiales, ya sea
por la medicion de estos metabolitos en peces propios del lugar o por exposicion de pejerreyes
de laboratorio en jaulas, en los medios acuaticos de interés, comparando los perfiles idnicos
obtenidos con iguales especies sin exponer. Es muy importante considerar los metabolitos
enddgenos que varian su distribucién, ante la accion de un xenobiotico, ya que los mismos
pueden ser considerados como agentes de respuesta no especifica. Si se elaboran bases de
datos de los iones que regularmente se detectan en ejemplares no expuestos con sus
intensidades respectivas, al exponer peces de la misma especie, a condiciones ambientales
desfavorables, estos perfiles metabdlicos veran modificada su distribucion y el grado de esta
alteracion puede considerarse como una respuesta a contaminacion, siempre y cuando se
trabaje sobre el conjunto completo de resultados espectrométricos.

La herramienta de busqueda de metabolitos puede extenderse a otro tipo de sustancias
quimicas, siempre y cuando pueda conocerse el sitio de mayor actividad biotransformadora o
de bioacumulacion del compuesto en estudio.
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