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EDITORIAL

Toxicologia y reproduccion

La reproduccion humana comprende un area que incluye un numero amplio de disciplinas,
como la endocrinologia, la biologia celular la fisiologia, anatomia, biologia del desarrollo, la bio-
quimica y la biologia molecular. Debido a que el proceso reproductivo es critico para la perpe-
tuacién de cualquier especie de organismo, los factores o agentes que alteran o interrumpen
este proceso pueden producir consecuencias devastadoras.

Hoy sabemos que tales agentes pueden provenir de muy distintas fuentes, que pueden ser
farmacolégicas, ambientales y naturales, y ademas implican una diversidad estructural quimica
inmensa. Ademas, los efectos pueden producirse a través de la accién individual o en combi-
nacion y pueden suponer un mecanismo unico o multiples etapas en un tejido o sistema. Como
tal, es dificil imputar de una sola accién o efecto a una determinada sustancia. Debido a esto
es que la toxicologia experimental provee la base racional para determinar la extension, mag-
nitud y severidad de una exposicion a determinados compuestos bajo estudio.

Mas importante es, y esto se deriva de muchos estudios toxicolégicos recientes, que hay un
creciente numero de ejemplos que muestran que la exposicion a téxicos en determinadas eta-
pas del desarrollo resultan en efectos a largo plazo que se expresan en la madurez sexual y la
adultez. Ciertos sistemas u érganos son mas susceptibles a los toxicos durante estos periodos
de desarrollo. Es muy importante reconocer que no solo los adultos sino entonces también los
nifnos e incluso el feto en desarrollo son blancos potenciales de la agresion toxica. La exposi-
cion durante estos periodos “sensibles” altera el desarrollo normal, resultando en efectos
inmediatos 0 agudos como también subsecuentemente compromete la fisiologia normal y la
funcién en la vida que sigue.

Algunos procesos biolégicos son comunes a ambos sexos, sin embargo otros son exclusivos
de uno de ellos y esto requiere de una comprension aun mas profunda de los procesos toxico-
reproductivos, si se quiere evaluar las acciones especificas. La reproduccion es un proceso fisio-
I6gico complejo que involucra a varios sistemas de 6rganos como el neuroendocrino, el tracto
reproductivo, los drganos sexuales accesorios y las gonadas. Todos estos sistemas actuan de
manera coordinada para asegurar la fertilidad en ambos sexos. La infertilidad o el compromiso
de la funcién reproductiva puede ocurrir en un érgano determinado, como en las gbnadas, o en
un numero amplio de puntos dentro de sistemas de érganos, tales como los centros neuroen-
docrios, que en ultima instancia afectan la reproduccion por un mecanismo alternativo. Por ulti-
mo, es preocupante encontrar efectos toxico-reproductivos para una variedad de sustancias a
las cuales el ser humano esta expuesto de modo masivo por vias como la dieta, la ocupacion
o los habitos. El campo de accién de esta apasionante rama de la Toxicologia debe compren-
der incluso a aquellas sustancias quimicas con actividad hormonal o antihormonal. El
conocimiento generado dentro de las disciplinas que estudian la reproduccion aportard a las
soluciones que la Toxicologia de la reproduccion plantee para muchos de los grandes proble-
mas toxicolégicos que hoy enfrenta la humanidad y muestra con claridad su naturaleza multi-
disciplinaria.

G.D.C.
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SCREENING GENOTOXICO DE HIERBAS MEDICINALES UTILIZADAS
EN LA MEDICINA TRADICIONAL ARGENTINA

(*) Andrea Gadano’;.Alberto Gurni2 . y. Marta Ana Carballo’.

1 - CIGETOX - Citogenética Humana y Genética Toxicoldgica, Departamento de Bioquimica Clinica.
2 - Catedra de Farmacobotanica. Departamento de Farmacologia. Facultad de Farmacia y Bioquimica.
Universidad de Buenos Aires.

Andrea B. Gadano. Facultad de Farmacia y Bioquimica - CIGETOX - Depto. Bioquimica Clinica
Junin 956 (1113) - Buenos Aires. - Argentina
Tel: (5411) 5950-8707 (trabajo). Fax: (5411)-5950-8694. e-mail: abgadano @yahoo.com.ar

RESUMEN. Gadano, A.;.Gurni, A.y Carballo, M. A. Screening genotoxico de hierbas medicinales utilizadas en la medici-
na tradicional argentina. Acta Toxicol. Argent. (2004) 12 (1): 2-8 En los Ultimos afos se ha vuelto a las plantas en busca
de nuevos principios activos, ya que desde el comienzo de la medicina fueron ellas las que proveyeron las estructuras bases
para numerosos medicamentos. Entre los principios activos de origen vegetal mas utilizados en terapéutica se pueden citar
Chenopodium multifidum L.(Chenopodiaceae); Lithraea molleoides Vell. Engl. (Anacardiaceae); Styphnolobium japonicum L
Schott. (Fabaceae); Prosopis alba Gris (Mimosaceae); Schkuhria pinnata (Lam.) O.K. (Asteraceae); Solanum sysimbriifolium
Lam. (Solanaceae). En el presente trabajo se propone estudiar a los mismos a nivel genotéxico mediante el ensayo de screening:
Electroforesis de una sola Célula. En la electroforesis de una sola célula (ensayo del cometa) se analiza directamente el mate-
rial genético de las células de interés. De esta manera, en primera instancia, resulta ser una metodologia rapida y sencilla para
la deteccién de posibles mutdgenos evidenciados por la induccién de roturas en la doble hélice del ADN.

En el screening genotoxico realizado sobre seis especies diferentes de plantas medicinales Argentinas mediante la electro-
foresis de una sola célula, se determiné que cuatro de ellas indujeron dafio al ADN. Las plantas que indujeron roturas doble y
simple cadena fueron: Chenopodium multifidum (paico); Schkuhria pinnata (canchalagua); Solanum sisymbriifolium (espino co-
lorado) y Lithraea molleoides (molle de beber).

ABSTRACT. Gadano, A.;.Gurni, A. and. Carballo, M. A. Genotoxic screening of medicinal herbs used in argentinean folk
medicine. Acta Toxicol. Argent. (2004) 12 (1): 2-8 Herbal medicines have became a popular form of therapy. Patients who
are self-medicated with herbs for preventive and therapeutic purposes may assume that these products are safe because they
are “natural”, but some of their products can cause adverse effects or have the potential to interact with other drugs. Some com-
mon herbs of the Argentinean traditional medicine are: Chenopodium multifidum L.(Chenopodiaceae); Lithraea molleoides Vell.
Engl. (Anacardiaceae); Styphnolobium japonicum L Schott. (Fabaceae); Prosopis alba Gris (Mimosaceae); Schkuhria pinnata
(Lam.) O.K. (Asteraceae); Solanum sysimbriifolium Lam. (Solanaceae). The single cell gel electrophoresis detects DNA strands
breaks, alkali labile sites and incomplete excision repair events in individual cells; is a rapid and sensitive method for the detec-
tion of DNA damage induced in vitro or after environmental and occupational exposures. The aim of the present work is to eval-
uate the potential genotoxic effects of the aqueous extracts of the mentioned medicinal herbs by the Single Cell Gel
Electrophoresis as a screening test. Our results shows that four of the six plants evaluated induced double strand and simple
strand breaks in the DNA. The ones that interact with the genetic matherial were: Chenopodium multifidum ("paico"); Schkuhria

pinnata ("canchalagua"), Solanum sisymbriifolium ("espino colorado") and Lithraea molleoides ("molle de beber").

Palabras clave: medicina alternativa; plantas medicinales; genotoxicidad, ensayo del cometa.
Key words: traditional medicine; medicinal herbs; genotoxicity; comet assay.

INTRODUCCION

En los ultimos anos ha retornado el interés por las
plantas medicinales en busqueda de nuevas es-
tructuras bioactivas, ya que desde el comienzo de
la medicina fueron ellas las que proveyeron las es-
tructuras bases para numerosos medicamentos.
Cabe recordar que la salicina y el acido salicilico,
aislados de la corteza del sauce (género Salix),
fueron los precursores no sélo de la aspirina sino
también del ibuprofeno.

Del total de las prescripciones (recetas médicas) con-
feccionadas en el primer mundo, alrededor del 25%
de las mismas corresponde a principios activos con-
tenidos en plantas superiores y este porcentaje se
ha mantenido constante en los Ultimos 10 afos.
Generalmente la actividad farmacolégica de las
hierbas medicinales se asocia con la toxicidad de
las mismas y el efecto téxico inducido depende de
la dosis consumida. Por esto resulta atractivo estu-
diar las plantas toxicas como fuente de productos
bioactivos.

(*) Autor a quien dirigir la correspondencia

Entre las plantas medicinales argentinas de reco-
nocida actividad farmacoldgica, podemos citar las
siguientes: Chenopodium multifidum L.; Lithraea
molleoides; Styphnolobium japonicum; Schkuhria
pinnata; Prosopis alba; Solanum sysimbriifolium
(Tabla 1).

Los compuestos quimicos presentes en las plan-
tas medicinales pueden interactuar directa o indi-
rectamente con el ADN, produciendo cambios que
afectan el funcionamiento celular y que a largo pla-
Zo causan trastornos en la salud. De ahi la impor-
tancia de detectar en sus etapas iniciales, la ac-
cion sobre el material genético.

En estudios de genotoxicidad, las técnicas de elec-
cion deben ser capaces de detectar tanto el dafo
como la reparacion consecuente al material gené-
tico en células individuales.

Uno de los ensayos utiles para la deteccion de da-
fo de simple y de doble cadena al ADN es la Elec-
troforesis de una Sola Célula (Ensayo del Come-
ta), donde se evaluan los niveles de dafio y repara-
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Nombre Botanico

Nombre Vulgar

Usos Etnofarmacolégicos

Chenopodium multifidum L. Paico

(Chenopodiaceae).

Antihelmintico, laxante, abortivo.

Lithraea molleoides Vell. Engl.
(Anacardiaceae)

Molle de beber

Diurético, antiartritico, tdnico, hemostatico.

Styphnolobium japonicum L Schott. Sofora

(Fabaceae)

Antimicrobiano (uso externo).

Prosopis alba Gris. (Mimosaceae)

Algarrobo blanco

Trastornos oculares, alimentarios (semillas).

Schkuhria pinnata (Lam.) O.K.
(Asteraceae)

Canchalagua

Agente lipolitico.

Solanum sysimbriifolium Lam.
(Solanaceae)

Espino colorado

Abortivo.

Tabla 1. Usos etnofarmacoldgicos de plantas medicinales de consumo habitual en la Republica Argentina.

cion al ADN en poblaciones celulares, sin la nece-
sidad de trabajar con células en proliferacion. Es
un sistema potencialmente sensible para eviden-
ciar dafo genotoxico inducido.

Una gran ventaja de este método es la posibilidad
de obtener informacion del dafo inducido en célu-
las aisladas. La mayoria de los métodos usados
comunmente para detectar el dafo al material ge-
nético son capaces de dar una respuesta prome-
dio. En poblaciones celulares heterogéneas, los
valores promedios no son de utilidad para describir
el efecto de una sustancia determinada. Esto es
especialmente cierto en casos donde se encuentra
diferente susceptibilidad en la respuesta a una
droga.’

El fundamento de la técnica consiste en lisar las
células de interés, embebidas en un gel de agaro-
sa sobre un portaobjetos, por medio de detergen-
tes y altas concentraciones de sal. Posteriormente,
el ADN liberado sera sometido a la accion de un
campo eléctrico a pH neutro.2 En las células en las
que exista incremento del dano al ADN se forma-
ran pequenos fragmentos. Estos, al ser sometidos
a una corriente eléctrica, tendran la propiedad de
penetrar en la malla de agarosa migrando, de esta
manera, hacia el anodo.

La capacidad del ADN de migrar hacia el anodo
dependera del tamano de los fragmentos genera-
dos por la lesiéon. Por medio de la coloracién con
bromuro de etidio (colorante con afinidad por el
ADN), daran la imagen de pequefos cometas. El
largo del cometa se incrementa con el dafio induci-
do a la doble hélice del ADN.

Teniendo en cuenta lo antedicho y sobre la base
de los datos referidos en la literatura en lo que a
toxicidad de las plantas medicinales se refiere, el
objetivo del presente trabajo es estudiar el poten-
cial efecto genotdxico de diferentes especies de

Plantas Medicinales de consumo masivo en la
Republica Argentina mediante el ensayo de elec-
troforesis de una sola célula como método de
screening.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

e Lithraea molleoides Vell. Engl. (Anacardiaceae)
Nombre vulgar: Molle de beber.

e Styphnolobium japonicum L. Schott. (Fabaceae)
Nombre vulgar: Sofora.

e Schkuhria pinnata (Lam) O.K. (Asteraceae)
Nombre vulgar: Canchalagua.

* Prosopis alba Gris (Mimosaceae) Nombre vulgar:
Algarrobo blanco.

e Solanum sysimbriifolium Lam. (Solanaceae)
Nombre vulgar: Espino Colorado.

e Chenopodium multifidum (Chenopodiaceae)
Nombre vulgar: Paico.

Preparacion de los Extractos Acuosos
(Infusién y cocimiento)

La infusion y el cocimiento son formas farmacéuti-
cas extemporaneas preparadas por la accion de
agua hervida sobre pequefios fragmentos secados
al aire de hojas y ramas de la planta, acom-
panadas generalmente por frutos y flores.

En el caso del cocimiento, los principios activos
son extraidos por ebullicion en agua durante 10
minutos. Mientras que en el caso de la infusion, la
extraccion se realiza por el agregado de agua her-
vida a los fragmentos de la planta, dejandola ac-
tuar también en este caso, durante 10 minutos.
Posteriormente a su preparacion las soluciones
(10%p/v) fueron esterilizadas por filtracion (filtro:
0,22 pm). Se realizaron las diluciones de las pre-
paraciones a evaluar, las cuales fueron de: 10;
100; 1000 y 10000 pg de planta/ml.
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Exposicion de las Células a los Extractos

Se obtuvo sangre entera de 3 dadores sanos por
puncién venosa en jeringa previamente heparini-
zada en condiciones de esterilidad. Se colocaron
10 pl de sangre en 1 ml de medio de cultivo: RPMI-
1640 (GIBCO), al que se adicioné el extracto acuo-
so de la planta a evaluar en la correspondiente
concentraciéon. Se incubaron durante 3 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente fueron cen-
trifugados y el botén celular fue resuspendido en
50 pl de medio de cultivo, para realizar la determi-
nacién de viabilidad mediada por fluorocromos y el
ensayo de electroforesis de una sola célula.

Estudio de Viabilidad Celular Mediado por
Fluorocromos

Con la finalidad de detectar si los efectos sobre el
ADN analizados por medio del Ensayo del Cometa
se hallaban acompafnados de efectos citotdxicos,
la viabilidad celular fue determinada por medio del
colorante vital diacetato de fluoresceina (FDA)/bro-
muro de etidio (BrEt).> Se preparé una solucion
fresca de FDA (30ul) en acetona (5 mg/ml), BrEt
(200 pl) en buffer fosfato (200 pg/ml), agregandole,
por ultimo 4,8 ml. de buffer fosfato.

La sangre entera de los dadores fue centrifugada
después de la exposicion a los extractos acuosos
y 25 pl del pellet fueron resuspendidos con 25 pl
de la solucion colorante. Se realizaron extendidos
sobre portaobjetos y se protegieron con cubreob-
jetos. La viabilidad fue chequeada inmediatamente
después del tratamiento.

Las células viables se visualizaron de color verde
fluorescente, mientras que los nucleos tefidos de
color naranja son indicativos de muerte celular. Se
contabilizaron 200 células por individuo / extracto /
concentracion.

Electroforesis de una sola Célula

La técnica* fue realizada sobre portaobjetos esme-
rilados, los cuales fueron cubiertos por una fina capa
de 100 pl de agarosa de punto de fusiéon normal al
0,5% disuelta en buffer fosfato libre de calcio y mag-
nesio. Posteriormente los preparados fueron cubier-
tos con cubreobjetos y llevados durante 10 minutos
a 4°C hasta lograr la solidificacion de la agarosa.
Se tomaron entre 30000-200000 células (25 pl de
la suspension celular) control y tratadas con los
diferentes extractos de los distintos dadores, en las
respectivas concentraciones y fueron suspendidas
en 10 pl de buffer fosfato y 75 pl de agarosa de ba-
jo punto de fusién al 0,5%. Posteriormente, se re-
movié el cubreobjeto y se colocd la suspension
celular sobre la primera capa de agarosa. Nueva-
mente se colocd el cubreobjetos para lograr una
homogénea dispersion de la agarosa. Se incubd a
4°C hasta solidificacion. A continuacion se retir6 el
cubreobjetos y se colocé una tercera capa de una
solucidon de agarosa de bajo punto de fusién al
0,5%. Se incubaron las laminillas hasta solidifi-
cacion a 4°C durante 10 minutos y se retird poste-
riormente el cubreobjetos.

Una vez finalizada la preparacion de los extendi-
dos, se los sometid a la accion de una solucion de
lisis (Stock: NaCl 2,5M; NazEDTA 100 mM; Tris 10
mM; Lauril sarcosinato de sodio 1%. Solucion de
trabajo: 40 ml sol. Stock + 400 pl Tritdon x-100 + 5
ml DMSO) en frio. Se los incubd 1 hora a 4°C. A
continuacion, se colocaron los preparados en una
cuba de electroforesis horizontal, en la cual se in-
cubaron con buffer de corrida (1ImM Na:EDTA -
300mM NaOH pH=13) durante 20 minutos, para
lograr el desenrollamiento de la doble hebra de
ADN. La electroforesis se llevé a cabo a tempera-
tura ambiente durante 20 minutos a 25 volts. Lue-
go, los preparados fueron lavados con buffer Tris
de neutralizacién, para eliminar los restos de de-
tergentes y alcalis que pudieran interferir con la co-
loracion fluorescente. Posteriormente, se colorea-
ron con 50 pl de bromuro de etidio en una solucion
de 2 pg/ml en agua destilada y fueron cubiertos
con cubreobjetos. Cabe aclarar que todo el proce-
dimiento descripto se llevd a cabo bajo luz amarilla,
para evitar el dano adicional al ADN que se pueda
generar durante el desarrollo de la metodologia.
El andlisis microscopico de los preparados se reali-
z6 en un microscopio epifluorescente con filtro de
excitacion de 505-560 nm con luz de mercurio de
100 w y filtro de barrido de 590 nm. La cuantifica-
cion del dafo se realizé midiendo el largo de 100
cometas sucesivos (50 cometas / preparado / con-
centracion / preparacion / individuo, realizando la
cuantificacion por duplicado) por medio de un ocu-
lar graduado.

Otro punto importante de aclarar, es que para ca-
da tratamiento realizado, se incluyeron controles
positivos y negativos. El control positivo utilizado
fue peroxido de hidrégeno 50 pM. Dicha sustancia
es altamente oxidante e induce en el ADN roturas
doble y simple cadena y sitios alcali labiles. El con-
trol negativo fue agua destilada, diluyente utilizado
en la preparacion de los extractos.

Los resultados obtenidos fueron analizados esta-
bleciendo la categoria de dafo hallada en cada in-
dividuo por cada concentracion de extracto ensa-
yada. Se establecieron cuatro categorias de dafio,
dependiendo del largo total del cometa: bajo (<20
pm); medio (20-40 pm); alto (40-80 pm) y células
totalmente dafiadas (>80pm). Una vez establecido
el porcentaje de células en cada categoria, se cal-
culd el Indice de Dafio (N), por cada individuo, por
cada concentracidon ensayada.

N=N°cél Cat | + 2xN°cél Cat Il + 3xN°cél Cat lIl + 4xN°cél Cat IV
Una vez calculado el Indice de dafo (N), se proce-
did al analisis exploratorio de los datos mediante el
test de Varianza (ANOVA) de medidas repetidas. 5 ©

RESULTADOS

Como se puede observar en los siete tratamientos
realizados, la viabilidad obtenida fue mayor al 70%.
De esta manera, se asegura que de existir dafo al
ADN, este sera por interaccion de los principios ac-
tivos con el material genético y no por lisis o des-



Acta Toxicol. Argent. (2004) 12 (1): 2-8

o Viabilidad (%)
anta (valores promedios de los individuos analizados)

Control positivo | Control negativo | 1 pg/ml. | 10 pg/ml. [ 100 pg/ml. (1000 pg/ml.

(H202) (H20)

Ch. multifidum 32,33 81,33 86,33 85,66 80,33 74,66
(cocimiento)
Ch. multifidum 32,33 81,33 81,00 70,33 81,50 78,50
(infusién)
L. molleoides 32,33 81,33 87,00 85,00 86,50 87,00
S. japonicum 32,33 81,33 84,66 77,33 77,00 73,00
S. pinnata 32,33 81,33 79,66 83,33 75,00 84,00
P alba 32,33 81.33 84,00 76,66 74,33 73,66
S. sysimbriifolium 32,33 81,33 84,00 87,00 86,00 86,50

Tabla 2. Efecto de los Extractos Acuosos de Diferentes Plantas Medicinales sobre la Viabilidad Celular.

truccién de las membranas celulares (Tabla 2).

Los resultados obtenidos en la evaluacién del coci-
miento de Ch. multifidum, mostraron un incremen-
to en el dafo producido al ADN. Esto se tradujo en
un incremento estadisticamente significativo del
indice de dafno calculado (p<0,05) (Figura 1 a).

El tratamiento realizado con la infusion de la mis-
ma planta al calcular el nimero N, detecté un in-
cremento en el dafo al ADN. Este no llegd a ser
estadisticamente significativo debido a la variacion
interindividual observada entre los donantes' (Fi-
gura 1 b). Se observé a simple vista que el indivi-
duo 2 no ha sido sensible al agregado del extracto

400 -

(7] e
=] "]
- -]
i i

250

g

150 4

N (Indice de Dafio al ADN)

-
g 8
L L

=]
|

100
ug/mi

1000
ug/mi

control 1 10
pgfmil pgfmil
Concentracion

control
positive negativo

B ndividuo 1 individuo 2 M individuo 3

Figura 1a "p=0,08 vs, control negativo

y probablemente por esta causa el resultado esta-
distico no ha sido significativo.

En el tratamiento realizado con el extracto acuoso
(infusidn) de L. molleoides, se detecté un incre-
mento estadisticamente significativo del indice de
dafo al ADN (p<0,01). De esta manera, el largo de
los cometas se incrementd al exponer a las células
a mayores concentraciones del extracto, produ-
ciendo un aumento de las roturas de ADN doble y
simple cadena (Figura 2).

En los tratamientos realizados con los extractos
acuosos de P alba (Figura 3a) y de S. japonicum
(Figura 3b), no se observaron variaciones en el

400 -

N (Indice de Dano al ADN,

-
g 8
L L

=]
L

control  control 1 10 100 1000
positivo negativo  pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
Concentracién

B inoividuo 1 individuo 2 I Individuo 3

Figura 1b

Figura 1. indice de Dafio al ADN en tres dadores expuestos a Chenopodium multifidum L. , cuantificado mediante el ensayo del cometa.

a: Cocimiento; b: Infusion.

-5-
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Figura 2. Electroforesis de una sola célula en linfocitos de san-
gre periférica de tres dadores expuestos a Lithraea molleoides.

largo de los cometas analizados. Se observé una
gran variacion en los diferentes individuos analiza-
dos, siendo el individuo 1 extremadamente sensi-
ble frente al agregado de cualquier extracto.

En el ensayo realizado con la infusidon de S. pinnata,
especie de la familia de las Asteraceae, los resul-
tados evidenciaron dafo genotodxico. El analisis
exploratorio de los datos indicé que este incremen-
to es estadisticamente significativo, con un p<0,05
(Figura 4).

En el tratamiento realizado con la infusion de S.
sysimbriifolium (Solanaceae) también se detecto
un aumento del largo de los cometas. Esta obser-
vacion se traduce en un incremento estadistica-
mente significativo del indice de dafo (p<0,01).
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Figura 3a

Esto sugiere que la molécula de ADN es suscepti-
ble a los principios activos presentes en el extrac-
to acuoso analizado (Figura 5).

DISCUSION

Aunque las plantas medicinales poseen propieda-
des terapéuticas, y pueden ser utilizadas como qui-
miopreventivos para el tratamiento de neoplasias
(elipticina, derivados inddlicos, derivados fendlicos),
algunas de ellas pueden poseer compuestos con
propiedades no solo mutagénicas sino también car-
cinogénicas (quercetina, rutina o algunos consti-
tuyentes de especies exdticas).”

Los ensayos de screening en mutagenicidad, en
una primera instancia, son utilizados como ensa-
yos cualitativos sobre potenciales mutagenos. En
una evaluacidon mutagénica, los resultados positi-
vos pueden utilizarse de diferentes maneras. Entre
ellas, la de mayor aplicacion durante los ultimos 20
afos ha sido la de tomarlos como una evidencia de
peso para predecir carcinogenicidad de com-
puestos.

Si bien la identificacion de carcindgenos es impor-
tante, la evaluacion de mutagenicidad no es un
simple componente de este proceso, sino que es
de fundamental ayuda en el asesoramiento de
riesgo / beneficio frente a la exposicion de diversas
sustancias.®

El ensayo de electroforesis de una sola célula en
condiciones alcalinas, es una herramienta muy
promisoria en el estudio de dafio inducido al ADN,
por agentes quimicos en células de mamiferos.* ¢
" Se asume que la electroforesis en condiciones
alcalinas detecta tanto roturas doble como simple
cadena, aunque la naturaleza y el mecanismo del
ensayo no se encuentra totalmente clarificado.?
El interés en el ensayo del cometa se ha incremen-
tado notablemente en los Ultimos anos, debido a
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Figura 3b

Figura 3. indice de dafio al ADN en tres dadores cuantificado mediante el ensayo del cometa.

a: Prosopis alba; b: Styphnolobium japonicum.
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Figura 4. Electroforesis de una sola Célula en Linfocitos de San-

gre Periférica de tres Dadores Expuestos a Schkuhria pinnata.

que ha demostrado ser un método extremadamen-
te sensible en la deteccion del dafio al ADN a nivel
celular. Este ensayo esta siendo considerado por
la literatura como un método rapido, para predecir
el dafio genotdéxico de un agente en disefos expe-
rimentales, tanto in vivo como in vitro.13. 14

En el presente trabajo se observé una sustancial
heterogeneidad en la distribucion de la migracion
del ADN frente al agregado de los extractos. Esto
indica un numero variable de roturas simple cade-
na y sitios alcali-labiles. Esta gran variacion inter-
celular no podria haber sido detectada si el ensayo
sélo identificara dafo al material genético en po-
blaciones celulares.'®

Una gran diversidad de grupos de investigacion
han evaluado el ensayo de electroforesis de una
sola célula, en muestras de linfocitos de poblacio-
nes expuestas, utilizandolo como método de
screening. Estos estudios revelaron una conside-
rable variacion intra-individual. Esto se debe a la
extremada sensibilidad de los linfocitos y sugiere
una dificultad en la utilizacién de ADN proveniente
de los mismos para la realizacién de biomonitore-
os de poblaciones expuestas.’®

En los resultados obtenidos en el ensayo del co-
meta, se evidencid que cuatro de las seis especies
evaluadas indujeron un incremento de roturas en
la doble hélice del ADN. Esto sugiere la presencia
de sustancias téxicas en los extractos acuosos de
esas plantas medicinales (Ch. multifidum -Infusion
y Cocimiento-; L. molleoides; S. sysimbriifolium, S.
pinnata ) (Figuras: 1, 2, 4 y 5).

Al analizar los resultados obtenidos en la evalua-
cién de la infusién del Ch. multifidum, se observo
una gran heterogeneidad en la respuesta, depen-
diendo de cada dador. Si observamos la figura 1 b,
vemos que existe un efecto positivo, no llegando
éste a ser estadisticamente significativo. Probable-
mente esto se deba a la ausencia de respuesta en
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Figura 5. Electroforesis de una sola Célula en Linfocitos de Sangre
Periférica de tres Dadores Expuestos a Solanum sysimbriifolium.

el individuo 2.

Estas variaciones interindividuales, como ya fue
mencionado, estan influenciadas fundamentalmen-
te por dos mecanismos: la diferente susceptibilidad
individual y la extremada sensibilidad de los linfoci-
tos como sistema de ensayo. 17

Otros ejemplos de heterogeneidad en la respuesta
se observaron en los resultados obtenidos con P
alba y S. japonicum, donde se evidencia que el
individuo 1 es extremadamente sensible frente al
agregado de un agente externo (Figura 3).

La cuantificacion de las roturas de la cadena ADN
en algunas ocasiones es utilizada como una medi-
da de genotoxicidad, no soélo porque ellas per se
puedan causar la muerte celular, sino por que pro-
bablemente este tipo de lesiones sean los precur-
sores de las Aberraciones Cromosomicas.'”- 18
Los resultados obtenidos en el presente estudio,
sugieren que los extractos acuosos evaluados no
son inocentes frente a una evaluacion toxicoge-
nética de screening. Por consiguiente es necesario
considerar el posible potencial téxico de estas
plantas medicinales y establecer una metodologia
para la proteccion de la poblacion expuesta. Se
necesitan obtener respuestas en el ambito de la
Salud Publica para regular el consumo masivo e
indiscriminado de las plantas medicinales.
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CUANTIFICACION DE BRODIFACOUM, BROMADIOLONE Y DIFENACOUM
EN SUERO HUMANO POR HPLC CON DETECCION ULTRAVIOLETA
Y FLUOROMETRICA
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Catedra de Toxicologia y Quimica Legal. Facultad de Farmacia y Bioquimica. Universidad de Buenos Aires. Junin 956, 7° piso
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RESUMEN. Olmos, V.; Lenzken, S.C.; Paz, M.; Olivera, N.M.; Dominguez, S.; Lépez, C.M. y Roses, O.E. Cuantificacion de
Brodifacoum, Bromadiolone y Difenacoum en Suero Humano por HPLC con Deteccién Ultravioleta y Fluorométrica.
Acta Toxicol. Argent. (2004) 12 (1): 9-14. El uso de los raticidas anticoagulantes de segunda generacion, llamados superwar-
farinicos, se ha incrementado notablemente en la Argentina en estos ultimos afios y han causado numerosas intoxicaciones
accidentales e intencionales. Son antagonistas de la vitamina Ky y, en consecuencia, afectan la coagulacién tanto en animales
como en humanos. En este trabajo se describe un método de investigacion y cuantificacién de bromadiolone, difenacoum y bro-
difacoum en suero mediante HPLC en fase reversa con deteccién ultravioleta (254 nm) y fluorométrica (excitacion: 248 nm y
emision: 385 nm). Los superwarfarinicos se aislaron mediante una extraccion con una mezcla cloroformo-acetona (1:1, v/v) y
luego se resolvieron con una fase mdvil isocratica en diez minutos. La recuperacion de la extraccion estuvo entre 51y 74 %. Los
limites de deteccion con detector de fluorescencia estuvieron comprendidos en un rango de 5,7 a 35,6 ng/ml, y con detector
ultravioleta de 11,7 a 41,6 ng/ml.

En las condiciones de trabajo no se observé interferencia de la vitamina K; ni de los raticidas anticoagulantes de primera gene-
racién warfarina y coumatetralyl.

ABSTRACT. Olmos, V.; Lenzken, S.C.; del Carmen Paz, M.; Olivera, N.M.; Dominguez, S.; Lépez, C.M. and Roses, O.E.
Quantification of Brodifacoum, Bromadiolone and Difenacoum in Human Serum by HPLC with Ultraviolet and
Fluorometric Detection. Acta Toxicol. Argent. (2004) 12 (1): 9-14. The use of second generation anticoagulant rodenticides
often called superwarfarins, has been notably increased in Argentina in the past few years. They have been responsible of many
accidental and intentional poisoning episodes. They are antagonists of vitamin K; and, in consequence, they affect the coagula-
tion process in animals and humans. We describe a method for the investigation and quantitation of bromadiolone, difenacoum
and brodifacoum in serum by reverse phase HPLC with ultraviolet (254 nm) and fluorometric (excitation: 248 nm and emission:
385 nm) detection. Superwarfarins were extracted through a simple chloroform-acetone (1:1, v/v) extraction system and they
were separated with an isocratic mobile phase in ten minutes. Extraction recoveries were between 51 and 74 %. The superwar-
farins were detected down to 5,7 to 35,6 ng/ml for fluorometric detection and down to 11,7 to 41,6 ng/ml for ultraviolet detection.
No interferences were observed with vitamin K; or first generation anticoagulant rodenticides coumatetralyl and warfarin.

Palabras clave: superwarfarinicos, suero, HPLC, Brodifacoum, Bromadiolone, Difenacoum.
Key words: superwarfarins, serum, HPLC, Brodifacoum, Bromadiolone, Difenacoum.
Palavras-chaves: super-cumarinas, soro, HPLC, Brodifacoum, Bromadiolone, Difenacoum.

INTRODUCCION

Los raticidas anticoagulantes de segunda genera-
cion, llamados superwarfarinicos (SW), se desa-
rrollaron a partir de la aparicion de roedores resis-
tentes a la warfarina. Estos compuestos actuan
mas rapidamente, resultan mas potentes y poseen
una vida media mas prolongada que la warfarina.!-2
Asimismo, son antagonistas de la vitamina Ky y
actuan principalmente en higado.® Ejercen su efec-
to toxico inhibiendo las enzimas vitamina Ky 2,3
epoxido reductasa y vitamina K, reductasa (Figura
1) y, de esta forma, disminuyen la produccién de
los factores de la coagulacion vitamina K depen-
dientes Il, VII, IX y X.1® La principal via de ingreso
al organismo humano es la oral, aunque se pue-
den absorber por via dérmica y por via inhalatoria.?
Luego de una ingesta se eliminan principalmente
por heces.?

Las intoxicaciones pueden ser accidentales o in-
tencionales y, en general, cursan con disminucion
de la actividad de protrombina que, en casos gra-
ves, ocasiona sangrados intensos.

El tratamiento de la intoxicacion involucra: a) pro-
cedimientos generales de descontaminacion gas-
trica® cuando puedan ser aplicables, b) terapia con

(*) Autor a quien dirigir la correspondencia

vitamina K;,% 68 c) transfusién de sangre o plasma
fresco en los casos de sangrado intenso o de acti-
vidad de la protrombina menor al 20%.3.7:8

En la Argentina hay actualmente méas de 20 formu-
laciones que contienen SW como principios acti-
vos y mas del 80% de ellos contienen brodifacoum,
bromadiolone o difenacoum (Tabla 1).

A partir de 1998 los casos de sospecha de intoxi-
cacién con estos compuestos han ido en aumento,
hecho que ha inducido a desarrollar métodos ana-
liticos para la investigacion de SW en medios bio-
|6gicos.

El sistema que se presenta permite cuantificar los
SW en suero e incluye una extraccion liquido-liqui-
do y una posterior identificacion de brodifacoum,
bromadiolone y difenacoum en el extracto median-
te HPLC con deteccién ultravioleta (UV) y fluoro-
métrica (FP).

MATERIALES Y METODOS

Drogas sdlidas: Acido citrico monohidrato p.a. (Merck)
y fosfato dibasico de sodio p.a. (Mallinckrodt).

Los testigos de brodifacoum, difenacoum y broma-
diolone fueron donados por Zéneca Agrochemical.
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Factores
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Proteinas Sy C
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0]
CHs
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reductasa reductasa
NAD(P)+ X-(SH)2 o ( X-(SH)2
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NAD(P)H
R
o]

Vitamina K4 quinona

Figura 1. Principales sitios de accién de los rodenticidas anticoagulantes en el ciclo de la vitamina K1. Modificado de (3)

Drogas liquidas: Acetona p.a., cloroformo p.a., di-
clorometano p.a., metanol p.a. y acido acético gla-
cial GR (Merck), metanol grado HPLC y agua
grado HPLC (JT Baker) y acido fosférico p.a.
(Mallinckrodt).

Preparacion de los reactivos

Buffer citrato-fosfato pH 5,5: disolver 3,5598 g de
fosfato dibasico de sodio en 100 ml de agua (solu-
cion A) y 1,0507 g de &cido citrico en 50 ml de
agua (solucion B). A 20 ml de la solucion A agre-
garle la solucién B hasta un pH de 5,5.

Soluciones patrones y sueros enriquecidos: se pre-
pararon soluciones madres de 1 mg/ml de brodifa-
coum, difenacoum, bromadiolone en diclorome-
tano:metanol (60:40 v/v). Con cada una de ellas se
prepararon soluciones de trabajo en metanol en el
rango de 150 a 5.000 ng/ml.

Las muestras de suero se obtuvieron a partir de
muestras de sangre de sujetos voluntarios sanos.
Estas se dejaron exudar durante una hora a 37 °C
y se centrifugaron a 3.000 rpm.

Los sueros enriquecidos se prepararon agregando

=10 -

una mezcla de los tres SW para obtener concen-
traciones finales entre 30 y 2.000 nanogramos por
cada mililitro de suero.

Instrumental y condiciones de trabajo: se utilizé un
cromatografo liquido Jasco PU-980, provisto un in-
yector automatico AS-950 y detectores ultravioleta
UV-975 y de fluorescencia FP-920. La columna
cromatografica empleada fue una Partisil 5 ODS-3
RAC 11 4,6 x 100 mm (Whatman). La fase movil fue
metanol/agua/acido acético glacial (792:200:8) y el
flujo de trabajo fue de 0,7 mi/min.

Las longitudes de onda fueron: a) detector UV: 254
nm; b) detector FP: excitaciéon 248 nm y emision
385 nm.

El volumen de inyeccion fue de 20 microlitros.

Las corridas cromatograficas se realizaron a tem-
peratura ambiente.

Procedimiento

En un tubo con tapa esmerilada se colocaron 1 ml
de suero y 0,5 ml de buffer citrato-fosfato pH 5,5;
se mezcld en agitador mecanico (tipo Vortex) du-
rante 10 segundos y se agregaron 6 ml de una
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Nombre comercial Denominacion y tipo de formulado Composicién Tipo de venta
RATAK Cebo raticida rodenticida en granos Difenacoum 0,005% LIBRE
RODILON P Cebo raticida rodenticida en pellets Difethialone 0,0025% LIBRE
RODILON P Cebo raticida rodenticida en pellets Difethialone 0,0025% PROFESIONAL
ROSENBUSCH Cebo raticida rodenticida en granos Bromadiolone 0,005% LIBRE
ROSENBUSCH Cebo raticida rodenticida en granos Bromadiolone 0,005% PROFESIONAL
QUICK KILLER PLUS C Raticida rodenticida Brodifacoum 0,005% LIBRE
SUPER QUICK KILLER C Raticida rodenticida Bromadiolone 0,005% LIBRE
QUICK KILLER PLUS BP Raticida rodenticida Brodifacoum 0,005% LIBRE
GLEXRAT Raticida rodenticida Bromadiolone 2,5% (0,2%) | PROFESIONAL
GLEXRAT Raticida rodenticida Bromadiolone 2,5% (0,2%) LIBRE
TOMCAT PELLETS Cebo raticida rodenticida en pellets Bromadiolone 0,005% LIBRE
TOMCAT BLOX Cebo raticida rodenticida en bloques Bromadiolone 0,005% LIBRE
JAGUAR BLOX Cebo raticida rodenticida en bloques Brodifacoum 0,005% PROFESIONAL
JAGUAR PELLETS Cebo raticida rodenticida en pellets Brodifacoum 0,005% PROFESIONAL
JAGUAR PELLETS Cebo raticida rodenticida en pellets Brodifacoum 0,005% LIBRE
JOHNSON RAID Raticida rodenticida Brodifacoum 0,005% LIBRE
KLERAT PELLETS Cebo raticida rodenticida en pellets Brodifacoum 0,005% LIBRE
KLERAT PELLETS Cebo raticida rodenticida en pellets Brodifacoum 0,005% PROFESIONAL
JOHNSON WAX Raticida rodenticida en granos Brodifacoum 0,005% PROFESIONAL
ULTRA PLUS Cebo raticida rodenticida granulado Brodifacoum 0,005% PROFESIONAL
ULTRA PLUS Cebo raticida rodenticida granulado Brodifacoum 0,005% LIBRE

Tabla 1. Rodenticidas de Il generacién comercializados en la Argentina.
Fuente: Departamento de Productos de Uso Doméstico- Servicio de Insecticidas y Raticidas del Instituto Nacional de Alimentos (INAL).

mezcla cloroformo:acetona (1:1, v/v). La
extraccion se realizé colocando el tubo,
tapado y asegurado, en un agitador rotatorio
durante 30 minutos °. Luego se centrifugé
durante 3 minutos a 3.000 rpm. Se tomaron
4,5 ml de la fase cloroférmica y se evapo-
raron a sequedad bajo corriente de
nitrégeno a 37°C.

El extracto se reconstituyd con 200 micro-
litros de metanol para proceder a la inyec-
cion en el cromatografo.

Ensayo de recuperacion

Se realizaron ensayos de recuperacion con
dos lotes de sueros enriquecidos (n=7) con
500 y 1.000 ng/ml de la mezcla de SW. En
cada ensayo se procesaron las muestras
por triplicado y un blanco de suero, con el
proposito de establecer la recuperacion
promedio y la desviacion estandar.

Curvas de calibracion en suero

Las curvas se prepararon enriqueciendo
sueros en seis niveles de concentracion 30,
50, 100, 500, 1.000 y 2.000 ng/ml para el
brodifacoum y difenacoum y 30, 50, 250,
500, 1.000 y 2.000 ng/ml para el bromadio-
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figura 2. Cromatogramas con deteccion ultravioleta (UV) y con deteccién
fluorométrica (FP) de suero humano enriquecido con bromadiolone, dife-
nacoum y brodifacoum (500 ng/ml).
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lone. Los sueros se procesaron por triplicado y las
curvas se construyeron por el método de los cua-
drados minimos.

RESULTADOS

La cromatografia en fase reversa permitié resolver
la mezcla de bromadiolone, difenacoum y brodifa-
coum con un sistema isocratico en 10 minutos
(Figura 2). En las condiciones de trabajo descrip-
tas los factores de capacidad, selectividad y reso-
luciéon del sistema estuvieron entre 1,47 y 4,88;
1,53y 3,32; 3,8 y 8,2 respectivamente (Tabla 2).
La identificacion de los SW se realizé por compa-
racion del tiempo de retencién y del espectro ultra-
violeta con el estandar correspondiente.

Extraccion y recuperacion
La recuperacion promedio de estos compuestos

Rodenticida k’ o R

Bromadiolone (1) 1,47+/-0,01 2,16 (1,2) | 6,0(1,2)
Difenacoum (2) 3,18+/-0,03 1,53(2,3) [3,8(2,3)
Brodifacoum (3) 4,88+/-0,04 3,32(3,1) |8,2(1,3)

Tabla 2. Factores de capacidad (k’), selectividad («) y
resolucion (R) para bromadiolone, difenacoum y brodifacoum.

Rodenticida PRP DE
Bromadiolone 51,29 9,52
Difenacoum 58,56 9,79
Brodifacoum 74,40 7,86

(A)

1] 500 1000 1500 2000

Concentracion (ng/ml)

Tabla 3. Porcentaje de recuperacion promedio (PRP) de los
superwarfarinicos y desvio estandar (DE).
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Figura 3. Curvas de calibraciéon para bromadiolone, difenacoum y brodifacoum en suero con detecciéon UV (A, By C)

y con detecciéon FP (D, Ey F)




Rodenticida | LD UV LC uv LD FP LC FP
{ng/ml) | (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
Bromadiolone | 41,6 109,0 25,8 64,4
Difenacoum 1,7 47,2 35,6 41,3
Brodifacoum 45,0 113,8 57 17,5

Tabla 4. Limites de deteccién (LD) y limites de cuantificacion
(LC) de los diferentes superwarfarinicos en suero con detec-
cién ultravioleta (UV) y fluorométrica (FP).

fue establecida con la mezcla cloroformo:acetona
(1:1, v/v) ensayada (Tabla 3) y, en estas condi-
ciones, el mayor porcentaje de recuperacion se
obtuvo para el brodifacoum (74,40%).

Linealidad

Se realizaron las curvas de calibracion en suero
para bromadiolone, difenacoum y brodifacoum en
un rango de 30 a 2.000 ng/ml. Las curvas mos-
traron linealidad en el rango de concentraciones
ensayadas (Figura 3). Se obtuvo una correlacion
mejor con deteccién UV (R? > 0,9910) que con
deteccion FP (R2 > 0,9442).

Sensibilidad

Se establecieron los limites de deteccion (LD) y de
cuantificacion (LC) en suero con deteccion UV y
FP para los tres SW (Tabla 4).

La mayor sensibilidad se obtuvo con deteccién FP
que fue de 25,8; 35,6 y 5,7 ng/ml para bromadio-
lone, difenacoum y brodifacoum respectivamente.
Los LD y LC para cada compuesto se estimaron a
partir de la curva de regresion, por extrapolacion a
concentracion cero.™®

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los compuestos warfarinicos introducidos en el
mercado en los primeros afos de la década del 50
han contribuido notablemente al control de los roe-
dores. Si bien poseen estructuras quimicas dife-
rentes el efecto que producen en los animales es
el mismo: impiden la coagulacion de la sangre pro-
vocando la muerte por hemorragia.

Con respecto a los rodenticidas que los precedie-
ron (cianuro, talio, etc.) son presentados como mas
efectivos y seguros.

Sin embargo, cada afo se describen en la biblio-
grafia casos de intoxicaciones humanas'!-'” como
consecuencia de la ingestion accidental o intencio-
nal de SW. Las intoxicaciones accidentales gene-
ralmente se producen en niflos sin presentar, por
lo comun, sintomas clinicos o alteraciones de la
coagulacién,’ mientras que las intoxicaciones co-
mo consecuencia de ingestas deliberadas son fre-
cuentes en adultos y cursan con coagulopatias
prolongadas' > que en algunos casos llevan a la
muerte.’® 7 Dada la gravedad del cuadro clinico
que presentan los intoxicados con SW y la com-
plejidad de su tratamiento es util contar con un mé-
todo analitico que permita indentificarlos en la san-
gre.

-13 -

Acta Toxicol. Argent. (2004) 12 (1): 9-14

El método presentado permite identificar y cuanti-
ficar en suero bromadiolone, difenacoum y brodifa-
coum con una sensibilidad inferior a los 40 ng/ml.
En su desarrollo se ensayaron varios sistemas de
extraccion de los SW en suero: a) extraccion soli-
do-liquido en columnas Bakerbond C18 emplean-
do mezcla de cloroformo:acetona (1:1 v/v) o meta-
nol como solventes de elucidn; b) extraccion liqui-
do-liquido con acetonitrilo, cloruro de metileno,
acetona o mezcla de cloroformo:acetona (1:1 v/v).
La mezcla cloroformo:acetona (1:1 v/v) descripta
por Kuijpers et al ° resultdé ser la mas adecuada
para efectuar la extraccion liquido-liquido de brodi-
facoum, bromadiolone y difenacoum, aunque se
obtuvo una recuperacion inferior a la informada por
ellos.

La fase movil fue modificada a partir de la descrip-
ta para brodifacoum técnico en el “Esquema de
Evaluacién de Plaguicidas” de la OMS (WHOPES), 8
incrementando la proporcion de agua de 5 a 20 %
a expensas del metanol, lo que permitié una reso-
lucién excelente de la mezcla de los tres SW ensa-
yados.

A diferencia del sistema descripto por Kuijpers?®
este sistema permitié cuantificar bromadiolone, di-
fenacoum y brodifacoum sin separarlos en iséme-
ros cis-trans ya que no habria diferencia significa-
tiva en la actividad de estos isémeros.®

Si bien la deteccion fluorométrica permite una ma-
yor sensibilidad para el bromadiolone y el brodifa-
coum, en nuestra experiencia analitica la selectivi-
dad del detector UV fue mayor. El sistema ensaya-
do permite cuantificar de un modo simple y rapido
los SW que més frecuentemente estan relaciona-
dos con intoxicaciones en la Argentina, abarca un
amplio rango de concentraciones ya que ha mos-
trado linealidad hasta 2.000 ng/ml de suero. En las
condiciones de trabajo no se observé interferencia
de la vitamina K, antidoto utilizado en los casos
de intoxicacién por estos compuestos, ni de los ra-
ticidas anticoagulantes de primera generacion war-
farina y coumatetralyl.

Aunque la incidencia de la intoxicacién por SW en
la Argentina es baja en relacion con otros toxicos,
la investigacion deberia realizarse en todos los pa-
cientes con coagulopatias de origen dudoso que
responden a la terapia con vitamina Kj.

La posibilidad de cuantificar estas sustancias per-
mite estimar la evolucion en el tiempo de los nive-
les de SW en suero y asi optimizar la terapia con
vitamina Ky que, en general, suele ser prolongada
y muy costosa.
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ADOLESCENTES CON CUADROS NEUROL()G!COS E HIPERAMONIEMIA,
ASOCIADO AL ANTECEDENTE DE INGESTION DE JUGOS DE FRUTA
SEMI-SINTETICOS
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RESUMEN. Piola, J.C.; Ezpeleta, D.C.; Prada, D.B.; Evangelista, M. Adolescentes con cuadros neuroldgicos e hiperamonie-
mia, asociado al antecedente de ingestién de jugos de fruta semi-sintéticos. Acta Toxicol. Argent. (2004) 12 (1):15-18. El
objetivo de este trabajo es mostrar la dificultad de interpretar un cuadro clinico no descripto anteriormente y postular que la
ingestion alimentaria de jugos de fruta semi-sintéticos con elevado contenido amoniacal puede provocar cuadros neuroldgicos.
Se presentan tres pacientes varones, uno de 12 afios y dos de 13 afos, que ingresaron a la Unidad de Terapia Intensiva del
Sanatorio de Nifos, Rosario, Argentina, en 1994, con depresién del sensorio y/o convulsiones, y presentaron cifras elevadas de
amonio en sangre (hiperamoniemia). Los examenes neuroldgicos realizados no aportaron otros datos especificos y los estudios
bacteriolégicos y virolégicos negativos. Como antecedente en comun referian la ingestion reciente, minutos a horas, de jugos
de fruta semi sintéticos envasados en envases pequeios de plasticos individuales (sachet) o como concentrado en bidones. Los
resultados de los andlisis de los jugos, efectuados con el método N® 28 (Federation International Des Productours de Jus de
Fruit), mostraron concentraciones elevadas de nitrogeno amoniacal. La presuncion de que la hiperamoniemia podria deberse en
estos pacientes a una causa exdgena, como la ingestién de jugos, se basé en la ausencia de alteraciones hepaticas y/o
metabodlicas y la normalizacién del cuadro clinico en 24 horas. Consideramos que la ingestion de jugos de fruta semi-sintéticos
con elevado contenido amoniacal y amplia absorcién, pueden provocar cuadros neuroldgicos (hipertonia y convulsiones) en
seres humanos y que los precursores de amoniaco como la urea, pueden ocasionar efectos téxicos en el sistema nervioso cen-
tral en animales segun la bibliografia consultada.

ABSTRACT. Piola, J.C.; Ezpeleta, D.C.; Prada, D.B.; Evangelista, M. Adolescents with hyperammonemia and neurological
symptoms, associated to ingestion of synthetic fruit juices. Acta Toxicol. Argent. (2004) 12 (1):15-18. The aim of this work
is to show the difficulty to interpret a clinical picture not published previously and to postulate that the food ingestion with elevated
ammonia content can cause neurological symptoms. We report the case of three male patients, one 12 years’ old and two 13
years’ old, that entered to the Intensive Care Unit of the Sanatorio de Nifios, Rosario, Argentina, in 1994, with depression of central
nervous system and/or convulsions and elevated ammonium in blood (hiperammonemia). Neurological studies were normal and
the bacteriological studies were negative. As antecedent in common they referred the recent consumption (minutes to hours) of
semi synthetic juices of fruit bottled in small plastics containers (sachet) or as concentrate, in barrels. Results of the analysis performed
on juices (method N° 28, Federation International Des Productours de Jus de Fruit) showed high ammonia nitrogen concentrations.
The presumption that hiperammonemia could be due to an exogenous cause, as the consumption of juices, was supported by
the absence of metabolic or liver diseases and the normalization of the clinical picture in 24 hours. We consider that the semi-
synthetic fruit juices consumption with high content of ammonia compounds can cause neurological pictures since the knowledge
that diets with excess of ammonium compounds, or precursors of ammonia like urea, can produce toxicity at the central nervous
system in animals. The ample ammonia compound absorption in human beings can produce convulsions, also.

Palabras clave: hiperamoniemia-adolescentes-convulsiones-jugos de fruta.
Key words: hiperamoniemia-adolescents-convulsions-fruit juices.

INTRODUCCION

Si se considera el numero siempre creciente de
sustancias quimicas que pueden producir cuadros
téxicos y la diversidad de sus usos y procesos, es
posible entender que en el ejercicio de la toxicolo-
gia clinica se presenten situaciones nuevas, hecho
que genera dificultades para el manejo de los pa-
cientes pero a la vez permite avanzar en la com-
prension de algunos hechos.

El objetivo de este trabajo es comunicar la obser-
vacion de cuadros clinicos neuroldgico-metabdlico
secundarios a la ingestion de jugos de fruta semi-
sintéticos que presentaban un elevado contenido
amoniacal puede provocar cuadros neuroldgicos.
Para poder asociar este cuadro a los jugos de fruta
consumidos por los pacientes y que al analizarlos
presentaron elevadas concentraciones de compues-
tos amoniacales, se comparé con el hecho que
dietas con exceso de compuestos amoniacales co-
rrelativo al hallazgo de hiperamoniemia en la san-
gre de los pacientes, coincidiendo la normalizacion

(*) Autor a quien dirigir la correspondencia
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del indicador con la mejoria clinica de los pacien-
tes. Se conoce que dietas con exceso de com-
puestos amoniacales o precursores de amoniaco
como la urea pueden producir toxicidad a nivel del
sistema nervioso central en animales’™ y también
que en seres humanos la absorcion amplia de
compuestos amoniacales puede producir hiperto-
nia y convulsiones.?

Cabe sefialar que para calcular la proporcion de
jugo natural existente en cada marca comercial de
jugo semi-sintético (mezcla de jugos naturales
mas diluyentes y compuestos sintéticos) se utiliza
la medicién de nitrdgeno total, hecho que podria
considerarse como hipotesis de probable adultera-
cion.

MATERIAL Y METODO

Se analizan las Historias Clinicas de tres pacientes
atendidos en la Unidad de Terapia Intensiva (UTI)
del Sanatorio de Nifos, Rosario, Argentina, en
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1994, con cuadros neurolégicos e hiperamoniemia,
resaltando los datos relevantes. También se utiliza
como material las determinaciones bioquimicas
realizadas a los jugos. Los pacientes estudiados
se denominaron por nimeros: 1.2, y 3.

El método para el andlisis de los jugos es el N° 28
(Federation International Des Producteurs de Jus
de Fruit, Aho 1965).6 En el paciente # 1 se analiza
el mismo jugo ingerido y en los otros pacientes se
toman muestras del mismo lugar donde se com-
praron los jugos ingeridos.

RESULTADOS

Paciente #1

Paciente de 12 anos de edad, eutrdfico, que ingre-
s6 a UTI del Sanatorio de Nifios de Rosario, el
18/10/94. Los familiares refirieron que en pleno es-
tado de salud comenzd (una hora antes del ingre-
s0), con un cuadro de alteracion de la vision (pri-
mero manchas grises y luego pérdida de vision),
cefaleas intensas y depresion sensorial. A su in-
greso impresiond gravemente enfermo, con midria-
sis, desviacion conjugada de la mirada hacia la de-
recha y nistagmus. No presentaba clonus ni signo
de Babinski. A la hora del ingreso, con diagnosti-
cos probables de hemorragia cerebral o intoxica-
cion aguda, fue necesario colocarlo en asistencia
mecanica respiratoria (AMR). Se le practicé una
tomografia axial computada (TAC) de urgencia no
observandose signos de sangrado ni desplaza-
miento de estructuras; sélo presentaba signo de
edema cerebral difuso. El electroencefalograma
(EEG) denotaba sufrimiento cortical difuso. Se en-
viaron muestras a laboratorio especializado para
descartar metabolopatias. El laboratorio de rutina
no mostraba particularidades. Los cultivos de san-
gre y de liquido cefalorraquideo (LCR) fueron nega-
tivos. El analisis quimico de LCR era normal. En el
interrogatorio familiar se destacaba el antecedente
de que el cuadro comenz6 luego de la ingestion de
jugo envasado en biddn, cuyo envase (Marca Co-
mercial "A") recién habia sido abierto. El paciente
tomo 2 vasos de ese jugo muy concentrado y a los
minutos aparecid el cuadro clinico referido. Se in-
vestigd cianuro en el jugo con resultados negati-
vos. El paciente presentd rapida mejoria, se le
retird la AMR y recuperd la lucidez. El unico dato
positivo de todos los estudios solicitados fue una
amoniemia de 600 ug/dl al ingreso. Repetida la
amoniemia a las 12 horas arrojé un resultado de
120 ug/dl.

Paciente #2

Paciente de 13 anos de edad, eutrdfico, que ingre-
s6 a la UTI del Sanatorio de Nifios de Rosario el
dia 6/11/94 con convulsiones sub intrantes y co-
ma. Presentaba el antecedente de que una sema-
na previa al ingreso habia tenido fiebre y decai-
miento que se interpreté como mononucleosis in-
fecciosa (con “Monotest®” positivo). El paciente re-
firid intenso decaimiento 12 horas antes del ingre-
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S0, pico febril y presentd un episodio de rigidez con
pérdida de la visién de 5 minutos de duracion y
posterior aparicion de movimientos clénicos de
miembros superiores e inferiores que cedieron con
la administraciéon de diacepan. El examen neuro-
I6gico mostro leve rigidez de la nuca; el EEG sufri-
miento cortical difuso; la TAC de craneo fue nor-
mal. Los cultivos dieron resultados normales. La
serologia para herpes fue negativa. El andlisis del
LCR arrojé estos resultados: 20 elementos/mmsg,
Reaccion de Pandy negativa, Proteinas: 0.45 g/l
Glucosa 0.95 g/l. Cultivo (-). La amoniemia al ingre-
so fue de 680 ug/dl y a las 24 horas de 46 ug/dl.
Tenia el antecedente de haber consumido jugos en
“sachet” (congelados) marca "B" un dia antes del
comienzo del cuadro. Evoluciond favorablemente
en 48 horas habiendo recuperando el sensorio
normal.

Paciente #3

Paciente eutrdfico de 13 afos de edad que ingreso
a la UTI del Sanatorio de Nifos, el dia 5/12/94,
derivado por un servicio de emergencia con un
cuadro de convulsiones. Refiere haber comienza-
do el dia anterior con decaimiento y vémitos y por
la noche se agrego fiebre. A la mahana del dia de
la internacion sufri6 pérdida del conocimiento y
quedd rigido. Previamente presenté dificultad res-
piratoria y movimientos involuntarios, hipertonia
generalizada y relajacion de esfinteres. Se medicé
con diacepan. Luego aparecio excitacion psicomo-
triz post-ictal, movimientos incoordinados, pupilas
con midriasis y reactivas. Se realizé una TAC de
craneo de resultado normal y puncion lumbar. El
analisis del LCR reveld 3 elementos/mm? con pre-
domino de linfocitos, concentracién proteica de
1.40 g/, Reaccion de Pandy positiva, Glucosa 1,21
g/l. Se envid a bacteriologia para realizar cultivo. La
amoniemia al ingreso fue de 864 ug/dl. El resto de
los resultados del laboratorio estuvieron dentro de
limites normales. EI EEG denotaba sufrimiento
cortical difuso. Como antecedente estaba el de
haber tomado un jugo en sachet, marca "B" la no-
che anterior al comienzo del cuadro. Evoluciné en
forma favorable el dia 6/12/94, mostrandose mas
reactivo y menos excitable. Se le dio de alta asin-
tomatico el 7/12/94, fecha en la que su amoniemia
habia descendido a 31 ug/dl.

Resultados de analisis de jugo

Tabla I. Jugos de los pacientes presentados

Jugos Paciente N organico Nitratos
Marca "A" 1 332 mg/dl
Marca "B" 2 339 mg/d| 170 ppm
Marca "B" 3 291 mg/dl 90 ppm
Tabla Il. otros jugos tomados como testigo.
Jugos N organico N amoniacal
C: 1ra marca 12.9 mg/dl 4.5 mg/dl
D: 1ra marca 8.1 mg/dl 0.8 mg/dl
E: 2da marca 16.2 mg/dl 4.9 mg/dl




DISCUSION

Se presentan 3 pacientes adolescentes varones
que cursan un cuadro neuroldgico agudo caracteri-
zado por depresién del sensorio (en el primero de
ellos muy marcada) y/o convulsiones. Los estudios
complementarios neurolégicos (EEG, TAC, estudio
de LCR) presentan resultados normales o con pe-
quenas modificaciones que no justifican el cuadro
clinico. Todos presentan estudios bacterioldgicos y
virolégicos negativos. Los tres pacientes presentan
cifras elevadas de amonio en sangre al ingreso
que se normalizan en 24 horas.

Resulta destacable que en otros cinco pacientes
adolescentes, atendidos previamente por nuestro
equipo, con cuadros neuroldgicos similares se ha-
bia encontrado el antecedente de la ingestion de
jugos pero no se habia relacionado este hecho con
el cuadro clinico. El hallazgo de cifras elevadas de
amonio en sangre en el paciente # 1 permite orien-
tar la busqueda hacia esa posibilidad.

El contenido de amonio en el cerebro de varias es-
pecies animales se mantiene constante, bajo con-
diciones normales. El amonio puede ser transpor-
tado desde la sangre al cerebro a través de la ba-
rrera hematoencefalica.” El higado de los mami-
feros es el 6rgano mas importante para mantener
bajos los niveles normales de amonio, mediante la
formacion de urea. En la intoxicacion de origen exo-
geno por amonio tiende a incrementarse el ciclo
hepatico de la urea como un mecanismo de detoxi-
ficacion,® pero este mecanismo puede ser supera-
do por una ingestion excesiva o en dosis sucesivas
provocando un incremento de la concentracion san-
guinea de amonio y posteriormente una mayor en-
trada al cerebro.®

El metabolito toxico en la hiperamoniemia es el
amonio, ya que este sindrome puede inducirse
mediante infusion en animales de experimen-
tacion.’® Como se menciond en la introduccion, se
conoce que dietas con exceso de compuestos
amoniacales o precursores de amoniaco como la
urea pueden producir toxicidad a nivel del sistema
nervioso central en animales.'* En seres humanos
la absorcidon amplia de compuestos amoniacales
puede producir hipertonia y convulsiones.®

La hiperamoniemia puede deberse a causas endo-
genas ya que existen anomalias genéticas relacio-
nadas con el ciclo de la urea que se manifiestan
con elevacion del amoniaco sanguineo.

También puede ser de causa hepatica o, exdge-
nas,'? tales como una complicacion de la nutricién
parenteral total, especialmente en lactantes donde
se manifiesta por letargia, sacudidas musculares y
convulsiones generalizadas.’™ Se conoce que tra-
bajadores expuestos cronicamente al amonio pue-
den presentar cefalea y somnolencia.' Otra causa
exogena de hiperamoniemia referida es por utiliza-
cion de glicina en irrigacion de pacientes interveni-
dos por prostatectomia transuretral.’ La infusion
experimental en voluntarios humanos de acetato
de amonio provocé flaccidez de los musculos fa-
ciales, temblores, malestar generalizado, fallas en
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las actividad motora, etc.'®

En la encefalopatia hepatica el amoniaco se gene-
ra por medio de las bacterias productoras de ure-
asa a nivel del colon. Una falla hepatica aguda, con
alteracioén en la extraccién o metabolismo hepatico
del amoniaco, determina acumulacion de dicho
metabolito en sangre, cerebro y LCR. Existen fac-
tores que pueden incrementar la produccion de
amoniaco.'” En los pacientes analizados en esta
presentacion no se encontraron alteraciones hepa-
ticas que justifiquen ese cuadro.

En los pacientes presentados no se descartaron
esas anomalias pero se considera improbable co-
mo causa ya que, cuando no es de presentacion
neonatal, los cuadros de origen genéticos se ca-
racterizan por presentar episodios recurrentes (no
aislados) de hiperamoniemia. Se realizé el segui-
miento de estos pacientes varios afos sin repetir
ninguno el cuadro neuroldgico. Por esta razén se
retrasd la presentacion y posterior publicacion de
este trabajo (fue presentado en el | Congreso Uru-
guayo de Toxicologia Clinica, Montevideo, Uru-
guay, recién el 1 de abril de 2000).

La concentracion de amonio encontrada normal-
mente en la sangre humana varia entre 80 y 110
microgramos/decilitro.’® Se pueden encontrar in-
crementos de 4 o mas veces los niveles normales
en algunas hepatopatias debido a que la ureasa
necesaria para convertir el amonio en urea soélo se
encuentra en el higado.' Se considera que los ni-
veles sanguineos de amonio no son indicadores
muy precisos de exposicion exdgena al amonio. En
experimentacién se ha encontrado una correlacion
pobre entre los niveles sanguineos (y eventual-
mente cerebrales) de amonio y la severidad de los
sintomas observados.’” A pesar de ello, resulta
destacado que los valores de amonio en sangre en
los pacientes presentados son varias veces supe-
riores al nivel normal y que esas cifras se normali-
zan rapidamente, coincidentemente con la evolu-
cion clinica favorable.

Las tres muestras de jugos analizados presenta-
ron valores elevados de nitrégeno organico:

- Marca A; 332 mg/dl

- Marca B: 339 y 291 mg/dl.

La recomendacion minima para jugos de citrus es
de 16 mg/dl. El marbete del jugo A sehala que de-
be diluirse 10 veces situacion que aparentemente
no sucedio en el paciente # 1. El jugo marca B se
fraccionaba en envases de plastico tipo sachet,
individuales lo que impidié buscar en los mismos
utilizados por los pacientes (carecian también de
numero de partida). La elevada cantidad de nitro-
geno organico no podia ser explicada en este caso
por la falta de dilucién ya que estaban listos para el
consumo. Las cifras elevadas de nitrégeno y de ni-
tratos encontrados en las muestras orienta a pen-
sar en fallas en su preparacién y/o adulteracion. Se
podria especular que por la forma de comerciali-
zacion (congelados), si se pierde la cadena de frio
se podria generar contaminacién bacteriana. Para
poder valorar los valores hallados de nitrégeno,
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posteriormente se procesan muestras de otros ju-
gos (de primera y segunda marca) con resultados
cercanos a la recomendacion minima (16 mg/dl).
En estos analisis ademas se pudo discriminar en
nitrégeno organico y nitrégeno amoniacal, siendo
los valores del nitrégeno amoniacal bajos. Cree-
mos que a los jugos que ocasionaron los cuadros
descriptos se les podria haber agregado alguna
sal de amonio, probablemente porque en los anali-
sis bromatoldgicos se utiliza al nitrégeno total para
calcular el porcentaje de jugo natural del prepara-
do.

CONCLUSIONES

Los jugos de frutas con elevado contenido de com-
puestos nitrogenados fueron la causa de la hipera-
moniemia en los pacientes presentados. Mediaron
especiales circunstancias, tales como su consumo
en forma concentrada, pero los mismos presenta-
ban cantidades elevadas de nitrégeno organico.
Se plantea la utilidad de la medicion de amonio en
sangre en pacientes neurolégicos.

En Toxicologia Clinica se debe estar alerta para
interpretar cuadros nuevos debidos a usos inade-
cuados de sustancias como en este caso o a la a-
pariciéon de sintomas no descriptos en la literatu-
ra.2°
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RESUMEN. Ferrari, S.G.; Guzman, G.C.; Silva, P.G.; Alcaraz, L.E.; Silva H.J. y Gonzalez.D.M. Captacién de cadmio por bio-
masa libre o inmovilizada de Nostoc minutum (cianobacteria filamentosa). Acta Toxicol. Argent. (2004) 12 (1):19-22. Los
riesgos ambientales por contaminacién con metales pesados han aumentado en los Ultimos tiempos. La cianobacteria N. min-
utum fue utilizada para la remocion biolégica de cadmio de soluciones acuosas.

La biomasa no viable adsorbié Cd rapidamente de las soluciones de 10, 20 y 50 mg/I. El pretratamiento de las células con NaOH
0,1 N incremento los niveles de adsorcion de Cd en todas las condiciones ensayadas. Los resultados obtenidos con biomasa
inmovilizada en perlas de alginato mostraron valores superiores en la remocién de Cd ( 53% ) comparado con las células en
suspension.

ABSTRACT. Ferrari, S.G.; Guzman, G.C.; Silva, P.G.; Alcaraz, L.E.; Silva H.J. y Gonzélez.D.M. Cadmium biosorption by free
and immobilized Nostoc minutum. Acta Toxicol. Argent. (2004) 12 (1): 19-22. Against a background of the increasing envi-
ronmental risks caused by heavy metals, the cyanobacterium N. minutum was taken as an example for research of biological
removal of Cd from aqueous solutions. Non-viable biomass was able to eliminate cadmium (10, 20 y 50 mg/l) in a short time by
biosorption in uncomplicated systems. Pretreatment of cells with 0.1N NaOH increased the level of its Cd adsorption in all conditions
assayed. Immobilized biomass as alginate beads was suitable for the Cd removal under batch conditions, exhibited a higher level

(53%) in comparison with that by free cells.

Palabras clave: Nostoc minutum, bioadsorcién, cadmio, inmovilizacién en alginato.
Key words: Nostoc minutum, biosorption, cadmium, alginate immobilization.

INTRODUCCION

La contaminacion de aguas superficiales o subte-
rraneas con metales pesados es un serio proble-
ma ambiental que surge como consecuencia de una
descarga indiscriminada de efluentes industriales,
agricolas y/o domésticos en ecosistemas acuati-
cos.12 La deposicidn acelerada puede provocar que
los mismos estén presentes en la cadena alimenti-
cia, pudiendo ser nocivos para la salud humana.3
Debido a la baja eficiencia y alto costo de los méto-
dos convencionales para la remocion de los meta-
les (electrodidlisis, precipitacion, absorcién o inter-
cambio idnico) han sido propuestos procesos de
bioremocion para soluciones diluidas del orden de
1-100 mg/I de metal disuelto.*®

La acumulacién metdlica en los microorganismos
puede deberse a sistemas de absorcidon dependien-
te del metabolismo o a sistemas de adsorcion sobre
la superficie de paredes celulares o envolturas ex-
ternas, siendo este ultimo proceso una reaccion
rapida y reversible no mediada por procesos meta-
bdlicos. En los procesos de adsorcion las células
muertas pueden acumular la misma o una mayor
proporciéon de contaminantes que las células vivas.*
Numerosos microorganismos incluyendo a bacte-
rias, levaduras y algas han sido estudiados como
posibles materiales biosorbentes.t 7. 8 9. 10

Las cianobacterias poseen la capacidad de bioab-
sorber y bioacumular metales pesados.'" 2 Fueron
utilizadas en la recuperacion de cadmio desde am-
bientes acuaticos con reduccion de las concentra-
ciones a 100 ppb?® y ademas pueden producir sus-
tancias con propiedades biofloculantes para la se-
dimentacion de metales disueltos en agua.™

Este estudio analiza la adsorcién de Cd por bioma-
sa no viable de una cianobacteria filamentosa fija-

(*) Autor a quien dirigir la correspondencia
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dora de nitrégeno, Nostoc minutum, aislada en la
provincia de San Luis. Las propiedades bioadsorti-
vas fueron estudiadas mediante el empleo de dife-
rentes pretratamientos fisico-quimicos. Ademas,
fue analizado el efecto de los iones Ca?t y Mg?*
presentes en aguas duras y la inmovilizacion de la
biomasa en perlas de alginato de calcio.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo y condiciones de cultivo

Los cultivos unialgales de Nostoc minutum, ciano-
bacteria filamentosa aislada localmente en la pro-
vincia de San Luis (Argentina), fueron obtenidos en
columnas de vidrio de 2 litros, conteniendo 1.800
ml de medio BWS3,' con y sin agregado de NaNOs
como fuente de nitrégeno, y agitados por la inyec-
cion de aire comprimido estéril a un flujo de 0,6
I/min. Los cultivos fueron iluminados continuamente
con un panel de tubos fluorescentes a una intensi-
dad de 26 W/m? e incubados por dos semanas en
camara estufa a 30°C. La biomasa fue cosechada
por centrifugacion a 3.000 rpm a 4°C, lavada con
agua destilada estéril y secada en estufa a 37°C.

Pretratamientos de la biomasa cianobacteriana
La biomasa seca de N. minutum fue sometida a
tres pretratamientos: a) tratamiento alcalino: NaOH
0,1N (10 ml/50 mg de biomasa) en estufa a 37°C
durante 10 minutos, seguido de lavado de la bio-
masa con agua destilada estéril y centrifugacion a
3.000 rpm por 10 minutos, b) autoclave a 121°C
durante 20 minutos. La biomasa pretratada segun
a) y b) fue secada a 37°C hasta peso constante y
¢) calentamiento a 80°C durante 1 hora. Todos los
ensayos fueron realizados con biomasa reducida a
finas particulas de polvo.
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Inmovilizacion de la biomasa cianobacteriana
en alginato

La biomasa de N. minutum sin tratamiento o trata-
da con alcali fue resuspendida en una solucién de
alginato de sodio (Sigma) al 3% (p/v), con una pro-
porcién de biomasa: alginato de 0,064:0,1 (p/p) de
acuerdo a lo descripto por Pradham and Rai.' La
mezcla fue introducida en una jeringa y vertida por
goteo a una solucién de CaCl: 0,1 M formando
particulas de 3 mm de diametro. Las perlas fueron
mantenidas una noche en la solucion de CaCl:
para mejorar su estabilidad mecanica. Los ensayos
de bioadsorcion se efectuaron utilizando 3,5 g de
perlas de alginato conteniendo 50 mg de biomasa.

Determinaciones de cadmio

Soluciones de distintas concentraciones de cadmio
fueron preparadas (10, 20 y 50 mg/l) disolviendo
Cd(NOs)2 en agua destilada. Para las experiencias
de bioadsorcion, 50 mg de biomasa fueron sus-
pendidos en 50 ml de las distintas soluciones de
Cd con agitacion magnética.

Las determinaciones de Cd?* libre fueron realiza-
das a distintos intervalos de tiempo durante 60 mi-
nutos con un electrodo ion selectivo Orion modelo
9648, cuyo limite de deteccion es 0,01 mg/l. Ade-
mas, fue analizada la bioadsorcidon en soluciones
de 20 mg/l de Cd?*, con adicién de 2,5 mM de CaCls.
2 H:0 y 2,06 mM de MgClz. 6 H20.

Con el objetivo de hallar las diferencias significativas
en la bioadsorcion de Cd con biomasa libre o inmovi-
lizada, o en presencia de los iones Ca*2y Mg* se reali-
z6 un analisis de la varianza de una via y posterior
comparacion por Tukey, para un grado de significacion
del 95 %. Estas pruebas se realizaron con el em-
pleo del programa estadisticos Stat sobre MS Dos.

RESULTADOS

N. minutum obtenido de cultivos fotoautotréficos
con o sin adicién de fuente de nitrégeno (NaNOs)
mostré una eficiencia marcadamente diferente en
la capacidad bioabsortiva de Cd con un rendimien-
to superior al 78 % cuando se empled biomasa ob-
tenida con NaNOQs. Los resultados de las pruebas
de bioadsorcion de Cd muestran que el proceso de
captacion ocurre rapidamente alcanzando valores
maximos estables entre los 30 y 60 min posterio-
res al contacto con la solucion de Cd (Figura 1).
Al emplear biomasa en suspension, pretratada o sin
tratamientos, en soluciones de 10 y 20 mg/l de Cd
se logran porcentajes elevados de remocién (Figu-
ra 2). Este comportamiento con biomasa no trata-
da disminuye notoriamente al aumentar la concen-
tracion de Cd a 50 mg/l; sin embargo, el analisis de
la capacidad bioadsortiva especifica mediante el
coeficiente q (mg de Cd adsorbido por unidad de
peso seco) muestra un incremento de esta pro-
piedad con el aumento de la concentracion inicial
de Cd (Tabla 1).

La capacidad de remover metales pesados resulté
ser diferente de acuerdo a los pretratamientos efec-
tuados. La biomasa residual luego del tratamiento en
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Figura 1. Efecto de la fuente de nitrégeno en cultivos fotoau-
totréficos de N. minutum sobre el porcentaje de bioadsorcion de
cadmio (20 mg/l) por biomasa en suspension homogénea, (®)
NaNQOs y (0) sin fuente de nitrégeno.
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Figura 2. Bioadsorcion de Cd (%) por biomasa de N. minutum
en suspension homogénea con o sin pretratamientos para dos
diferentes concentraciones iniciales: A) 10 mg/l y B) 20 mg/I
(@) biomasa libre sin pretratamiento, (&) secada a 80°C,

(o) autoclavada a 121°C y (m) tratada con NaOH, 0,1 N.
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Tabla 1. Efecto de la concentracion de Cd sobre la capacidad
de bioadsorciéon de biomasa de N. minutum sin tratamiento en
suspension homogénea.

Cd (mgfl) | Bioadsorcién de Cd (%) | q(mg/g)®
10 76,81 7,68
20 70,47 14,09
50 34,00 17,00

a g= (Ci — Cf). W/ B, siendo Ci y Cf la concentracion inicial y final de Cd
en solucidn; V es el volumen de la solucidn y B la biomasa de M.
minutum expresada en g.

autoclave presenté una capacidad de captacién su-
perior a la obtenida usando biomasa sin tratar en
un 4,8% y 14,2 % para concentraciones de 10y 20
mg/l de Cd, respectivamente. En cambio, con bio-
masa secada a 80°C disminuyd la captacion natural.
De todos los pretratamientos efectuados, el trata-
miento con NaOH 0,1 N a 37°C result6 ser el mas
efectivo en la bioadsorcidon de cadmio (Figura 2).

La disminucion observada en la bioremocion de
Cd en presencia de los iones Ca* y Mg* en con-
centraciones similares a las encontradas en aguas
duras no presento diferencias significativas cuando
se efectud el andlisis de varianza de una via. Sin
embargo, la biomasa de N. minutum tratada con
NaOH presenté una disminucion en la biocapta-
cion de cadmio con una diferencia significativa (p=
0,02) solo en presencia de los iones Mg*? (Tabla 2).
Al aumentar la concentracién de Cd a 50 mg/l se
observo un mayor porcentaje de captacion por la bio-
masa inmovilizada en perlas de alginato en relacion a

Tabla 2. Influencia de los iones Ca?* (2,5 mM) y Mg? (2,06 mM)
en la bioadsorcion de Cd (20 mg/l) por biomasa de N. minutum.

Tratamiento Bioadsorcién de cadmio (%)
Sin iones Ca2+ Mg2+
Sin tratamiento | 71,19+8,75 |51,00+0,30(56,10 + 2,45
NaOH 01N | g4 081,94 |72,00+3,50]65,65+093
a37c

Los valores son los valores medios de dos experiencias individuales + la
desviacion estandar.

Tabla 3. Bioadsorcion de Cd (%) por biomasa de N. minutum en
suspension homogénea e inmovilizada en perlas de alginato
de calcio.

Tratamiento Bioadsorcion de cadmio (%)*

Incremento
relativo(%)

Biomasa
inmovilizada

Biomasa
libre

AN

Sin tratamiento | 34,00 + 1,50 | 52,00 = 3,00 52,94

NaOH 0,1N

47,44 + 3,20
aadrc

57,00 = 4,20 20,15

* Solucion de Cd 50 mg/l.
1 El incremento relativo fue calculado a partir de los valores medios de
las experiencias.
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la biomasa libre, con una significancia de p= 0,03 (Tabla
3). Este comportamiento fue observado en Chlorella
vulgaris de acuerdo a lo descripto por Tam, et. al.®
El pretratamiento con NaOH 0,1 N incrementé la
capacidad de bioadsorcidn tanto en biomasa en
suspensién homogénea como en biomasa inmovi-
lizada. Sin embargo, con este pretratamiento el au-
mento relativo en la bioadsorcién de Cd al inmovi-
lizar las células en perlas de alginato no presentd
diferencias significativas (Tabla 3).

DISCUSION

La remocion de Cd por biomasa no viable depen-
dié de las condiciones de obtencién de la misma,
presentando mayor capacidad adsortiva al utilizar
NaNO:s en el crecimiento fotoautotréfico de N.mi-
nutum.

La habilidad de las cianobacterias de bioacumular
iones metalicos en su pared celular esta determi-
nada principalmente por mecanismos de intercam-
bio iénico, en los cuales intervienen grupos carboxi-
los de aminoéacidos y polisacaridos, grupos sul-
fidrilos y pectinas no metiladas; y también por
uniones covalentes.®

Sin embargo, no se conocen los factores que inter-
vienen en la variacion de esta capacidad bioacu-
mulativa cuando se modifican las condiciones nu-
tricionales del medio de cultivo. En las experien-
cias realizadas por Tease and Walker con
Gloeothece ATCC 27152 desarrollada con y sin
NaNOs también se encontré una mayor captacion
en la primera condicion.!”

Determinadas cepas de cianobacterias son capa-
ces de producir potentes neurotoxinas y hepato-
toxinas.'® El empleo de biomasa no viable de cia-
nobacterias presenta la ventaja de eliminar la posi-
ble accién de agentes téxicos inherentes a ellas.
Otras ventajas son la independencia del suministro
de nutrientes y la ausencia de inconvenientes de
contaminacion o de inactivacién por los iones me-
talicos.’ En experiencias realizadas por Tam et. al.
con la microalga verde Chlorella se obtuvieron me-
jores rendimientos cuando se empled biomasa no
viable comparada a controles con células vivas,'®
atribuyéndose la mejora a la posibilidad de utilizar
concentraciones del metal superiores a las téxicas
para las células vivas.

La biomasa de N. minutum pretratada con calor a
80°C presentd la menor captacion de cadmio
debido posiblemente a la destruccién de los sitios
de unién al metal por accion del calor. Sin embar-
go, esta condicion puede ser Util considerando que
la biomasa de N. minutum podria ser un residuo
utilizable luego de un tratamiento de extraccion en
caliente en la preparacion de extractos cianobac-
terianos con actividad biolégica.20 2" Contrariamen-
te, con biomasa de Chlorella pretratada con calor
en autoclave o secada en horno a 80°C se observo
una buena respuesta en la remocion de Cu con
respecto a la biomasa viva.’®

El tratamiento de N. minutum con NaOH permitid
aumentar la capacidad de remocion de Cd. Basica-
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mente, ocurriria por la ruptura de la pared celular con
exposicion adicional de grupos funcionales de natu-
raleza anidnica que incrementan el numero de sitios de
unién para Cd. Ademas, existiria una desprotonacion
de los sitios de unién con el reemplazo de iones sodio,
los cuales son finalmente reemplazados por Cd.?23
En aguas duras fueron descriptos comportamien-
tos disimiles en la remociéon de iones metalicos
con biomasa de cianobacterias tratadas con alcali,
mostrando una disminucion en la adsorciéon de Cd
en presencia de Ca?* y Mg2+,® comportamiento que
también presenté N. minutum en presencia de los
iones Mg*2 (Tabla 2).

N. minutum conservoé su capacidad de remover Cd
en presencia de estos iones, mostrando una selec-
tividad en la bioabsorcion en aguas duras, habili-
dad que se mantuvo cuando la biomasa fue trata-
da con NaOH en presencia de iones Ca?+.

La utilizacién de biomasa inmovilizada presenta
ventajas frente a la biomasa en suspension tales
como: facil regeneracion y posterior reutilizacion
de la biomasa, facil separacion de las células del
efluente, simple manejo operacional y escalado di-
recto desde las experiencias de laboratorio?*.

La biomasa de N. minutum inmovilizada en perlas
de alginato removi¢ significativamente mas Cd que
las células en suspensién homogénea. Sin embar-
go, se observé que la inmovilizacién de biomasa
pretratada con alcali afecté su eficiencia adsortiva,
no existiendo diferencias significativas en la remo-
cion de Cd con ambas biomasas inmovilizadas.
Este resultado podria deberse a que, si bien se pro-
duce la activacion de un mayor numero de sitios
activos por el pretratamiento con élcali, los mismos
se estarian perdiendo con la inmovilizacion, condu-
ciendo a una reactividad mas reducida y uniones
mas débiles con el cation.
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Editor. News relevant to the different fields of
Toxicology will also be published.

ATA will publish articles written in either Spanish,
Portuguese or English. Every article will be evaluated



by two examiners. Only the Editorial Board will be
responsible for selecting articles with —that is, decisions
about (a) rejected articles, (b)accepted articles with,
however, changes to be introduced by authors, or (c)
accepted articles with no changes whatsoever are a
privilege of the Editor Board. In all cases, authors will
receive an unsigned copy of the examiners’ evaluation.
Scientific original manuscripts submitted to the
consideration of the Editorial Board should adhere to
the following basic format:

* Page 1: Title, and subtitle of paper. Author’s full
names; academic or professional affiliation, and
complete name of the laboratory or institution
where research was done.
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code, country, e-mail, phone number and fax
number).
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* Page 3 onward: As a rule, full length papers
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Results, Discussion, Acknowledgements,
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Review papers, updating, and reports on research
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articles should not exceed three pages. Their
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topics involved. Review papers, updating, and
reports on research in progress previously
requested to authors by the Editorial Board will be
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Book review should have been requested to
authors by the Editor. Authors should sustain their
contention on the book submitted to their attention.
Besides, authors of any book review should sub-
mit the following information: Title of the book in
its original language, full names of authors or
editors of the book, edition number of the book,
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translator’s name if any, publisher’s full name, city,
volume number if any, number of pages and
publishing years. The full name and academic or
professional affiliation of the author of any book
review should be stated clearly. Book review
should not exceed two pages.

Technical communications should refer exclusively
to modifications in scientific methods, determinations
or errors committed in scientific methods, etc.
Technical communications should not exceed two
pages. At the end of a communication, authors full
name and particulars should be clearly identified.
When submitting a full-length paper, authors
should take the following recommendation into
account:

* On the upper right angle of every page, the last
name (surname) of author (or the first author)
should be typed next to the corresponding page
number. Pages should also be paginated.

-When referring to chemicals, IUPAC standards
should be preferred.

-Organisms should be denominated according to
internationals standards. Gender and species
should be stated unabridged. When using a
computer word processor, authors should use
italics. When using a typewriter, authors should
underline.

-lllustrations (photographs, diagrams, etc.) should
be made on top quality materials, the technique of
which should allow illustration to be reproduced
without special treatments whatsoever. It is
advisable that illustrations be the same size as in
Acta page. As regards illustrations that must be
reduced, authors should see to it that letters,
figures, and/or any other element in illustration be
bigger-sized on the original so that such letters,
figures or elements be still clearly readable once
illustration has been reduced. lllustrations should
also be sent in triplicate (one original and two
copies).

On the reverse of illustration the following ele-
ments should be written with a soft lead pencil:
Figure corresponding to illustration, last name
(surname) of author (or first author). An arrow
should point out the upper pan of illustration.
Captions to illustration should be typed on a
separated sheet.

Authors should be aware that any extra change
caused by the printing of illustrations will be levied
for each illustration.

-Tables and captions thereof should be submitted
on separate sheets. Each page should be paginated
with Arabic numerals, according to the order in
which tables appear in article.

-Literature references in the text should be given
at the appropriate places by numbers between
brackets. For example: "Isoenzymes separation
was performed by electrophoresis according to a
technique developed by Diestz and Lubrano (4)".
When referring to an article written by more than
one author, the last name (surname) of the first
author will be followed by "et al." For example:
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"Castafné et al. (5) have been the first researches
in.."

e Literature references should be listed under the
heading "References". References should be
arranged according to the numbers given to citations
in the text of article. Format of references is as
follows:

* A paper published in a journal.

Malla Reddy P.and M. Bashamohiedeen (1989)
Fenvalerate and Cypermethrin induced changes
in the haematological parameters of
Cyprinuscarpio. Acta Hidrochim. Hydrobio. 17 (1),
101-107.

¢ a book: Dix H. M. (1981) Enviromental pollution.
John Wiley & Sons., New York, p. 286.

A bridged name of journals should be the
abridged name that a journal uses.

* Any exceptional modifications to the above
mentioned instructions that authors should
request will be submitted to the attention of the
Editor.

INSTRUCOES PARA OS AUTORES

Acta Toxicolégica Argentina (Acta Toxicol. Argent.),
(ISSN. 153279286) € o orgao especial de difusdo
cientifica da Associacdo de trabalhos originais,
livros, comunicacgdes, actualizagdes ou revisdes,
tema de divulgacao, comentarios

bibliograficos, notas técnicas e cartas ao editor.
Igualmente seréo publicadas noticias relacionadas
com diferentes campos da Toxicologia.

Acta Toxicoldgica Argentina (em adelante "Acta")
publicara contribuicdes em espanhol, portugués e
inglés. Todas serao avaliadas por dois revisores; a
selecao deles sera atribuicao exclusiva do Comité
Editorial. Este processo determinara que o
mencionado Comité opte por eliminar, aceitar
com alteracdes ou aceitar para publicacédo o
trabalho submetido para sua consideragéo. Em
todos os casos os autores receberao copia sem
assinatura da opiniao dos avaliadores.

As contribui¢des cientificas originais enviadas a
consideracao da Acta deverdo ajustar-se a
seguinte estrutura basica:

* P4gina 1: titulo, subtitulo nomes completos do
ou dos autores, laboratério ou instituicdo onde se
realizou o trabalho; enderecgo postal completo,
incluindo cédigo postal, telefone e fax; autor ao
qual toda a correspondéncia devera ser dirigida.

¢ Pagina 2: titulo do trabalho em espanhol, por-
tugués em inglés; resumos de até 250 palavras,
em espanhol, portugués e em inglés. Trés, quatro
palavras-chaves em espanhol, portugués e em
inglés.

* P4gina 3 em seguida: o Introdugéo, Material e
Métodos, Resultados, Discussao,

Conclusao, Bibliografia indicada, Titulos de
llustracdes e Quadros com legendas. A extenséo
maxima destes aportes nao devera superar 8
(oito) paginas. O texto devera ser escrito com PC
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Proofs will be sent to author whose address has
been stated in paper. Author should review proof
and airmail proof back to the Editor as soon as
possible (with in 48 hours of receiving proof, in
the Argentine Republic).

Author, or first author will receive 10 off prints at
no charge.

If author or authors request extra of prints, a
charge will be levied.

Author or authors should state the number of
extra of prints they wish to receive when they
send back the reviewed proof to the Editor. Any
correspondence referred to ATA should be sent
to:

Acta Toxicoldgica Argentina — Comité Editorial —
Alsina 1441 (1088) Buenos Aires, Argentina
Telefax:++54-11-4381-6919.

Exchange is kindly requested with journals the
scope and purpose there of are akin to the scope
and purpose of "Acta Toxicologica Argentina”.

em papel tamanho A4 com espaco duplo, com
margens superior, inferior e esquerda de 4 cm.
Deverao ser enviados 3 jogos.

Junto con as cépias do manuscrito, os autores
deverao enviar uma versao em disquete (de 3
1/2"), em um dos seguintes processadores de
texto: WORD for MS-DOS, WORD for MACIN-
TOSH, WORD PERFECT for MS-DOS. Caso os
revisores recomendem revisdo do trabalho, a
nova versao também devera ser acompanhada de
uma cépia em disquete e 3 jogos do texto em
papel.

As comunicagdes breves deverdo respeitar um
formato semelhante ao indicado para as
contribui¢des cientificas. O texto nao
necessariamente sera dividido nas panes indicadas
(Introducéo, Material e Métodos, etc.); ndo obs-
tante, devera conter em forma concisa a
informacéo que corresponde a estas partes. A
extenséo desta categoria de aportes nao devera
superar 3 (tres) paginas.

As revisdes, actualizacbes e temas de divulgacéo
deverao ser 0 mais conciso possivel e sua
extensao ndo excedera de 6 (seis) paginas. Sua
redacéo devera contemplar leitores com formacao
cientifica, porém, estranhos ao tema.
Considerar-se-ao preferentemente as revisdes
solicitadas pelo Comité Editorial.

Os comentarios bibliograficos serao contribuicoes
solicitadas pelo Diretor.

O autor devera emitir uma opiniéo fundamentada sobre
o0 trabalho submetido a sua consideracdo. Além disso,
devera incluir a seguinte informagao: titulo em edioma
original, autores, edi¢ao considerada, tradutor, editorial
e respectivo lugar, o livro ou volume, nimero de
paginas e ano da edicao.

Sera claramente indicado o nome do comentarista,



instituicao a qual pertence e endereco completo.
O texto nao podera ocupar mais que 2 (duas)
paginas.

As notas técnicas referir-se-ao exclusivamente a
modificacdes de métodos, determinacao dos
respectivos erros etc. Sua extensao nao ultrapas-
sara 2 (duas) paginas; ao final deverao constar os
dados que identifiquem claramente os autores.
As cartas do editor serao textos de extensao nao
superior a 200 palavras e terdo o carater de corres-
pondéncia cientifica relacionada com textos
publicados anteriormente. Autor ou autores serao
devidamente indicados.

Solicita-se aos autores que tenham em conta as
seguintes normas ao prepararem seus manuscritos:
* Em todos os casos dever-se-a consignar no
angulo superior direito de cada folha o
sobrenome do autor ou do primeiro autor e o
numero correlativo que corresponde, inclusive as
paginas com quadros.

* No caso de substancias quimicas, se adotara
como referencia prioritaria as normas da IUPAC.
* Os organismos serao denominados segundo as
normas internacionais, indicando sem abreviaturas
0 género e a espécie em italico ou sublinhados.

e As ilustragbes (fotografias, graficos) devem ser
confeccionadas com materiais de alta qualidade,
com técnicas que possibilitem sua reproducéo
sem tratamentos especiais. E aconselhavel que
este material tenha as dimensdes de Acta; os
autores devem ter em comta que, nos caso de
ilustracdes nas quais seja necessario proceder a
sua reducdo, o tamanho das letras, numeros e
outros elementos devem ter dimensdes maiores
para que a nitidez néo seja afetada depois da
impressao.

* Serdo enviados um jogo de originais e duas
copias.

Cada uma das ilustragdes devera levar no verso,
escrito com lapis suave, o numero que lhe
corres-ponda, nome do primeiro autor e mediante
uma seta sera indicada a posigéao superior. Os
titulos irao em folha separada.

* Os custos adicionais que possam produzir-se
pela edicao do referido material ficardo a cargo
do autor.

* Os quadros e suas legendas serao apresentados
em forma individual, em folhas separadas,
identificadas segundo numeragao arabica,
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segundo a ordem em que aparegam no texto. A
localizacéo preferida do quadro no texto sera
indicada mediante uma seta. Os quadros
localizar-se-ao no final de cada manuscrito.

* As referéncias bibliograficas serdo indicadas por
numeros correlativos segundo se apresentem no
texto: por exemplo, "A separagédo das isoenzimas
foi feita por electroforese de acordo com a técnica
de Dietz e Lubrano (4)".

* No caso de mencionar artigos de mais de dois
autores, sera indicado o sobrenome do primeiro
seguido da expressao e ou: o "Castafié e ou (5)
foram os primeiros em ..."

* As referéncias bibliograficas serdo agrupadas
segundo o titulo "Bibliografia citada"; a lista sera
organizada segundo os numeros correspondentes.
O formato das citagcbes é o seguinte:

* Artigo em publicagéo perddica: o "Malla Reddy,
P. and M. Bashamohideen (1989). Fenvalerate
and Cypermethrin induced changes in the
haematological

parameters of Cyprinus carpio. Acta Hidrochim.
Hydrobio. 17(1), 101-107."

e Livro: "Dix, H.M. (1981), Environmental pollution.
John Wiley & Sons, New York, 286 pp."

* As abreviacbes do nome das revistas serdo as
que el as mesmas indiquem no texto.

e Qualquer modificagcao excepcional das normas
estipuladas que os autores solicitem sera conside
rada pelo Diretor.

¢ As provas de impressao serao enviadas ao
autor indicado como receptor da correspondéncia.
* As mesmas serao revistadas e devolvidas
dentro de 48 horas apés recebidas.

O autor indicado recebera 10 separatas sem
despesa. O excedente solicitado sobre essa
quantidade sera custeado por ele ou demais
autores; a quantidade solicitada devera ser
comunicada ao Editor no momento de devolver
as provas de impresséao.

Toda a correpondencia relativa a Acta Toxicol6gi-
ca Argentina

deverd ser dirigida ao Comité Editorial, Alsina
1441, Of. 302 - (1088) Buenos Aires, Argentina.
Telefax: ++54-11-4381-6919.

Solicita-se troca com outras publicagdes
tematicamente afins com a Acta Toxicoldgica
Argentina.





