Publicacion Oficial de la Asociacion Toxicolégica Argentina
Buenos Aires - Argentina

T~

ATA

Volumen 13
Ne2 1
julio 2005



Acta Toxicoldgica Argentina es el érgano de difusion cientifica de la Asociacion Toxicolégica Argentina.
Tiene por objetivo basico la publicacion de trabajos originales, comunicaciones breves, actualizaciones o
revisiones, temas de divulgacion, comentarios bibliograficos, notas técnicas y cartas al editor.
Asimismo, se publicaran noticias relacionadas con los diferentes campos de la Toxicologia.




[l ASOCIACION Acta
TOXICOLOGICA inlHoi
ATA ARGENTINA Toxicologica

Asociacion civil (Personeria Juridica N° 331/90) Arg entina

Adherida a la IUTOX

Asociacion Toxicolégica Argentina

Comision Directiva

Presidente
Osvaldo H. Curci

Vicepresidente
Lucrecia Ferrari

Secretaria
Sandra Demichelis

Tesorera
Susana |. Garcia

Vocales

Marta A. Carballo
Teresa M. Fonovich
Hector R. Girolami

Vocales Suplentes
Eduardo Brocca
Adriana A. Perez

Organo de Fizcalizacion

Titulares
Otmaro Roses
Maria Luisa Oneto

Comité Cientifico
Gerardo Castro
Juan Carlos Piola
Otmaro Roses
Edda Villaamil
Eduardo Zerba

Tribunal de Honor
Mauricio Plager

Maria del Carmen Villarruel

Alfredo Salibian

Acta Toxicolégica Argentina

Director
Osvaldo H. Curci Poder Judicial de la Nacion

Comité de Redaccion

Gerardo D. Castro CEITOX (CITEFA-CONICET)
Sandra O. Demichelis FCNym, FCM-UNLP
Héctor R. Girolami FBIOyF-UNR

Edda C. Villaamil FryB-UBA

Comité Editorial 2004

José A. Castro CEITOX-CITEFA / CONICET - Argentina
Antonio Colombi Universidad de Milzn - Italia

Franz Delbeke universidad de Gante - Belgica

Heraldo Donnewald Poder Judicial de la Nacion - Argentina
Ricardo Duffard CONICET - Univ. Nac. de Rosario - Argentina
Ana S. Fulginiti Universidad de Cdrdoba - Argentina

Nilda G. G. de Fernicola CETESB - Brasil

Veniero E. Gambaro Universidad de Milén - Italia

Carlos A. Garcia Instituto de Estudios Bioquimicos - Argentina
Estela Gimenez ANMAT - Argentina

Hector Godoy INTA / CIC - Pcia. de Bs. As. - Argentina
Amalia Laborde Universidad de la Repuiblica - Uruguay
Nelly Manay Universidad de la Repuiblica - Uruguay

Carlos Reale Univ. Nacional del Sur - Argentina

Felix G. Reyes Universidad de Campinas - Brasil

Irma Rosas Pérez univ. Auténoma de México - México
Alfredo Salibidn cIC - Univ. Nac. de Lujan - Pcia. de Bs. As. - Argentina
Marta Salseduc Lab. Bagé. Univ. Austral - Argentina
Roberto Tapia Zufiga chile

Enrique Tourdn Argentina

Norma Vallejo Universidad de Bs. As. - Argentina

Eduardo Zerba CIPEIN - CITEFA / CONICET - Argentina




Volumen 13 Acta

N°1 Toxicologica
Julio 2005 Argentina
INDICE
(CONTENTS)

EDITORIAL ..t eesssssssess s ssssssss s sssssss s 1

NIVELES Y PROBABLE ORIGEN DE LOS HIDROCARBUROS DEL ARROYO
PAMPEANO "EL PESCADO" (PCIA. BUENOS AIRES, ARGENTINA)

LEVELS AND PROBABLE SOURCES OF HYDROCARBONS FROM THE PAMPEAN
"EL PESCADO" STREAM

Lavarias Sabrina, Pasquevich Yanina, Arnal Natalie, Demetrio Pablo y Heras Horacio ........... .2

ALCOHOL ETILICO Y METILICO EN BEBIDAS NO ALCOHOLICAS
ETHYL AND METHYL ALCOHOL IN NON- ALCOHOLIC BEVERAGES

Villaamil Lepori Edda Cristina, Rodriguez Girault Maria Eugenia, Alvarez Gloria, Pascuali Gerardo,
Pongelli Valeria, RidolfMirson Daniel, Gonzalez Daniel y Lopez Clara Magaalena....................ccccecevmecennesenescnineeneniseseseenen 7

DNA DAMAGE IN CHILDREN EXPOSED TO DDT IN A MALARIOUS
AREA OF CHIAPAS, MEXICO

DANO A ADN EN NINOS EXPUESTOS A DDT EN UNA AREA PALUDICA
DE CHIAPAS, MEXICO

Herrera-Portugal Crispin, Ochoa-Diaz Lopez Héctor, Franco-Sanchez Guadalupe y Diaz-Barriga Fernando ......................... 12

ACCION INJURIANTE DEL ATAQUE DEL CHUCHO (Chondrichthyes, Fam. Myliobatidae).
ESTUDIO HISTOLOGICO DE LOS TEGUMENTOS PRESENTES EN SU ESPINA

INJURIOUS ACTION OF THE STING RAY ATTACK (chondrichthyes, Fam. Myliobatidae).
HISTOLOGICAL STUDY ON THE TEGUMENTS OF THE STING RAYS SPINES

ChHEISHANSEN H. E. Y COUSSEAU, M. Bh.......ooeeeeeeereeeeeeseeeesveeevseseees e sasss s s s sssss s ssses s ssessasssssssssssassssssssnsssasssassssan 17

CONTENIDO DE PLOMO, CROMO'Y CADMIO EN MOLUSCOS COMESTIBLES DEL
GOLFO SAN JORGE (ARGENTINA)
CONTENT OF LEAD, CHROMIUM AND CADMIUM IN EDIBLE MUSSELS OF THE GULF

SAN JORGE (ARGENTINA)

Pérez Adriana Angela, Fajardo Maria Angélica, Strobl Analia Mabel, Pérez Laura Beatriz, Pifieiro Adrianay Lopez Clara
MBGUAIENA. «..veoveveerveseeseesesssesesesse st sse s sssess s st s s s e SS 58888858t 20
INDICES - INDEXES / VOLUMEN 11 - VOLUME 11 (2008)......oovororeirrrrvereeeeeeeemmmmmmmsmssssssssssssessssesessseessssseeen 25

INSTRUCCIONES PARA LOS AUTORES
INSTRUCTIONS TO CONTRIBUTORS..........ccoooooiissssscccccccieressesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssississssssssssssssssese 26

Los resumenes de los articulos publicados en Acta Toxicolégica Argentina se pueden consultar en la base de datos LILACS, en la
direccion literatura cientifica del sitio www.bireme.br
Acta Toxicoldgica Argentina esta indexada en el Chemical Abstracts. La abreviatura establecida por dicha publicacién para esta
revista es Acta Toxicol. Argent.
Calificada como Publicacién Cientifica Nivel 1 por el Centro Argentino de Informacién Cientifica y Tecnolégica (CAICYT), en el marco
del Proyecto Latindex

Acta Toxicoldgica Argentina (ISSN 0327-9286), 6rgano oficial de la Asociacion Toxicoldgica Argentina (ATA)
Se publica bianualmente. Registro de la Propiedad Intelectual N° 260.800

Alsina 1441 Of. 302 (1088) Buenos Aires - Argentina. Tel/Fax: 54-11 4381-6919




Acta Toxicol. Argent. (2005) 13 (1): 2

EDITORIAL

GENETICA TOXICOLOGICA 'Y EVALUACION DE RIESGO

La contaminacion ambiental siempre ha existido pues es parte inherente a las actividades del
hombre. El ser humano es un excelente agente de cambio en el planeta y no escapa a los efec-
tos de la destruccidon que él mismo provoca en el ambiente. Esos cambios son el producto de
situaciones tales como la eliminacién selectiva de especies, la alteracion de los habitats y/o la
introduccion al ambiente de sustancias nocivas, entre otros. En afios recientes se ha prestado
mas atencién a estos cambios no deseados debido a que han aumentado notablemente en la
frecuencia asi como en la gravedad de las consecuencias. Cada dia hay mas evidencias de la
presién antrépica, y los efectos adversos sobre el ambiente y la salud en general.

Estamos expuestos a decenas de miles de compuestos quimicos y cada afio entran al mercado
otros nuevos, la mayoria de los cuales no han sido evaluados comprensivamente respecto a su
toxicidad y posible impacto ambiental. Prueba de ello son los numerosos compuestos quimicos
que se han utilizado durante afos, y mas tarde, por los efectos que pudieron comprobarse en la
salud o el medio ambiente, han debido prohibirse o eliminarse del mercado. De este modo y
como resultado de esta exposicion, existe la probabilidad de sufrir algun efecto adverso, quizas el
ejemplo mas facil de ilustrar es la aparicion de una dada enfermedad.

Teniendo en cuenta los avances del conocimiento cientifico y tecnoldgico y el amplio uso de los
compuestos quimicos tanto en la industria como en la produccion agricolo-ganadera, la cosméti-
ca, la terapéutica animal, vegetal y humana, cobra importancia el biomonitoreo del efecto que
éstos y otros agentes puedan ejercer sobre el material genético de los organismos vivos al for-
mar parte del estilo de vida. Por otra parte, para evaluar el riesgo de poblaciones humanas
expuestas a diferentes agentes de tipo fisico o quimico, deben realizarse dos consideraciones
generales: la primera es cualitativa, la que se ocupa de describir las propiedades intrinsecas del
agente (identificacion del peligro) y la segunda es la cuantitativa, que describe el riesgo que pro-
duce una cierta exposicion o dosis (caracterizacion del riesgo). Para el propésito del aseso-
ramiento de riesgo, es importante identificar el mecanismo de induccion de los efectos adversos
para la salud y desarrollar métodos que aseguren la cuantificacion de las posibles alteraciones
genéticas involucradas.

M.A.C.
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NIVELES Y PROBABLE ORIGEN DE LOS HIDROCARBUROS DEL ARROYO
PAMPEANO "EL PESCADO" (PCIA. BUENOS AIRES, ARGENTINA)

Sabrina Lavarias(1), Yanina Pasquevich(2), Natalie Arnal(2), Pablo Demetrio(2) y Horacio Heras(1,2)

(1) Instituto de Investigaciones Bioquimicas de La Plata (INIBIOLP), CONICET-UNLP, Céat. de Bioquimica, Fac. Medicina;
(2) Cat. Quimica Bioldgica, Fac. Cs. Naturales y Museo, Universidad Nacional de La Plata, Calles 60 y 120, (1900) La Plata,
Argentina. E-mail: h-heras @atlas.med.unlp.edu.ar

RESUMEN. Lavarias S.; Pasquevich Y.; Arnal N.; Demetrio P.; Heras H. Niveles y probable origen de los hidrocarburos del
arroyo pampeano "El Pescado"” (pcia. Buenos Aires, Argentina). Acta Toxicol. Argent. (2005) 13 (1): 2-6. Con el objeto de
determinar los niveles basales y el probable origen de hidrocarburos (HC) en el arroyo pampeano “El Pescado”, afluente del Rio
de La Plata, se analizaron durante 22 meses muestras de camarones (Macrobrachium borellii), sedimento y agua de la region
media del curso.

Los HC disueltos en el agua se recuperaron por extraccion con hexano, mientras que para las muestras bioldgicas y de sedi-
mento se compararon primero diferentes técnicas de extraccion, seleccionando la que extrajo los HC aromaticos con mayor efi-
ciencia (sonicacion con diclorometano-hexano para el sedimento y destilacion por arrastre con vapor y diclorometano para las
muestras bioldgicas). Los extractos purificados de HC se analizaron por cromatografia gaseosa en columna capilar con detec-
tor de ionizacion de llama. Se detectd la presencia de trazas de HC en muestras de agua y de tejidos durante el periodo mon-
itoreado. En las muestras de sedimentos se observé presencia de HC de la serie alifatica, principalmente los de cadena impar
nC29, nC31 y nC33, y sdlo cantidades traza de HC aromaticos. Los HC totales en el sedimento variaron en un rango entre 0,03
y 0,16 pg HC/g p. seco. Para determinar el posible origen (biogénico o antropogénico) de los HC alifaticos se emplearon indices
de distribucion de alcanos. Se pudo determinar asi que el sedimento contenia HC esencialmente de origen biogénico prove-
nientes de plantas superiores, estando por lo tanto libre de contaminacién apreciable por HC petrogénicos. Estos resultados
aportan los primeros niveles de referencia para monitorear el status de contaminacion por HC de este arroyo, y son los primeros
realizados en arroyos pampasicos.

ABSTRACT. de Roodt A. R.; Garcia S. |.; Gémez C. M.; Estévez J.; Alagén A.; Gould E. G.; Paniagua-Solis J. F; Dolab J. A.;
Curci O. H. Levels and probable sources of hydrocarbons from the pampean "El Pescado" stream (Buenos Aires,
Argentina). Acta Toxicol. Argent. (2005) 13 (1): 2-6. From the beginning of the serotherapy at the end of XIX century, the anti-
bodies administered as therapeutic agents have being used with different emphasis for the treatment of different pathologies.
These products come in a high variety of pharmaceutical presentations, although the methods used by the producers to purify
antibodies from the hyperimmune plasma with or without enzymatic treatment, have varied very little over the past decades.
Despite the present tendency to obtain therapeutic proteins from systems that make use of their in vitro expression, the future of
the therapeuticals for several acute toxic pathologies will remain associated with serotherapy, at least for many years to come.
In this review, we discuss on the different type of pharmaceutical presentations of the available antivenoms and antitoxins com-
monly used for the treatment for the envenomations by venomous animals or the intoxication by bacterial toxins and its relation-
ships with the neutralizing capacity and its therapeutic efficacy.

Palabras clave: hidrocarburos, Macrobrachium borellii, crustaceo, sedimento, agua, indices de alcanos, antropogénico, biogénico.
Key words: hydrocarbons, Macrobrachium borellii, crustacea, sediment, water, alkane indexes, antrhopogenic, biogenic.

INTRODUCCION

Entre las numerosas formas de contaminacion
ambiental, el impacto de los hidrocarburos (HC)
derivados del petréleo sobre ecosistemas acuati-
cos, es el de mayor repercusioén publica'. Los cuer-
pos de agua dulce tanto I6ticos como lénticos son
sensibles a la contaminacion por petréleo e impor-
tantes para la salud humana y el ambiente, por ser
usualmente usados como fuentes de agua potable
y servir como habitat y fuente de alimento para
numerosas especies. La cuenca del Rio de La Pla-
ta es una de las regiones mas contaminadas del
pais en términos de HC debido a las actividades
industriales y portuarias que operan en la zona?.
Por este motivo la region necesita una urgente
evaluacion de los efectos ecotoxicoldgicos de
estos contaminantes.

Para obtener informacion local relevante en estu-
dios dedicados al impacto de contaminantes en el
ambiente, es preferible seleccionar especies nati-
vas. En el estudio del nivel de contaminacion y
evaluacion del riesgo ambiental asociado a los HC,
deben considerarse variables tales como el tipo y

cantidad de petrdleo, la frecuencia de exposicion,
las condiciones ambientales y la sensibilidad de
las especies locales a sus efectos toxicos. Dentro
de un proyecto amplio de evaluacion del efecto de
HC sobre la biota del Rio de la Plata, hemos selec-
cionado al crustaceo autéctono Macrobrachium
borellii como posible modelo bioindicador debido a
que es un representante de un nivel tréfico eleva-
do en la comunidad, y a su proximidad taxonémica
con otras especies que son cultivadas en la actua-
lidad y econdmicamente importantes teniendo en
cuenta también que en varios casos, se han se-
leccionado a los camarones para biomonitorear la
calidad de aguas y sedimentos®#, siendo un requi-
sito previo a la recoleccion la evaluacion del nivel
basal de HC presentes en el area de muestreo.

Otro motivo se tuvo en cuenta en la eleccion de
esta especie autéctona como bioindicadora: los
arroyos pampeanos cercanos a la ciudad de La
Plata se caracterizan por su alto nivel de eutrofi-
cacién®, y esta condicion es desfavorable para al-
gunos de los organismos comunmente usados en
ensayos toxicologicos, ya que suelen ser poco



resistentes a pequefos incrementos en nutrientes.
Por ello los resultados de bioensayos en ambien-
tes pampeanos empleando invertebrados origina-
rios de areas oligotréficas, pueden ser cuestiona-
bles para determinar el estado de contaminacion
de los tributarios del Rio de La Plata, como el arro-
yo El Pescado®.

En nuestro caso se seleccioné como area de
muestreo potencial el arroyo El Pescado, en la que
se evalu6 la presencia de HC en muestras de
agua, sedimento y camarones con el objetivo de
(a) determinar las cantidades basales de los mis-
mos y sus posibles fuentes utilizando indices de
distribucién de n-alcanos para comenzar un pro-
grama de monitoreo periddico del status de conta-
minacion por HC de este arroyo, y (b) identificar si
el area estaba libre de HC antropogénicos y poder
asi realizar la recoleccion de M. borellii para bioen-
sayos de contaminacion.

MATERIALES Y METODOS

Area de muestreo y obtencion de muestras

El material de estudio provino de un curso de agua
que desemboca en el Rio de La Plata, conocido
como arroyo El Pescado y la zona de muestreo se
ubicd en la interseccion con la Ruta Provincial N°
11, Km 15 del partido de La Plata.

Se colectaron 3 muestras de sedimento a lo largo
de 22 meses. Las muestras se tomaron con un
core metalico en los primeros 20 cm, a las que se
determiné el porcentaje de humedad y contenido
de materia organica en sedimentos midiendo la
pérdida de peso por calcinacion’.

Se midié la temperatura y el pH del agua en el
arroyo y se recolectaron 3 muestras de agua de
aproximadamente 1500 ml a una profundidad de
40 cm de la superficie, se almacenaron a4 °Cy se
procesaron dentro de los 2 dias. Se recolectaron
asimismo 3 lotes de 10 camarones de la especie
Macrobrachium borellii.

Extraccion de hidrocarburos

Se utilizaron solventes calidad para “Analisis de
Pesticidas”.

Los HC disueltos en el agua se extrajeron median-
te extraccion seriada con hexano de acuerdo al
manual de métodos de la UNESCO?. Inicialmente
se compararon tres técnicas de extraccion de HC
en las muestras de tejidos de camarones en mues-
tras de 5 g: (a) destilacion por arrastre con vapor y
diclorometano (DCM) segun el procedimiento de
Ackman y Noble® modificado por Ackman y col.'?;
(b) empleando una mezcla de cloroformo: metanol
1:1 (vv)", y (c) Soxhlet con una mezcla DCM/
hexano (1:1; v/v), durante 40 ciclos.

Muestras de 50 g de sedimentos se secaron a 37
°C y se extrajeron los HC aplicando diferentes téc-
nicas: a) saponificacion con KOH en metanol, si-
guiendo el método descrito por la UNESCO™. b)
Las muestras se extrajeron cuatro veces con la
mezcla DCM/ hexano (1:1; v/v) y se sonicaron 10
min usando un ultrasonicador, separando la fase
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organica. El extracto se filtré con Na,SO, previa-
mente extraido y se concentré con N,, disolvién-
dolo finalmente en hexano. c) Extraccion por
Soxhlet siguiendo el mismo procedimiento que se
utilizé para las muestras de tejidos. A todas las
muestras se les agregd como estandar interno 15
pg de octadeceno (18:1, Accustandard). En todos
los casos se realizaron blancos de extraccion.

Andlisis de los hidrocarburos mediante
cromatografia gas-liquido

Los extractos se purificaron en primer lugar por
cromatografia en columnas de silice. Se hicieron a
continuacioén estudios de recuperaciéon de HC de
las matrices utilizando una mezcla de estandares
conocida (Tabla 1) (SIGMA, Alltech y Supelco). Los
factores de correccion finales se incorporaron a los
obtenidos por cromatografia gaseosa en columna
capilar con detector de ionizacién de llama (GLC).
Los HC se analizaron por GLC empleando un cro-
matografo Hewlett Packard 5890 con una columna
DB-1 de 60m x 0.25 mm, empleando He como gas
portador, segun la técnica descripta en Ackman et
al.’%. Los componentes fueron identificados por
comparacion de los tiempos de retencion con los
de estandares externos y con los de una fraccion
hidrosoluble de HC de un petréleo liviano identifi-
cada por GLC-MS'3. Se calculé la concentracion
de los HC en las muestras con respecto al estan-
dar interno n-eicosano (n-C21) y se corrigio por la
respuesta del GLC y la eficiencia de recuperacion
de la técnica.

Indices de evaluacidn

Dado que las muestras naturales son muy com-
plejas, para determinar el posible origen antro-
pogénico o biogénico de los HC del sedimento se
emplearon los siguientes indices de distribucion de
alcanos: (a) El indice bajo/alto peso molecular de
HC es el cociente de la suma de los n-alcanos < C20
y la suma de los n-alcanos > C21. Este cociente es
usualmente cercano a 1 para algas, plancton y
petréleo crudo, mientras que las bacterias sedi-
mentarias, animales marinos, plantas superiores,
sedimentos no contaminados presentan valores
bajos (<1). (b) El origen petrogénico de estas
series también se puede inferir el cociente de la
suma de todos los n-alcanos y el C16, este valor
es >50 en muestras biogénicas debido a la domi-
nancia de los n-alcanos impares y <15 en mues-
tras contaminadas con petrdleo. (c) El indice prefe-
rido de carbono (IPC) esta dado por la razén entre:
2(C27 + C29) / (C26 + 2C28 + C30). Los HC pe-
trogénicos muestran un valor cercano a 1, mien-
tras que las plantas vasculares y sedimentos no
contaminados presentan un rango entre 3 a 6. Los
siguientes tres indices: (d) Alcanos / Isoalcanos (3
C14-C18 /Y isoprenoides), (e) C17 / Pristano y (f)
C18 / Fitano evaluan la presencia de petrdleo y la
biodegradacién de n-alcanos. Valores bajos (<1)
de estos indices sugieren la presencia de petroleo
biodegradado, mientras que valores altos corres-
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ponden a baja biodegradacion'. (g) el cociente
pares/impares para el petréleo no muestra pre-
dominancia de una u otra serie, a diferencia de las
muestras de plantas donde los alcanos impares
son alrededor de 8-10 veces mas abundantes'®.
Por ultimo (h) el indice del hidrocarburo de mayor
concentracién denota el n-alcano de concentracién
mas alta. Este indice se encuentra frecuentemente
alrededor del C18 para petréleo crudo, mientras
que diferentes tipos de algas (tanto macro como
microalgas) tienen habitualmente como compo-
nentes importantes C15, C17, C19 y C21, y los
C23, C25, C27, C29, y C31 predominan en mues-
tras de plantas vasculares terrestres.

RESULTADOS

Del estudio comparativo se determiné que las téc-
nicas mas adecuadas para recuperar con mayor
eficiencia los HC aromaticos son la técnica de soni-
cacion con DCM-hexano en el caso de sedimento
(55,76%) y la de destilacién por arrastre con vapor
y DCM para los tejidos de camarédn.(51,07%). El
criterio que se tuvo en cuenta en la eleccién final
de ambas técnicas fue el hecho de que los HC
aromaticos son los principales responsables del
efecto toxico de los HC en los organismos®.

Los valores de pH del agua del area de muestreo
oscilaron entre 6,7 - 6,9, mientras que la temper-
atura varié entre una media de 10 °C en invierno y
25 °C en verano. El contenido de materia organica
de los sedimentos (Tabla 2) fue en promedio del
3,8 % p/p de sedimento seco a lo largo de los 2
afos de muestreo.

Solo se detectaron trazas de HC en las muestras
de agua (sin filtrar) y en camarones. Por el con-

trario, el andlisis de las muestras de sedimento
mostré la presencia de HC de la serie alifatica
entre el NC10 y nC35 en una concentracion de HC
totales que vari6 entre 0,03 y 0,16 pg HC / g sedi-
mento seco, encontrandose los mayores valores
en la época estival (Tabla 2). Solo se detectaron
concentraciones traza de HC aromaticos. El origen
de los HC del sedimento suele ser complejo y
puede incluir tanto compuestos antropogénicos co-
mo biogénicos. Dentro del primero se incluye prin-
cipalmente al petréleo y también al material organi-
co reciclado de diferentes origenes (aguas servi-
das, materia organica lavada por lluvias o efluen-
tes de plantas de tratamiento). Las fuentes biogé-
nicas pueden incluir por ejemplo, algas, animales,
plantas vasculares o bacterias. El analisis cromato-
grafico de las muestras de HC de sedimento mos-
tré6 que los principales componentes en todas
fueron los alcanos de cadena impar nC29, nC31 y
nC33 (ver mas abajo). Al aplicar los indices de dis-
tribucion de alcanos a cada una de las muestras se
observd lo siguiente. El indice bajo/alto peso
molecular fue pequefio indicando sedimentos no
contaminados o presencia de HC de plantas supe-
riores. El origen antropogénico también se pudo
inferir del cociente de la suma de todos los n-
alcanos y el C16 cuyos valores altos indican mues-
tras biogénicas. El IPC fue >3 en todos los casos
indicando nuevamente sedimentos no contamina-
dos y presencia de HC de plantas vasculares. Los
indices Alcanos / Isoalcanos, C17 / Pristanoy C18
/ Fitano mostraron valores altos evidenciando la no
contaminacién por petréleo (Tabla 2). El indice
pares/impares oscilé entre 0,3 y 0,5 indicando
también presencia de HC de origen vegetal. El HC

Tabla 1. Mezcla de hidrocarburos empleada en los ensayos comparativos de técnicas de extraccion de muestras bioldgicas y sedimento.

HC arométicos

p-Dietilbenceno.

Benceno, Tolueno, Naftaleno, Etilbenceno, o-Xileno, m-Xileno, n-propilbenceno, isopropilbenceno,
1,2, 3-trimetilbenceno, 1,2 4-trimetilbenceno, 1,2,3,4-tetrametilbenceno, o-Dietilbenceno, m-Dietilbenceno,

HC alifaticos Serie par en el rango nC10-C22

Tabla 2. Valores de los Indices de distribucién de alcanos aplicados a las muestras de sedimentos del arroyo El Pescado durante un

periodo de 22 meses.

indices 06/01 09/01 01/02 02/02 04/02
Bajolalto 0,65 0,87 0,46 0,52 0,33
n-alcanos/C16 12,74 31,66 23.38 17,68 25,73
IPC 3,40 2,78 3,M 3N 3,49
Alcanofisopreno 5,99 4,43 3,89 6,99 15,79
C17/Pristano 1,51 0,63 1,70 5,27 1,44
C18/Fitano 2,86 2,24 16,00 9,32 7,56
Pares/impares 0,53 0,54 0,44 0,41 0,39
MH** 7,29 10,71 10,36 15,66 14,25
HC totales * 45,8 29,4 74,8 95,1 76,0
% MO 2,27 2,34 2,19 2,24 3,19

07/02 08/02 09/02 01/03 02/03 04/03
0,32 0,27 0,36 0,27 0,60 0,12
20,23 28,08 52,93 28,08 15,45 64,51
3,85 3,02 5,58 3,02 3,76 3,66
16,36 797 0,89 797 6,75 6,54
1,52 1,42 3,35 1,42 2,86 0,90
15,78 7,58 2,09 7,58 45,53 2,10
0,44 0,4 0,28 0,41 0,49 0,25
15,50 11,84 10,18 11,84 9,16 20,30
69,8 133,4 112,5 122,2 158,0 794
247 243 2,55 2,64 2,75 3,56

** El HC mayoritario fue en todos los casos nC31, Valores expresados como % (p/p).
* Expresados como ng HC/g sedimento seco.
Las referencias de los indices se encuentran definidas en el texto.
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de mayor concentracion fue en todos los casos el
nC31 (Tabla 2) seguido del nC29 denotando asi la
presencia de HC de plantas vasculares terrestres.
En sintesis, combinando la informacién de los 8
indices se pudo demostrar, sin excepcion, que los
HC del sedimento son de origen bioldgico esen-
cialmente provenientes de plantas vasculares.

DISCUSION

La evaluacion de la presencia de HC antropogéni-
cos en muestras de agua, sedimento y organismos
tuvo como objetivo determinar los niveles de refe-
rencia para monitorear el status de contaminacién
por HC de este arroyo pampeano, asi como identi-
ficar el posible origen de los HC. Este monitoreo,
realizado a lo largo de casi 2 afos sélo mostrd
cantidades traza de HC en las muestras de agua y
camarones. Si uno tuviera interés en conocer la
historia previa del area, estos datos son buenos
indicadores de que el sitio no ha estado sujeto a
contaminacion por HC en los afios previos al mues-
treo, ya que si bien se puede argumentar que el
agua varia su concentracion de HC de acuerdo a
las condiciones del momento, en sitios de baja
energia se puede encontrar petréleo en sedimen-
tos inclusive después de 5 afios de haber ocurrido
un derrame en el area'”. Estos HC se pueden libe-
rar a la columna de agua mucho tiempo después
de haber ocurrido el derrame como consecuencia
del intercambio entre el agua de la columna y la
intersticial. De esta manera, o bien se deberia de
haber detectado la presencia de HC en alguno de
los muestreos de agua, o bien especies bentdni-
cas como Macrobrachium borellii podrian haber
bioacumulado estos HC directamente desde la
columna de agua o indirectamente desde el agua
intersticial de los sedimentos contaminados. En
este sentido el andlisis del sedimento también fue
indicativo de la escasa presencia en el area de HC
petrogénicos, si bien cabe mencionar que se
observaron cantidades traza de HC aromaticos.
Apoyando este razonamiento, Glegg y Rowland'®
observaron que los niveles de HC en el gasterdpo-
do Patella vulgata analizados luego de seis meses
del derrame del petrolero "Braer" en las costas
escocesas, disminuyeron a valores semejantes a
la concentracion basal de la region.

El posible origen de los HC de la serie alifatica
encontradas en el sedimento se identifico aplican-
do algunos de los indices de distribucion de alca-
nos'® 20: 15 Se pudo determinar asi que el sedi-
mento contiene HC esencialmente de origen
biogénico provenientes principalmente de plantas
superio-res, estando por lo tanto libre de contami-
nacién apreciable por HC antropogénicos. Es
sabido que el tipo de suelo limoso o arcilloso de
granulometria fina, como el este arroyo?! favorece
la acumulacion de HC. Esto, sumado al importante
contenido de materia orgéanica (2,5-3,6 %), similar
al encontrado en otras zonas del estuario del Rio
de La Plata®?, apoyan la hipétesis de que el sitio no
ha estado sujeto a contaminacién por HC en afos,
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ya que se sabe que la MO tiene una alta afinidad
por los HC. Como ejemplo de la capacidad de
retencion de HC se puede mencionar un estudio
cercano geograficamente realizado en los sedi-
mentos del Rio de La Plata de las cercanias de la
localidad de Magda-lena. En este sitio con alto
contenido de materia organica y granulometria
semejante a la del arroyo El Pescado se observo la
presencia de altas concentraciones de HC pet-
rogénicos retenidas luego de 6 meses de ocurrido
un derrame de HC?3. Graca et al.? también estudi-
aron el estado de contaminacion del arroyo El
Pescado empleando medidas de diversidad de
especies y parametros fisicoquimicos. Este grupo
determind que el arroyo no estaba contaminado en
el drea cercana a nuestra zona de muestreo
basandose en las especies de invertebrados pre-
sentes, el oxigeno disuelto y los valores de con-
ductividad del agua.

Se sabe muy poco de la contaminacién por HC en
los arroyos y ambientes l6ticos pampeanos,
restringiéndose los estudios al Rio de La Plata (i.e.
20, 24). Los resultados obtenidos en el presente
trabajo aportan los primeros niveles de referencia
para monitorear el status de contaminacion por HC
de este arroyo, y se espera que sea precursor de
estudios similares en otros arroyos pampasicos. El
estudio permitié, ademas, garantizar el empleo de
M. borellii de este habitat libre de HC petrogénicos
para bioensayos de laboratorio.
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ALCOHOL ETILICO Y METILICO EN BEBIDAS NO ALCOHOLICAS
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RESUMEN. Villaamil Lepori, E. C.; Rodriguez Girault, M. E.; Alvarez, G.; Pascuali, G.; Pongelli, V.; Ridolfi, A.; Mirson, D.;
Gonzalez, D.; Lépez, C. M. Alcohol etilico y metilico en bebidas no alcohdlicas. Acta Toxicol. Argent. (2005) 13 (1): 7-11.
El consumo de jugos por la poblacién infantil y de “amargos” por los jévenes ha aumentado en los ultimos afos. La legislacion
Argentina admite una concentraciéon maxima de etanol en bebidas no alcohdlicas de 0,5 mL/dL y no considera la presencia de
alcohol metilico.

Se investigaron ambos alcoholes en jugos y bebidas “amargos” en 196 muestras, 97 jugos y 99 “amargos”.

La investigacion se realizé6 mediante head-space y cromatografia gaseosa con detector de llama (GC-FID).

Las muestras fueron clasificadas en jugos y “amargos”.

El 88% de las 196 muestras analizadas contenian etanol en concentraciones comprendidas entre menores a 0,001 mL/dL (limite
de deteccion) y 1,48 mL/dL y el 8% metanol en concentraciones entre menores a 0,001 mL/dL (limite de deteccion) y 0,010
mL/dL. El 66,3% de las muestras de “amargos” superan el limite de etanol establecido por el Cédigo Alimentario Argentino y el
Codex Alimentarius mientras que los jugos de frutas y vegetales se hallaron por debajo.

Los jugos no siempre son consumidos en su totalidad una vez abierto el envase y suele conservarse a 4° C durante 48 horas
o mayor tiempo. En otros 68 jugos se investigaron ambos alcoholes a las 0, 24 y 48 horas luego de abiertos los envases y con-
servados a 4° C. Se observo un aumento en las concentraciones medias de etanol a las 48 horas de 1,3 veces y de metanol
7,9 veces respecto a la concentracion media en los jugos en el envase recién abierto.

Palabras claves: Etanol; metanol; jugos; bebidas amargos; GC-FID

ABSTRACT. Villaamil Lepori, E. C.; Rodriguez Girault, M. E_; Alvarez, G.; Pascuali, G.; Pongelli, V.; Ridolfi, A.; Mirson, D.;
Gonzaélez, D.; Lépez, C. M. Ethyl and methyl alcohol in non- alcoholic beverages. Acta Toxicol. Argent. (2005) 13 (1): 7-11.
The consumption of fruit and vegetable juices by children and infants and bitter drinks by young people has increased in the last
years. The actual legislation in Argentine admits a maximum concentration of 0.5 mL/dL of ethanol in non-alcoholic beverages and
disregards the presence of methanol.

It was decided to investigate both alcohols in juices and bitter drinks in 196 samples, 97 juices and 99 bitter drinks. The investi-
gation was carried out by headspace and gas chromatography with flame ionization detector (GC —FID).

Samples were classified as juices and “bitter drinks”.

Ethanol was found in 88% of 196 samples at concentration between 0.001 mL/ dL (limit of detection) and 1.48 ml/dl and methanol
in the 8 % at concentration between 0.001 mL/ dL (limit of detection) and 0.010 mL/ dL. Ethanol concentrations were upper than
those established in both Codex in the 66.3% of “bitter drinks” samples and lower in fruit and vegetable juices.

The juices not always are ingested totally when the container is opened. They are stored at 4° C for more than 48 hours. In oth-
ers 68 juice were investigated boths alcohols at 0, 24 and 48 hours after containers were opened and stored at 4°C. It was
observed an increased of 1.3 times in ethanol median concentrations at 48 hours, and 7.9 times for methanol.

Key words: Ethanol; methanol; juices; bitter drinks; GC-FID

Palabras clave: Etanol; metanol; jugos; bebidas amargos; GC-FID.
Key words: Ethanol; methanol; juices; bitter drinks; GC-FID

INTRODUCCION

En Argentina los nifios pequefios y los lactantes
consumen frecuentemente jugos de frutas y vege-
tales. El Codigo Alimentario Argentino! los clasifica
como bebidas no alcohdlicas y admite una concen-
tracion maxima de etanol de 0,5% v/v (0,5 mL/dL),
en el caso especial del jugo de anana admite hasta
3 g/Kg y no considera la presencia de alcohol
metilico en estas bebidas. El Codex Alimentarius?
recomienda concentraciones variables tolerables
de etanol en las bebidas no alcohdlicas compren-
didas entre 3 y 5 g/Kg y no considera la presencia
de metanol en tales bebidas.

Se ha observado un importante aumento del con-
sumo en los ultimos ahos por parte de la poblacion
juvenil, de bebidas amargos las que en adelante
denominaremos “amargos”. Estas bebidas se fabri-
can a partir de extractos de diversas hierbas vege-
tales las cuales se diluyen en agua o jugos de fru-
tas y se expenden como bebidas sin alcohol.

Para los “amargos” se aplica la misma norma ante-
riormente mencionada’' respecto al contenido de
etanol y metanol.

Es sabido que el etanol es generado en los jugos
por fermentacién de la glucosa en presencia de
levaduras (Hansenula and Pichia) y ciertos hongos
(Saccharomyces). (Francis et al.)® (Kennes et al.)*
La piel de la fruta es el habitat natural de levaduras
y microorganismos, por lo cual es posible que por
procesos de fermentacion de los azucares pre-
sentes en los jugos se genere etanol.

Las frutas una vez recolectadas suelen conser-
varse, antes de la obtencion del jugo, y uno de los
problemas observados es la acumulaciéon de meta-
bolitos indeseables. Pesis et al.5 Los mismos auto-
res consideran que la formacién espontanea de
etanol y metanol, en las frutas no procesadas, no
ha sido bien descripta.

Sandhu et al.$, y Frenkel et al.”, han sefialado que
el metanol puede generarse en los jugos de frutas
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a partir de la presencia de pectinas mediante la
accion de pectidasas.

Trifiro et al.8 recomiendan realizar el analisis de al-
coholes y otros compuestos volatiles, los cuales
son indicadores de crecimiento microbiano, y re-
sulta esencial para una mejor evaluacioén de la cali-
dad del producto final.

Los jugos no son consumidos en su totalidad una
vez abierto el envase que los contiene. Suelen
conservarse en heladera a 4 °C y se consumen
durante periodos de tiempo que a veces superan
las 48 horas, aun cuando los fabricantes recomien-
dan consumirlos dentro de las 48 horas, una vez
abierto el envase. Es probable que en estas condi-
ciones continten los procesos enzimaticos con el
consiguiente incremento de la concentracion de
alcoholes.

Teniendo en cuenta el incremento del consumo de
estas bebidas no alcohdlicas en Argentina y que la
presencia de etanol y/o metanol en los jugos y en
los “amargos” adicionan un riesgo de aparicion de
efectos indeseables, particularmente en la pobla-
cion de nifios y jovenes, es que se decidio investi-
gar estos alcoholes en jugos y en los “amargos”.
Ademas se investigo la potencial formacién de am-
bos alcoholes durante 48 horas, cuando los jugos
son conservados a 4 °C en envases abiertos.

MATERIALES Y METODOS

Muestras

Las muestras investigadas en este trabajo se refie-
ren a bebidas listas para el consumo y no produc-
tos concentrados o polvos para luego ser diluidos.
Las bebidas fueron clasificadas en jugos y amar-
gos de acuerdo a la composicidn declarada por el
fabricante.

Un total de 196 muestras fueron investigadas de
diferentes marcas comerciales, de las cuales 99 co-
rresponden a amargos y 97 a jugos. Se denomind
“puros” a 28 muestras de jugos y 46 muestras de
amargos constituidas por un unico jugo de fruta o
vegetal o de bebida amargo y “mezclas” a 69 jugos
de frutas y 53 amargos con agregado de jugos de
frutas.

En otras 68 muestras de jugos se investigaron por
duplicado ambos alcoholes a las 0, 24 y 48 horas
una vez abierto el envase y conservado a 4 °C. Los
criterios de clasificacion de las muestras fueron los
anteriormente mencionados.

Procedimiento

La investigacion y cuantificacion de los alcoholes
fue llevada a cabo mediante cromatografia gaseo-
sa con detector de ionizacion de llama (GC-FID) y
head-space adaptandose el método de Shaw, P.E.
et al.® descriptas en el texto.

Curva de calibracion: Se prepararon soluciones
mezclas de ambos alcoholes en las siguientes
concentraciones: 0,012; 0,062; 0,124; 0,185 y
0,247 mL/ dL. En viales de cinco mL fueron colo-
cados 1 mL de cada una de las soluciones mez-
clas de los alcolohes y 1 mL de la solucién del es-

tandar interno (alcohol iso-propilico en una con-
centraciéon de 0,124 mL/dL, en solucion saturada
de sulfato de amonio en acido sulfurico 0,1N éste
ultimo como reactivo liberador). Cada vial fue ce-
rrado herméticamente mediante septos de TFE/sili-
cona y precinto metalico y colocado en un bafio de
agua a 80°C + 5°C durante 30 minutos antes de
ser inyectado en el cromatégrafo de gases (GC).
Cada punto de la curva fue procesado por triplica-
do. Las curvas fueron controladas mediante solu-
ciones calibradas de etanol de concentraciones
0,05% ;0,10 %y 0,30 % (p/v) (Sigma Cat. N° 332-11)
Las muestras fueron preparadas de igual manera
que la curva de calibracién utilizandose 1 mL de
cada muestra en lugar de las soluciones mezclas
de alcoholes. Cada muestra fue procesada por
duplicado.

En pruebas preliminares no incluidas en el pre-
sente trabajo se investigd la presencia del alco-
holes incluido el isopropilico en 10 muestras toma-
das al azar y no se detect6 la presencia del alco-
hol isopropilico en ninguna de ellas; por dicha ra-
zén se decidio utilizar el isopropanol como estan-
dar interno.

Cromatografia

Se utilizé un GC Hewllett Packard 5890 Series II,
Palo Alto, CA. USA. El GC fue operado con una
columna de PoraPlot Q (Chrompack) de 0,32 mm
i. d. x 25 m de longitud y de 10 ym de espesor del
film. La temperatura del horno fue de 160 °C isotér-
micamente, la del injector de 250 °C y la del detec-
tor 275 °C. Como gas carrier en la columna se uti-
lizd nitrégeno de alta pureza a una velocidad de
1,95 mL/ minuto y el detector fue suplementado
con igual gas a una velocidad de 30 mL/ minuto. El
flujo de aire en el detector fue de 380 mL /minuto y
el de hidrégeno 30 mL/minuto.

De cada vial de los puntos de la curva y de las
muestras fueron tomados, con una jeringa para
gases (Hamilton), 500 ml de la camara de aire los
cuales fueron inyectados en el GC.

Para el analisis cualitativo fue calculado el tiempo
de retencion relativo del etanol y del metanol res-
pecto al del alcohol isopropilico. Se considerd
etanol y/o metanol positivo en una muestra cuando
el tiempo de retencion relativo obtenido fue + 0,2 %.
Mediante la determinacion de la curva de regre-
sion, a partir de las relaciones de areas de cada
alcohol respecto al area del estandar interno, se
procedio a la cuantificacion de los alcoholes en las
muestras.

Se determind el limite de deteccion (LD) y el de
cuantificacién (LC) para ambos alcoholes los
cuales arrojaron los siguientes valores: 0,001 mL/
dL y 0,003 mL/ dL respectivamente.

Las diferencias estadisticas entre grupos fueron
evaluadas mediante el andlisis de la varianza
(ANQOVA), Mann-Whitney Test o el test no paramé-
trico ANOVA de Kruskal-Wallis, con un nivel de
confianza del 95% utilizando el programa InStat,
GraphPad Software, California, USA (1998)
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RESULTADOS Tabla 1. Porcentaje de muestras con etanol y/o metanol {n=196).
El 88% de las 196 muestras analizadas contenian
etanol y el 8% metanol. Jugos Amargos
Las concentraciones medias de etanol halladas en
los jugos fueron de 0,036 + 0,046 mL/dL y en los % Muestras | % Muestras | % Muestras | % Muestras
amargos 0,156 = 0,189 mL/dL. Se encontraron con Etanol con Metanol con Etanol con Metanol
diferencias muy significativas (Mann-Whitney Test)
entre los jugos y los amargos (p<0,0001). 76,3 16,5 100 0
En la tabla 1 se indican los porcentajes de mues-
tras que contenian etanol y/ metanol y en las tablas
2 y 3 las concentraciones
medias y los rangos de
concentraciéon hallados de

Tabla 2. Etanol - Concentraciones medias y rangos de concentracion en bebidas "puras” (n=74)
¥y "mezclas" (n=122)

etanol y metanol. , Bebidas puras Bebidas mezclas
Se hallaron concentracio-

nes de etanol superiores a Clase Sabor Conc. media Rango Conc. media Rango
la maxima permitida (0,5 +SD(mUL/dL) | (mLidL) |+SD(mL/dL)| (mL/dL)

mL/dL) en el 66,3% del to-

tal de muestras de amar- Manzana 0,07+004 ]0011-0,118 | 0,02+0,02(") | <LD-0,04

gos analizadas, correspon- Citricos 0,06+0,07 | <LD-0,222 | 0,02+0,03(*)| <LD-0,08
diendo un 21,2% a mues- Jugos
tras de amargos puros y un Frutas varias | 0,03 + 0,03 LD-008 | 004+004 | <LD-042

45,1% a amargos mezclas

adicionadas de jugos de vagatalaa =LB : =L ;
frutas.
El metanol estuvo presente Amargos 0,50+0,22(**)| 0,09-1,48 |060+0,14(*) 0,39+1,02

en el 16,5 % de las mues-

tras de jugos. No se halld  |p = Limite de deteccién. (*) = p<0,05. (**) = p<0,007
metanol en las muestras de

amargos.
En los jugos la concentra-
cion media de metanol fue

Tabla 3. Metanol- Concentraciones medias y rangos de concentracién en bebidas "puras” (n=74)
y "mezclas" (n=122)

de 0,001 + 0,007 mL/ dL. Bebidas puras Bebidas mezclas

A fin de descartar la gene-

racion del alcohol isopropili- Clase Sabor Conc. media Rango Conc. media Rango
co durante la etapa de al- + SD (mL/dL) (mL/dL) +SD (mL/dL) (mL/dL)
macenamiento en heladera

de los jugos abiertos, fue- Manzana |0,002+0,005| LD-0,014 |0,001£0,001| <LD-0,010
ron revisados los datos cro- Citricos | 0,003+0,002 | <LD-0,07 <LD -
matograficos obtenidos de Jugos

las muestras recién abiertas Frutas varias <LD - 0,001+ 0,001 | <LD-0,010
y las muestras a las 24 y 48

horas y no se hallaron va- Vegetaies sLB ' gk

riaciones significativas en-

tre las areas absolutas del Amargos <LD . <LD .
isopropanol. Esto ultimo de-

muestra que €S poCO pPro- LD = Limite de deteccion
bable la formacioén de alco-

hol isopropilico en concentraciones signi- Tabla 4. Concentraciones medias, desviaciones estandar (SD) y rangos

ficativas, durante la etapa de almace- e concentracién de etanol y metanol en los jugos conservados a 42 C en
namiento descripta, en los jugos con- envases abiertos (n= 68)

tenidos en recipientes abiertos.

Se observé en el total de jugos estudiados Etanol Metanol

un aumento en las concentraciones medias Tiempo | Conc. media Rango Conc. media Rango
de etanol al cabo de 48 horas de 1,3 veces +SD mL/dL mL/ dL +SD mL/dL mL/ dL

y de metanol 7,9 veces respecto a las con-

centraciones medias presentes en los ju- Ohs | 0,037+007 | <LD-0,233 | 0,0006 +0,02(*) < LD - 0,010

gos de los envases recién abiertos.

. . + - + (=
En la tabla 4 se indican las concentra- 24 hs 0,043+0,07 | <LD-0,281 0,0016 + 0,05 | < LD - 0,025

ciones medias de etanol y metanol en los 48hs | 0,049+008 | <LD-0395 | 0,0048 +0,08(*)|< LD - 0,059
jugos recientemente abiertos, a las 24 y a
las 48 hs habiendo sido conservados a 4 °C. LD = Limite de deteccion. (*) =p< 0,01
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Se hallaron diferencias significativas (p<0,01) solo
entre las concentraciones medias de metanol a las
0y 48 horas y no se hallaron diferencias significa-
tivas entre las concentraciones medias de etanol
en funcion del tiempo. No se observaron diferen-
cias significativas entre las concentraciones me-
dias a0y 24 horas y entre 24 y 48 hs.

En la figura 1 se indican los porcentajes de mues-
tras que contienen etanol y metanol a las 0, 24 y
48 horas luego de abiertos los envases y conser-
vado a 4 °C.

Figura 1. Porcentajes de muestras con etanol y/o metanol en
jugos a las 0, 24 y 48 horas de abiertos los envases (n= 68)

100%
O ] 77
80% - 74
60% —|
40% = 29
20% — 12 17
0% T T
0 hs 24 hs 48 hs
O EtoH  EMeOH
DISCUSION Y CONCLUSIONES

Considerando las bebidas puras y mezclas, la fre-
cuencia de la presencia de etanol no muestra dife-
rencias entre ambos grupos (83% y 79%).

En las muestras analizadas se observaron diferen-
cias muy significativas (p<0,006) entre las concen-
traciones de las bebidas puras y mezclas. Resulto
muy significativa la diferencia en las concentracio-
nes de etanol entre las bebidas “amargos” puras y
mezclas (p<0,006). Comparando las concentra-
ciones medias de los jugos “mezclas” y de los
amargos “mezclas” los primeros resultaron meno-
res que los segundos. Esto indicaria en el primer
caso un efecto de dilucion o de inhibicion del pro-
ceso de fermentacion con la consiguiente disminu-
cion de la concentracion de etanol. En el caso de
las bebidas amargas habria un mayor aporte de
etanol como consecuencia de los procesos fer-
mentativos a partir del contenido de azucar del ju-
go de fruta y de las enzimas necesarias para su
produccion.

Goldberger et al.’® mencionan la presencia de eta-
nol en bebidas no-alcohdlicas en concentraciones
comprendidas entre 0,04 y 0,96 g/L correspon-
dientes a 0,005 y 0,12 mL/dL.

En jugos frescos, pasteurizados, concentrados y
esterilizados Shaw, P.E. et al.® sefalan concentra-
ciones minimas de etanol comprendidas entre
0,002 y 0,059 mL/dL y maximas entre 0,081 vy
0,180 mL/dL. En los mismos jugos las concentra-
ciones extremas de metanol fueron: minimas entre
0,000 y 0,008 mL/dL y maximas entre 0,003 y
0,024 mL/dL

Las concentraciones halladas en los jugos del pre-
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sente trabajo son similares a las indicadas por los
autores antes mencionados. No se han encontrado
datos bibliograficos de niveles de alcoholes en los
amargos.

Es de destacar que en los jugos puros de manza-
na y en los amargos el etanol fue hallado en el
100% de las muestras.

La presencia observada de etanol en los jugos es
debida a procesos de fermentacion del azucar pre-
sente en los mismos que evidentemente ocurren
durante el proceso de manufactura de estas
bebidas. La variabilidad de las concentraciones de
etanol dependen del contenido de azucar (Kennes
et al)* , y del pH. (Frenkel et al.)’. Estos autores
indican que un pH comprendido entre 3,3 y 5,0
favorece la fermentacion de la glucosa.

El procedimiento de extracciéon del jugo por alta
presion, el tratamiento térmico y el posterior esta-
cionamiento de los jugos modifica los componen-
tes volatiles. (Yen et al.)!'. Estos mismos autores
senalan que han hallado un incremento de la con-
centraciéon de metanol y etanol particularmente
durante el almacenamiento en fabrica. Pesis et al.
han observado un aumento de la concentracion de
etanol durante el almacenamiento de la fruta en
atmésferas controladas y por periodos de 4 se-
manas a 2 °C, mientras que luego de un dia de re-
colectada la fruta el etanol no es detectado. Esto
indica que el almacenamiento de la fruta o del jugo
favorece la formacion de ambos alcoholes. Es
probable que los procesos de pasteurizacion o es-
terilizacion a los que son sometidos los jugos no
sean totalmente eficaces para evitar los procesos
fermentativos y la accion de las pectidasas. De
acuerdo a los resultados obtenidos en los envases
de jugos conservados a 4 °C, se evidencia que
persisten los procesos de fermentacion, dado el in-
cremento observado de la concentracién de am-
bos alcoholes al cabo de las 48 horas y de la fre-
cuencia de aparicion.

La presencia de etanol en los amargos podria ser
consecuencia de los procesos de extraccion con
etanol a que son sometidas las hierbas para obte-
ner los extractos que las componen.

Aunque las concentraciones de etanol halladas en
los jugos se hallan por debajo del limite maximo
establecido en el Cédigo Alimentario Argentino' y
en el Codex Alimentarius? su presencia es signi-
ficativa ya que estos jugos son consumidos, y se
recomienda su administracion, a bebés y nifos
pequenos.

No es el caso de los amargos ya que el 66,3% de
las muestras estudiadas superan el limite maximo
establecido para bebidas no-alcohdlicas.
Comparando los niveles de metanol en los jugos
de recipientes recientemente abiertos y los niveles
de los mismos luego de 48 horas de conservados
en heladera, se observa un aumento en el nimero
de muestras que lo contienen (12 a 29%).

Gruner et al.’?2 han sefalado que en un periodo de
tiempo de 34 dias la concentracion de metanol en
diferentes clases de jugos de frutas aumenta hasta



concentraciones de 600 mg/Kg (0,047 mL/dL),
mientras que es apenas detectable en los 2 prime-
ros dias de obtenidos los jugos.

Lindinger et al.’® han observado pequefnas canti-
dades de metanol en el organismo humano como
consecuencia del consumo de pectinas presentes
en las frutas. Lissau ef al."* han estimado que des-
de el punto de vista nutricional debe considerarse
el consumo del metanol. Esta sustancia puede
contribuir al desarrollo de cirrosis hepatica no-alco-
hdlicas en humanos segun Lissau et al.'*. Teniendo
en cuenta la contribucién a las dietas del metanol
presente en los jugos, seria importante considerar
el aumento del riesgo de efectos adversos que
podria provocar, Lissau et al.'* especialmente en la
poblacién infantil.

El analisis de ambos alcoholes en bebidas no alco-
holicas, indicadores de riesgo potencial a la salud
humana, es esencial para una mejor evaluacion de
la calidad del producto final.
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ABSTRACT. Crispin Herrera-Portugal C.; Ochoa-Diaz Lépez H.; Franco-Sanchez G. and Diaz-Barriga F. DNA damage in chil-
dren exposed to DDT in a malarious area of Chiapas, México. Acta Toxicol. Argent. (2005) 13 (1): 12-16. DDT [1,1,1-trichloro-
2,2-bis(p-chlorophenyl)ethane] was widely used in Mexico for the malaria control program. Therefore, in this study, the potential
DNA damage associated with exposure to DDT and DDE of 30 children living in DDT sprayed areas of Chiapas, México was
assessed using Cometa Assay. The results were compared with 30 controls of comparable age and sex, who were living in areas
less exposed to DDT. Samples of whole blood were obtained to measure DDT, DDE and to carry out the Comet Assay. The chil-
dren living in DDT sprayed areas had significant greater means of DDT and DDE than controls, obtaining 15.9 +/- 8.2 and 58.24
+/- 29.2 _g/L respectively, whereas controls had 1.9 +/- 3.6 and 9.2 +/- 5.7 _g/L, repectively. There was also statistically significant
differences in comet tail's mean length between the two groups examined (mean 26.83 +/- 6.05 versus 17.13 +/- 3.69 _m ,
p<0.001) and tail moment (mean 7.13 +/- 2.9 versus 1.21 +/- 2.19, p<0.001). Regression analysis showed a positive association
between blood levels of DDT, DDE and DNA damage, measured as comet tail length (DDT r2 = 0.54 and DDE r? = 0.64, p<0.001)
and tail moment (DDT r2 = 0.51 and DDE r2 = 0.56, p<0.001). The findings of the present study suggest that exposure to DDT and
metabolites in DDT sprayed communities can cause DNA damage.

RESUMEN. Crispin Herrera-Portugal C.; Ochoa-Diaz Lépez H.; Franco-Sanchez G. y Diaz-Barriga F. Dafio a AND en nifios
expuestos a DDT en una area paludica de Chiapas, México. Acta Toxicol. Argent. (2005) 13 (1): 12-16. EI DDT [1,1,1-tricloro-
2,2-bis(p-clorofenil)etano] fue ampliamente usado en el programa de control del paludismo en México. Por esto, en el presente
estudio, el potencial dafio a ADN asociado con la exposicién a DDT y DDE de 30 nifios residentes de areas rociadas con DDT
en Chiapas, México, fue evaluada usando el ensayo Cometa. Los resultados fueron comparados con 30 controles comparables
en edad y sexo, quienes vivian en areas con menos exposicion al DDT. Se obtuvieron muestras de sangre total para medir DDT,
DDE vy llevar a cabo el ensayo cometa. Los nifos residentes de areas rociadas con DDT tuvieron una concentracion sanguinea
media de DDT y DDE significativamente mas alta que los controles, obteniendo 15.9 +/- 8.2 y 58.24 +/- 29.2 _g/L respectiva-
mente, mientras que los controles tuvieron 1.9 +/- 3.6 y 9.2 +/- 5.7 _g/L, respectivamente. Se encontré diferencia significativa en
los valores medios de la cola del cometa entre los dos grupos examinados (media 26.83 +/- 6.05 versus 17.13 +/- 3.69 _m,
p<0.001) y momento de cometa (media 7.13 +/- 2.9 versus 1.21 +/- 2.19, p<0.001). El analisis de regresién mostr6é una aso-
ciacion positiva entre los niveles sanguineos de DDT, DDE y dafio a ADN, medidos como longitud de cola de cometa (DDT r2 =
0.54 y DDE r2 = 0.64, p<0.001) y momento del cometa (DDT r2 = 0.51 y DDE r2 = 0.56, p<0.001). Los resultados del presente
estudio sugieren que la exposicién a DT y su metabolitos en comunidades rociadas con DDT puede causar dafio a ADN.

Key words: DDT; DDE; Malaria; Comet assay; DNA damage.
Palabras clave: DDT, ensayo cometa, dafio a ADN.

INTRODUCTION

DDT [1,1,1-trichloro-2,2-bis(p-chlorophenyl)ethane]
has been widely used in Mexico by the Malaria
Control Programme?*. However, due to the environ-
mental persistence and the fact that it was spread
for more than 40 years, many individuals have been
exposed to it?827.162517 Among the main DDT’s
effects on health, it is the genotoxic one’.

The Comet Assay, also called as the Single Cell
Gel electro-phoresis Assay (SCGE), is a simple,
fast and sensitive technique for analyzing and
measuring DNA damage individual mammalian
cells. The Assay has applications in testing novel
chemical for genotoxicity, monitoring and molecular
epidemiology, and fundamental research in DNA
damage and repair'42. The Comet Assay essential-
ly measures the sizes of DNA fragment within the
cell. The end point measured by traditional Comet
Assay is a mixture of direct strand break and DNA
damage which is converted to strand breaks by
alkaline treatment. The label of DNA damage is
largely determined by the length of the comet tail or
by the “tail moment” (the length of the comet tail
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multiplied by the intensity of fluorescence in the
tail)3.

There are many studies of DNA damage using the
SCGE, but most of them have been carried out in
workers occupationally exposed to pesticides mix-
tures®15.33.20.13.2621.7  other studies have been under-
taken in: workers exposed at waste disposal’,
smokers', workers exposed to lead*, children
exposed to arsenic and lead®. DNA damage in
blood cells has also been reported in studies in
vitro and in women chronically exposed to DDT in
Mexico, obtaining a significant association between
blood levels of DDT, DDE, DDD and DNA dam-
age®. A study on genotoxicity in rats and mice and
analized the effects of different xenobiotics, by
means of SCGE, finding p'p-DDT in different
organs of the animals studied®?. Another study,
showed DNA damage twenty four hours after the
administration of DDT in rats's.

None of the mentioned studies was carried out in
children of malarious areas who are at high risk for
exposure to DDT and their metabolites. Children
might have been exposed to DDT by ingesting con-



tamined soil or dust, maternal milk and fish and
dairy products’. The human exposure to DDT can
have adverse consequences, mainly in children
who are particularly vulnerable to this pollutant. In
this context, to evaluate the exposure and the relat-
ed damage in these exposed human populations to
persistent pesticides as the DDT is an urgent need.
Thus, the present study focuses on the problem of
the genotoxic effects of DDT'® and its metabolites
in a non occupational scenario among children of
DDT sprayed areas.

METHODS

Population. A sample of 60 children aged 6 to 12
years living in communities of the Soconusco region
in the Mexican state of Chiapas were studied. In
order to get different levels of exposition to DDT,
two different areas were included in the sample.
The high exposure community (HEC) (Cigtiefa)
has a recent history of domestic DDT spraying
(1957-2000) and agricultural use of this insecticide
for the last 30 years. The low exposure community
(LEC) (Faja de Oro) has a history of domestic DDT
spraying from 1957 to 1980. This community does
not belong to an agricultural area. After having
obtained an informed consent from the parents,
blood samples (3 ml) were collected from children
and a questionnaire was applied to their parents in
order to gather sociodemographic data, duration of
breastfeeding, fish consumption frequency, smok-
ing, history of use of DDT in the community and
exposure to other pesticides. The questionnaire
was applied during 20 minutes by trained person-
nel. The fieldwork was carried out during 2003.

Chromatographic Analysis. Blood samples were
collected into Vacutainer tubes containing sodium
heparin. The samples were immediately frozen at
-30°C until they were analyzed. To analyze DDT
and its metabolites in blood samples the method
described by Guardino et af with some modifica-
tions described by Yafiez et af°® was used. Quantita-
tive analysis was performed by gas chromatogra-
phy using an Agilent Technologies model 6890
equiped with ECD (electron capture detector),
using a HP-5MS 5% Phenyl methyl siloxane col-
umn, 30 m x 0.25 mm ID and 0.25 pm film thick-
ness. Column temperatures initial 80°C (1 min),
final 290°C (rates: 30°C/min up to 180°C, 3°C/min
up to 250°C and 20°C/min up to 290°C), injector
temperature: 250°C, detector temperature: 320°C.
Helium was used as the carrier gas at a linear
velocity of 1.5 ml/min and make up of Nitrogen at
60 ml/min.

Comet assay. Single cell electrophoresis was per-
formed as described by Singh et aP?. Immediately
after the blood sample was obtained, cells of whole
blood were set in a layer of 0.5% low-melting-point
agarose on a base layer of 0.5% standard agarose,
and lysed for minimun of 24 hours at 4°C in 10 mM
Tris-HCI pH 10, 2.5 M NaCl, 0.1 M Na,EDTA, 10%
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DMSO and 1% Triton X-100. Then, the slides were
placed in electrophoresis alkaline buffer (300 mM
NaOH and 1.0 mM Na,EDTA pH 13) and the
embedded cells were exposed for 20 min to allow
DNA unwinding and the expression of alkali-labile
damage. Electrophoresis was performed in the
same buffer (PH> 13) for 20 min by applying an
electric field of 25 V and adjusting the current to
300 mA. All technical steps were conducted at very
dim indirect light. After electrophoresis, the slides
were first washed gently with 0.4 M Tris-HCI buffer
(pH 7.5) to neutralize the alkali, and afterwards
were drained. The slides were washed with
absolute ethylic alcohol. For evaluation of DNA
damage, the slides were stained by adding 20 pL
of ethidium bromide and a coverglass was placed
over the gel. The extent of DNA migration was ana-
lyzed in 100 randomly selected cells (50 cell from
each of two replicate slides) using a epifluorescent
microscope. In the damage cells (cells with “co-
mets”) DNA migration was measured by image
analysis as the length tail and tail moment, using
the software Kinetic Imaging Komet V 4.0.

Statistical Analysis. A comparison analysis
between the mean blood concentrations of DDT
and DDE in children was done in orden by area of
residence. DNA damage was analyzed by area of
residence which was clasified in low esposure and
high exposure areas on the basis of their history of
DDT spraying. The means of DNA migration cells
among individuals from the two areas were ana-
lyzed by oneway variance analysis (ANOVA). Other
variables as age, sex smoking and exposure to
other pesticides were included in the analysis.
Regression analysis was also used to study the
association between the exposure to DDT and
DNA damage. STATA V 8 was used for the statisti-
cal analysis (Texas, USA).

RESULTS

DDT and metabolites

Differences in mean blood levels of DDT and DDE
among children living in the different communities
were statistically significant (p<0.01). A higher con-
centration of DDT and DDE can be observed in the
HEC (mean and SD: 15.9 +/- 8.2 and 58.24 +/-
29.2 pg/L respectively) when compared to the LEC
(1.9 +/- 3.6 and 9.2 +/- 5.7 pg/L respectively). The
mean blood concentration of DDE was six times
higher and that of DDT was eight times higher in
children living in the HEC than children of the LEC.

Comet assay

Significant differences of the migration of DNA
(measured as tail length and tail moment) were
observed in cells of individuals living in the HEC,
compared with those living at the LEC (Table 1) (p
<0.001). The mean of tail moment was two times
higher and that of tail length was one and a half
times higher in children living in the HEC than
those living in the LEC (Table 1).
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Regarding the association between blood levels of
DDT and DDE with DNA damage in the HEC, a sig-
nificant positive association was observed (Table
2) (p<0.001), for both DDT and DDE. An increment
in the migration from DNA when increasing the
blood levels of DDT and DDE, was observed.
When a regression between the migration of DNA
and the blood levels of DDT and DDE, including all
the children (HEC and LEC) was carried out, a sig-
nificant and positive association was also observed
(Table 3) (p <0.001). Statistically significant associ-
ations persist when the data were adjusted by
potential confounders such as age, sex, gender,
smoking and exposure to other insecticides.

Table 1. DNA damage in children living in communities of high and low exposure.

Tail length (_m) and tail moment.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

The results of this study show that DNA damage
measured as migration, is higher in the HEC, com-
pared to the results obtained in the LEC ones.
Taking into account that levels of DDT and DDE in
the HEC were higher, we could conclude that a
higher level of exposure to DDT might have caused
DNA damage in this population. The obtained
results agree with other studies of DNA damage
related to DDT in humans®', though these studies
were carried out in mature women and this study
was carried out in children both have provided evi-
dence of the association between the blood levels
of DDT and its metabolites DDE and DDD and the
apoptosis frequency?®. It
is important to point out
that the measures of

migration of DNA (tail

Group n Mean S.D. Range length) found in the HEC

(mean =26.86) were great-

TAIL LEC 30 17.13 3.69 10-23 er than the ones found in
LENGTH " India” in workers occu-
HEC 30 26.86 6.05 20 - 46 pationally exposed to

LEC 30 3.50 1.21 15870 | pesticides(mean=19.23).

TAIL The effect of DNA dam-
MOMENT HEC 30 713" 219 3.01 - 11.66 age detected in the stud-
ied population can cause

DNA damage was measured by image analysis in 100 randomly selected cells (50 cells from
each of two replicate slides). LEC is the low exposure community, HEC is the high exposure
community. *p<0.001 (Differences between means were tested by One-Way ANOVA)

Table 2. Regression analysis between DNA damage cells {_m) and blood levels of DDT and

DDE in children living in high exposure community

long term problems such
as immunosuppression
and cancer, as it has
been showed in previous
studies analyzing the
relationship between DNA

Regression was done with 30 children living in high exposure community. DNA damage was
measured by image analysis in 100 randomly selected cells (50 cells from each of two replicate
slides). Data were adjusted for age, gender, smoking and exposure to other insecticides.

Table 3. Regression analysis between DNA damage cells {_m) and blood levels of DDT and

DDE in children living in high and low exposure communities.

Regression was done with 60 children (30 living in low exposure areas and 30 in high exposure
community). DNA damage was measured by image analysis in 100 randomly selected cells (50
cells from each of two replicate slides). Values were adjusted for those confounders listed in

Table 2.

2 damage and health pro-

Compound - r p Cl (95%) blems?229.
TAIL DDT 0.38 0.27 <0.001 0.14 - 0.62 It was found a significant
LENGTH association between DNA
DDE 0.13 0.47 <0.001 0.08—-0.19 migration (tail length and
tail moment) and the
TAIL DDT 0.11 017 <0.05 0.02 -0.20 blood levels of DDT and
MOMENT DDE in the HEC and the
DDE 0.04 0.28 <0.001 0.02 - 0.063 LEC. This association re-

mained significant when
it was adjusted by fac-
tors that have been
associated with DNA
damage, such as age,
gender and smoking's.

According to the models

Compound B r2 p Cl (95%) developed (table 3), DDT

and DDE explain 54%

TAIL DDT 0.54 0.54 <0.001 0.41-0.67 and 64% of the variance
of tail length, and 51%

LENETE DDE 017 0.64 <0001 | 014-020 | ond 56% of the varionce
B of tail moment respec-

TAIL DDT 0.19 0.51 <0.001 0.14-0.24 tively. There-fore, these
MEMENT DDE 0.06 0.56 <0.001 0.05-007 | findings suggest strong-
ly that exposure to DDT

might cause DNA dam-
age. In conclusion, the
results of the present
study suggest that chil-



dren living in DDT sprayed areas who have been
exposed to DDT during past health programmes
for malaria control might have suffered DNA dam-
age, which could probably be associated to such
exposure. Therefore, it may represent a potential
hazard to their health at long term.
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RESUMEN. Christiansen H. E. y Cousseau M. B. Accién injuriante del ataque del chucho (Chondrichthyes, Fam.
Myliobatidae). Estudio histologico de los tegumentos presentes en su espina. Acta Toxicol. Argent. (2005) 13 (1): 17-19.
En el presente trabajo se describen las caracteristicas del tegumento que cubre la espina y la parte dorsal de la cauda que forma
el lecho de la misma, en dos especies de chucho: Myliobatis goodeiy Myliobatis sp. Se hace referencia al epitelio, que se carac-
teriza por ser altamente descamante y contener glandulas unicelulares acidofilas que se considera presuntas sintetizadoras de
la noxa.

ABSTRACT. Christiansen H. E. and Cousseau M. B. Injurious action of the sting ray attack (Chondrichthyes, Fam.
Myliobatidae). Histological study on the teguments of the sting rays spines. Acta Toxicol. Argent. (2005) 13 (1): 17-19. The
work deals with the characteristics of the teguments covering the spine and the dorsal part of the tail where the spine rest on, in
two species of sting rays: Myliobatis goodei and Myliobatis sp.The epithelium is described, it is highly descamative and include

acidophilic unicellular glands, considered as presumed venom secretants.

Palabras clave: tegumentos; chuchos; Myliobatis spp; secreciéon venenosa.
Key words: teguments; sting rays; Myliobatis spp; venomous secretion.

INTRODUCCION

Las heridas producidas en el hombre por estos pe-
ces marinos costeros son de interés desde el pun-
to de vista médico porque tienen consecuencias
dolorosas e inflamatorias, acompanadas de otras
manifestaciones clinicas, tales como nauseas, ta-
quicardia, aumento de temperatura corporal, etc.
(Russell, 1953).

En los metazoarios, los tegumentos conjuntamen-
te con su funcion de revestimiento y especializa-
ciones sensoriales, adaptativamente adquieren a-
demas, la frecuente caracteristica de estructu-
rarse como exomucosas, diferenciandose como
membranas secretantes descamativas que pue-
den transformarse en sistemas ofensivo y defensi-
vo. Estas funciones, conspicuamente diferencia-
das, se manifiestan en el epitelio tegumentario de
las espinas de las dos especies de chucho obser-
vadas: Myliobatis goodei Garman, 1885 y Mylio-
batis sp.

Las personas dedicadas a la actividad pesquera,
tanto comercial como deportiva, son aquellas prin-
cipalmente expuestas a las lesiones producidas
por las espinas de los chuchos. Estas lesiones
pueden provocar las diversas manifestaciones cli-
nicas citadas, de consecuencias raramente graves
0 mortales.

Se ha considerado de interés la realizacion de una
primera descripcion histoldgica de los tegumentos
potencialmente causantes de las afecciones men-
cionadas, debido a que no habia antecedentes al
respecto ni sobre las especies seleccionadas ni
sobre otras especies, en el area investigada.

=17 -

MATERIAL Y METODOS

Para el estudio se han empleado 9 ejemplares de
miliobatidos: 7 de Myliobatis goodei y 2 de Myliobatis
sp., 8 obtenidos en el mes de julio del 2001 y 1
en septiembre del 2004. Este ultimo se analizé
para comparar el tegumento vinculado a la espina
con el de otras partes del cuerpo, de él se extra-
jeron, ademas de la regién caudal, muestras de
tegumento de las regiones dorsal y ventral. El
primer lote de Myliobatis goodei estaba compuesto
por 7 ejemplares adultos de entre 40 y 50 cm y un
juvenil de 25 cm, el ejemplar correspondiente a
septiembre del 2004 media 48 cm. Los dos ejem-
plares de Myliobatis sp. eran adultos de 43 y 45
cm. Las medidas corresponden al ancho del disco.
Las muestras provinieron de campanas llevadas a
cabo con el Buque de Investigacion del INIDEP
“Dr. Eduardo L. Holmberg”, en el drea costera
comprendida entre 34° y 38° S. En la mayoria de
los casos la primera parte del trabajo se realiz6 a
bordo, alli se secciond la parte caudal, correspon-
diente a la region con la espina y se procedi6 a la
fijacion en formol al 10 %. Del ejemplar analizado
con fines comparativos se tomaron las muestras
en tierra. Todos los ejemplares fueron eliminados
luego de obtenidas las muestras. En el laboratorio
el material fue descalcificado mediante inmersion
en solucién de acido nitrico al 5 % durante 5 dias,
pasandolo luego a solucién de sulfato de sodio al
1% durante 24 horas. A continuacién se procedio a
la deshidratacion, inclusién en parafina, cortes mi-
crotdomicos de 5 mm y coloraciéon con hematoxili-
na-floxina-eosina.
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RESULTADOS

Los resultados comprenden dos aspectos: la des-
cripcion histologica de los epitelios secretantes y la
dindmica involucrada en los procesos descamati-
vos y en la restauracion de las laminas epiteliales.
Descripcion histologica del tegumento

En términos generales los epitelios tegumentarios
de los miliobatidos observados son estratificados,
en su mayor parte cubico estratificados, con signi-
ficativa presencia de glandulas unicelulares holo-
crinas (Fig. 1 A).

Myliobatis goodei.Epitelio cubico estratificado y dermis
conjuntiva. En el mismo claramente se distinguen el
estrato de células apicales (ap) y la presencia de glan-
dulas holocrinas unicelulares (hol). x 250.

Myliobatis goodei. Epitelio de la parte ventral de la
espina, en la que nitidamente se distinguen dos
estratos: profundo y medio (a); superficial (b), este ulti-
mo con la presencia de células acidéfilas (c) como
posibles elementos sintetizadores de la toxina. x 100.

-18 -

El revestimiento de la espina, en sus partes dorsal
y ventral, no se aparta de esa tipificacion pero se
singulariza por su mayor espesor, principalmente
en el lado ventral. Este ultimo sector esta constitui-
do por una compleja formacion mixta, de cobertu-
ra y de secrecion, que se encuentra asentada so-
bre la robusta membrana basal de la dermis, for-
mada por tejido conjuntivo denso. Entre las células
de revestimiento, siempre dentro de la parte ven-
tral, se encuentran numerosas formaciones unice-
lulares especificas, densamente agrupadas y de

¢

Myliobatis sp. Imagen correspondiente a estado de
restauracion epitelial de la espina, con manifestacion
de incipiente estado descamativo. x 100.

Myliobatis goodei. Estado descamativo avanzado. Esta
imagen se caracteriza por presentar el estrato superfi-
cial (b) laminarmente separado del estrato profundo
(a). x 100.




significativa reaccion aciddfila, que se considera
son las sintetizadoras de la toxina (Fig.1 B).

No se han encontrado formaciones glandulares
dérmicas como las mencionadas por Castex y
Loza (1964)? para rayas de agua dulce del Género
Potamotrygon.

En el ejemplar juvenil no estaban presentes ni las
glandulas holocrinas ni las aciddfilas, la trama te-
gumentaria era de caracteristicas embrionarias. En
el tegumento de las regiones dorsal y ventral del
adulto analizado con fines comparativos habia nu-
merosas glandulas holocrinas pero no se obser-
varon las acidofilas.

Dinamica de las membranas secretantes

La trama epitelial de las especies del Género
Myliobatis observadas, principalmente la corres-
pondiente a la espina en su parte ventral, se puede
considerar como una exomucosa secretante de
poblacion celular muy dinamica, altamente desca-
mativa. En oposicion a lo que ocurre en la mayoria
de los epitelios de los vertebrados, la cohesion en
este caso es practicamente nula, lo que hace que
se encuentren zonas de incipiente descamacion
(Fig. 1C), cuya imagen podria corresponder a la
restauracion epitelial que sucede a un proceso al-
tamente descamativo, tal como lo que se evidencia
en la Figura 1D, que guarda significativa analogia
con las imagenes de la ecdisis de los reptiles.

DISCUSION

Las lesiones mas frecuentes son las que se regis-
tran en tobillo, pie y otras partes de los miembros
inferiores que no exceptuan otras regiones del
cuerpo, tales como las zonas hepatica y cordial,
estas Ultimas de graves consecuencias (Rifkin y
Williamson, 1996)3.

La accion toxica de estos animales es conocida
desde hace mucho tiempo, en diversos lugares del
mundo (Russell, 1953). Ya en 1931 y 1932 se
habia demostrado que los miliobatidos producen
venenos, mediante investigaciones en la especie
Potamotrygon motoro (Halstead, 1970)*. Estos tra-
bajos han sido precedidos por otras investiga-
ciones que datan de 1905, 1907; 1916, 1921, 1923
y 1924 (Halstead, 1970), todos ellos con pruebas
mediante inoculacién en animales experimentales.
En Argentina, Castex (1963 a° y b®) y Castex y
Loza (1964) han estudiado en profundidad la tox-
icologia de rayas de agua dulce del Género
Potamotrygon.

De los analisis efectuados se deduce que la accién
venenosa e inflamatoria ha de circunscribirse a las
exomucosas secretantes en las que se registra la
presencia de las células aciddéfilas, complementa-
das con las caracteristicas morfoldgicas y funcio-
nales de la espina. Esta es una formacion fibrocar-
tilaginosa, de extremo agudo y bordes aserrados,
que constituye un medio eficaz de puncion y corte,
a la vez que instrumento de dilaceracién de tejidos,
vasos sanguineos y periostios. Por la herida asi
causada se infiltra el veneno, que unido a la desca-
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macion de las membranas epiteliales, actua como
factor nocivo, antigénico y de actuaciéon como cuer-
po extrafo, con las reacciones inflamatorias y de
rechazo involucradas.

Con referencia a la composicion quimica de la toxi-
na, segun Courbille (en Halstead, 1970) el ph es
de 6,76, no tolera la liofilizacién, presenta un tenor
de 30% de proteinas, 3% de N total y 3% de car-
bohidratos y presencia de serotonina 5-nucleoti-
dasa, el peso molecular es de aproximadamente
100 000.
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RESUMEN. Pérez A.; Fajardo M. A.; Strobl A. M.; Pérez L. B.; Pifieiro A.; Lépez C.M. Contenido de plomo, cromo y cadmio
en moluscos comestibles del Golfo San Jorge (Argentina). Acta Toxicol. Argent. (2005) 13 (1): 20-25. En la costa patagoni-
ca argentina existe una gran variedad de moluscos bivalvos, entre ellos Aulacomya ater (cholga) y Mytilus edulis platensis (meji-
lI6n), que son recolectados como recurso alimentario.

El objetivo del trabajo fue cuantificar los niveles de plomo, cromo y cadmio en ambos bivalvos, como primera aproximacion, para
establecer la seguridad alimentaria cuando son consumidos por los seres humanos y evaluar el posible impacto toxicolégico. Los
metales se cuantificaron por espectrofotometria de absorciéon atémica con horno de grafito. Los niveles mas altos (en peso seco)
de cadmio (5,72 pg/g) y cromo (1,44 pg/g) se encontraron en mejillones recolectados en Punta Maqueda, lugar alejado de la
actividad antropogénica, mientras que los niveles mas elevados de plomo (0,42 pg/g), se hallaron en mejillones de la desembo-
cadura del Arroyo La Mata, zona influenciada por actividad industrial y petrolera. Los valores de cadmio y plomo hallados no
superan los valores propuestos como limites maximos por la Secretaria Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASA). Se podria concluir que la concentracion de plomo encontrada en moluscos del Golfo San Jorge no constituiria un
problema desde el punto de vista de la salud publica. Sin embargo se han observado valores cercanos al ISTP (ingesta semanal
tolerable provisional) para el cadmio.

ABSTRACT. Pérez A.; Fajardo M. A.; Strobl A. M.; Pérez L. B.; Pifeiro A.; Lopez C.M. Content of lead, chromium and cadmi-
um in edible mussels of the Gulf San Jorge (Argentina). Acta Toxicol. Argent. (2005) 13 (1): 20-25. In the Patagonian marine
coast in Argentina there is a great variety of bivalves, among them Aulacomya ater (cholga) and Mytilus edulis platensis (mussel),
which are collected as food resource.

The aim of the following work was to quantify the levels of lead, chromium and cadmium in these bivalves, in order to establish
the food security when they are consumed by human beings and to evaluate a possible toxicology impact. The analyzed metals
were determined by graphite furnace atomic absorption spectrophotometer. The highest levels (dry weight) of cadmium (5.72
pg/g) and chromium (1.44 pg/g) were found in mussels collected in Punta Maqueda, a place far away from anthropogenic activ-
ities, while the highest levels of lead (0.42 pg /g) were found in mussels found in the outlet of Arroyo La Mata; area which is influ-
enced by industrial activities and oil companies. The rates of cadmium and lead do not overcome the values proposed as maximum
limit by SENASA (National Secretary of Sanity and Agricultural Quality). In conclusion, we can say that the concentration of lead
and chromium analyzed in mussels of the Gulf San Jorge does not reflect problems from the point of view of the public health.
However it has been observed values near to the PTWI (Tolerable Provisional Weekly Intake) for cadmium.

Palabras clave: Bivalvos patagénicos, plomo, cadmio, cromo, ISTP.
Key words: Patogonian bivalves, lead, chromium, cadmium, PTWI.

INTRODUCCION

El mar es ampliamente utilizado por el hombre
como fuente de alimentos pero también es el re-
servorio del vertido de desechos, hasta el punto de
poner en peligro su capacidad para autodepurarse,
y asi poner en riesgo a los seres vivos que lo habi-
tan y a los que se abastecen de él'.

El ser humano como consumidor ocupa distintos
niveles tréficos en las cadenas alimentarias y, de-
bido a procesos de bioacumulacién y de biomag-
nificacion, termina expuesto a concentraciones ele-
vadas de agentes potencialmente téxicos?.

Entre estos agentes estan los metales pesados,
como el plomo, el cromo y el cadmio, que ademas
de constituir un grave problema medioambiental,
pueden bioacumularse en distintos tipos de orga-
nismos marinos, como los moluscos bivalvos e in-
cidir en la seguridad alimentaria del hombre.

El plomo es un elemento ubicuo® presente en casi
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todas las fases del medio ambiente inerte y en to-
dos los sistemas bioldgicos. La principal via de en-
trada en la poblacion humana, en general, es la ali-
mentaria*2. Practicamente no existen alimentos sin
plomo, los cuales resultan contaminados por dis-
tintos procesos?. A dosis tdxicas este metal actua
fundamentalmente en el sistema nervioso, el he-
matico y el renal, desarrollando como principales
patologias, encefalopatias y/o neuropatia periféri-
cas, anemia microcitica e hipocromica y necrosis
tubular, respectivamente?345,

El cadmio que se absorbe en el organismo se fija
rapida y selectivamente a los tejidos ricos en meta-
lotioneinas, una proteina de bajo peso molecular
con un elevado numero de grupos sulfhidrilos
pertenecientes al aminoacido cisteina®. La mayor
parte de la carga total del cadmio en el organismo
se localiza en el higado y en los rifiones. En las
intoxicaciones cronicas aparece una patologia



Osea descrita como una osteomalacia relacionada
con el metabolismo del calcio (ltai-ltai)2.

El cromo puede presentarse en varias especies
i6nicas, de las cuales el Cr (Ill) y el Cr (VI) son las
de mayor interés toxicoldgico. La especie trivalente
es esencial para el metabolismo humano y los ali-
mentos constituyen su principal fuente. A este ele-
mento se le fijo una ingesta adecuada (IA) para
hombres y mujeres de entre 19 y 50 anos de 35y
25 pg/dia, respectivamente”8. Si bien es cierto que
no se han establecido aun ingestas maximas tole-
rables (IMT), se sabe que este micronutriente pro-
duce efectos téxicos a largo plazo cuando se con-
sume cronicamente en cantidades elevadas’.

El cromo hexavalente es mas téxico que el cromo
trivalente, se absorbe faciimente a través de las
membranas celulares y a nivel del reticulo endo-
plasmico se reduce a cromo (lll)8.

En el litoral marino patagénico argentino existe una
gran variedad y cantidad de moluscos bivalvos. En
términos ecoldgicos y alimentarios los mas impor-
tantes son Aulacomya ater conocida como cholga
y Mytilus edulis platensis, vulgarmente llamado
mejillon. Sus comunidades tapizan grandes areas
del fondo y del litoral rocoso®. Por su elevado valor
comercial y por ser importantes en la dieta de de-
terminados grupos sociales, su recoleccién es una
actividad importante sobre la que se basa el desa-
rrollo socioecondmico de numerosas poblaciones
de las costas patagonicas.

Esta actividad de costa fue declarada de interés
provincial por la Honorable Legislatura de la Pro-
vincia del Chubut en 199210, Sin embargo, el fené-
meno de bioacumulacion en estos organismos y la
biomagnificacion a través de la cadena alimenta-
ria, constituye un serio riesgo para los grandes pre-
dadores vy, por consiguiente, un riesgo potencial
para la salud humana''.

Por ello el objetivo del siguiente trabajo es cuanti-
ficar los niveles de plomo, cromo y cadmio en Aula-
comya atery Mytilus edulis platensis en dos sitios
del Golfo San Jorge, Argentina, como una primera
aproximacion para establecer la seguridad alimen-
taria cuando son consumidos por humanos.

MATERIALES Y METODOS

Zona de muestreo

Los ejemplares de Aulacomya atery Mytilus edulis
platensis fueron recolectados manualmente del in-
fralitoral maritimo, durante el invierno del afo 2000
en dos zonas del Golfo San Jorge (Figura 1):

a. Desembocadura del Arroyo La Mata, lugar elegi-
do por su proximidad a la ciudad de Comodoro
Rivadavia y por recibir deshechos de la actividad
industrial y petrolera.

b. Punta Maqueda, ubicada a 30 km al sur de
Comodoro Rivadavia a 46 L.S., 67 L.O., (Provincia
de Santa Cruz). Esta zona esta alejada de la activi-
dad antropogénica.

Muestreo y tratamiento de las muestras
Los muestreos fueron efectuados simultaneamen-
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Figura 1. Mapa del Golfo San Jorge indicando los lugares de
muestreo (desembocadura del Arroyo La Mata y Punta Maqueda)

Desembocadura del Arroyo La Mata.

te en los dos lugares elegidos. En cada una de las
zonas se recolectaron aproximadamente 70 orga-
nismos de tamafo similar (40 a 60 mm), para mini-
mizar las diferencias en la acumulacion de meta-
les debidas a la edad, el tamafo y la variacion en
la velocidad de filtracion2.

Los organismos fueron recolectados a un mismo
nivel de marea para evitar la variacion en la con-
centracion de metales debida a diferencias fisio-
I6gicas causadas por los diferentes grados de ex-
posicion al aire'3. Fueron desprendidos del sustra-
to con bisturi, luego fueron guardados en bolsas
de polietileno limpias y transportados refrigerados
al laboratorio para su posterior analisis.

La poblacion de la zona generalmente no realiza la
depuracion de los organismos que recoge para el
consumo, por lo tanto, en este trabajo no se realizd
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ese tratamiento para evitar variaciones en
la concentracion de los metales.
En el laboratorio los bivalvos se lavaron con

Tabla 1. Concentracion de Cd, Cry Pb
(BCR 279, Sea lettuce)

en material certificado

agua potable y posteriormente con agua des-
tilada para remover la arena y la epibiota.

Con un bisturi se separaron las valvas de la
masa visceral y se secaron en estufa (50°C)

por 24 horas y se conservaron a -20°C,
hasta el momento de su procesamiento. De

todos los bivalvos recolectados se eligieron

Elemento: | deprusbas | Corcenedn ﬂﬂﬁﬁ";mg;]
(rgfa) x+D
cd 10 0,274 0,254 + 0,01
cr 10 107 11,06 0,5
Pb 10 13,48 12,80 £ 0.7(")

al azar siete organismos de cada especie
(siete unidades muestrales) los cuales fue-
ron procesados individualmente.

Todo el material de vidrio utilizado fue pre-
viamente descontaminado con HNO; al

Tabla 2. Concentraciones de Pb, Cr y Cd (ug/g ps) en Aulacomya ater (n=7)
en Punta Maqueda y desembocadura del Arroyo La Mata

50% v/v durante 24 horas y sometidos a
seis enjuagues con agua desionizada'.

Digestion por microondas

Para realizar la mineralizaciéon se descon-
gelaron las muestras, se molieron en mor-

teros y se las llevé a peso constante en es-

tufa a 100°C. Se pesaron exactamente al-
rededor de 200 mg de muestra seca de ca-

Punta Maqueda Arroyo La Mata
X+ DE Min-Max x+ DE Min-Max
Pb 0,312+0,20 | 0,10-0,58 0362+024 | 0,02-024
Cr 1,162+ 0,19 1,38-1,84 1242+047 | 077-212
Cd 4022+215 | 342-7.49 3,062+087 | 220-437

da unidad muestral, luego se colocaron en
vasos de teflon y se agregaron 4 ml de
HNO; (J.T. Baker ACS).

Se colocaron en bombas Parr 8, que fueron
llevadas a un microondas para su diges-
tién, a una potencia de 1.200 watts durante
1 minuto para luego realizar la cuantifica-
cion de los metales.

DE: desviacion estandar. ps: peso seco
Superindices iguales en la misma fila indican ausencia de diferencias
estadisticamente significativas (p> 0,05)

Tabla 3. Concentraciones de Pb, Cr y Cd (pg/g ps) en Mytilus edulis
platensis (n=7) en Punta Magueda y desembocadura del Arroyo La Mata

Anadlisis de plomo, cromo y cadmio
El andlisis de los metales en las muestras
mineralizadas se efectud con un espectro-

fotometro de absorcion atomica Varian AA
840, equipado con horno de grafito GTA 100

y con inyector automatico.
Las condiciones de atomizacién fueron las

siguientes: longitud de onda para el plomo

Punta Maqueda Arroyo La Mata
x +DE Min-Max x+DE Min-Max
FPb 0,212+£015 | 0,04-044 0426+026 | 0,02-077
Cr 1442+027 | 093-1,82 0,852 +0,29 | 0,27 -1,08
Cd 572a+311 | 331-972 1,950 +0,27 | 1,50-2,21

283,3 nm, para el cromo 357,9 nmy para el
cadmio 228,8 nm, con abertura de rendija
(“slit”) de 0,5 (Pb, Cd) y de0,2 (Cr). El volu-
men de inyeccion fue de 30 ml.

Andlisis estadistico de los resultados

Para determinar las diferencias estadisticas de las
concentraciones obtenidas se utilizaron los méto-
dos de Kruskal y Wallis y Dunn’s de comparacion
multiple'®. Para el andlisis se utilizé el programa
estadistico INSTAT v 2.02, considerando las difer-
encias significativas al nivel p < 0,05.

Control de calidad del método analitico

El control de calidad del método analitico fue real-
izado mediante el uso de material certificado de refe-
rencia BCR 279 (Sea lettuce). La tabla 1 muestra los
resultados de los estudios de calidad.

RESULTADOS
Del analisis de las muestras de bivalvos analiza-
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Superindices distintos en la misma fila indican diferencias estadisticamente
significativas (p< 0,05)

das en dos zonas del Golfo San Jorge surgen los
siguientes resultados:

En la tabla 2 se pueden observar las concentra-
ciones de plomo , cromo y cadmio encontradas en
Aulacomya ater (cholga) expresadas en pg por
gramo de muestra en peso seco (Ug/g ps) en las
dos zonas de muestreo: Punta Maqueda y desem-
bocadura del Arroyo La Mata.

En las dos localidades estudiadas, las concentra-
ciones de cadmio en estos bivalvos fueron mas
altas que las correspondientes a las del cromo y
plomo. Al comparar las concentraciones de cada
metal entre las dos zonas de muestreo no se obtu-
vieron diferencias estadisticamente significativas
(p> 0,05).

En la tabla 3 se pueden observar las concentra-




Tabla 4. Concentraciones promedio de Pb, Cry Cd en Mytilus sp

en diferentes estudios (ug/g ps)
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a través de las corrientes litorales.
Al comparar los niveles de metales

hallados en M. Edulis con los repor-
tados en otros lugares del mundo
(tabla 4) se observa que las concen-
traciones de plomo tanto en Punta

Maqueda como en la desembocadu-
ra del Arroyo La Mata son inferiores

a las alli reportadas.
Las concentraciones de cadmio ha-

lladas en ambos puntos de muestreo

fueron superiores a las encontradas
en la Ria de Pontevedra (Espafa)

mientras que fueron similares a las
de los otros sitios.

Pb Cr Cd Lugares

x % %
B,64 5,37 0,66 Ria de Pontevedra, Espanal8
1,60 2,00 Mar de Barent, Artico!?
2,50 1,20 1,50 Ria Formosa, Portugal 17

- - 5,25 Baja California, México12
0,42 0,85 1,95 Arroyo la Mata, Argentina
0,21 1.44 5,72 Punta Maqueda, Argentina

Los valores de cromo hallados en la

ciones de plomo , cromo y cadmio encontradas en
Mytilus edulis platensis, donde se aprecia que los
valores de cadmio fueron mas elevados que los de
cromo y plomo.

Las concentraciones de los tres metales fueron
estadisticamente diferentes (p<0,05) entre las dos
zonas de muestreo. Los valores promedio de plo-
mo fueron mas elevados (100%) en los especime-
nes recolectados en la desembocadura del Arroyo
La Mata, mientras que las concentraciones prome-
dio de cadmio y cromo fueron mayores en Punta
Maqueda (193% y 69% respectivamente).

DISCUSION

Las concentraciones promedio de cadmio en Aula-
comya ater (cholga) recolectadas en Punta Ma-
queda (4,02 pg/g ps) y en la desembocadura del
Arroyo La Mata (3,06 pg/g ps) fueron del mismo
orden que las encontradas por Gil et al'! en otros
lugares de la costa patagoénica. Estos autores repor-
taron en Bahia Camarones un promedio de 6,33
Hg/g ps, en Puerto Madryn de 4,43 ug/g psy en la
zona de Bahia Nueva de 5,3 pg/g ps. Sin embargo
los niveles promedio de plomo encontrados por ellos
en Faro Aristizabal y en Bahia Camarones (5,24 y
6,85 pg/g ps, respectivamente) fueron mas eleva-
dos en comparaciéon con los reportados en este
trabajo en Punta Maqueada (0,31 pg/g ps) y en la
desembocadura del Arroyo La Mata (0,36 pg/g ps).
En Mytilus edulis, la concentracion de cadmio y
cromo en Punta Maqueda fue mayor que la encon-
trada en Arroyo la Mata, a pesar de que esta ulti-
ma zona recibe efluentes de la actividad industrial
y petrolera. Similar comportamiento fue descripto
por Gutiérrez-Galindo et al'® en Baja California (Mé-
xico) donde reportaron rangos de concentracion
de cadmio mayores en lugares “aparentemente
limpios” (1,37 a 5,25 pg/g ps) comparados con
aquellos lugares contaminados con descargas de
aguas residuales 0,60-2,13 pg/g ps)'S. Estos auto-
res atribuyeron la diferencia a un fenémeno fisico co-
mo las surgencias, mientras que en nuestras cos-
tas se explicaria por la dinamica marina que trasla-
da los sedimentos con distintas cargas de metales
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desembocadura del Arroyo La Mata
fueron menores que los hallados en
la Ria de Pontevedra y Formosa mientras que los
encontrados en Punta Maqueda resultaron ser
superiores a las de la Ria Formosa e inferior a los
de Pontevedra.

Los moluscos, para que puedan ser considerados
aptos para el consumo humano, deben cumplir con
requisitos desde el punto de vista nutricional, psi-
cosensorial e higiénicosanitario. Este ultimo aspec-
to incluye el estudio microbiolégico y toxicoldgico.
La determinacion de elementos traza potencial-
mente toxicos en los alimentos ha adquirido un cre-
ciente interés. Ello determina que los paises po-
sean legislaciones que fijan los maximos permiti-
dos. Es asi como la Argentina ha legislado en di-
cha materia a través del Cddigo Alimentario Argen-
tino (CAA) y otras legislaciones.

La Resolucion MERCOSUR N 102/94 sobre con-
taminantes inorganicos incorporada al (CAA) esta-
blece para pescado y sus derivados un limite maxi-
mo para el cadmio de 1 pg/g y para el plomo de 2
Mg/g en peso fresco (equivalente aproximadamen-
te a 5y 10 pg/g de peso seco). Sin embargo, no es-
pecifica el limite tolerable para moluscos bivalvos?°.
Por su parte, la Secretaria Nacional de Sanidad y
Calidad Agroalimentaria (SENASA) establece es-
pecificamente para los bivalvos un limite maximo
de cadmio y de plomo de 2 pg/g en peso himedo
(10 pg/g ps)*.

La Comunidad Econdmica Europea establece limi-
tes maximos para el cadmio y plomo de 1 pg/gy
1,5 pg/g de peso humedo respectivamente (equiva-
lente a 5y 7,5 pg/g de ps)?2.

La Ordenanza Municipal de los Servicios de la Sa-
lud Publica de Hong Kong (PHMSO) establece
maximos permitidos en alimentos marinos de cad-
mio, plomo y cromo de 2, 6 y 1 pg/ gr de peso hume-
do equivalente a 10, 30 y 5 pg/ gr en peso seco?3.
El JECFA (Comité mixto FAO/OMS de Expertos en
Aditivos Alimentarios)?* establece una ingesta se-
manal tolerable provisoria (ISTP) de 7 pg/kg/sema-
na de cadmio y de 25 pg/kg/semana de plomo.

Si se comparan las concentraciones de los meta-
les en los bivalvos estudiados con las establecidas
en las diferentes legislaciones se observa que pa-
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ra la SENASA serian aptos para el consumo hu-
mano, mientras que si se aplicaran los maximos
permitidos por las resoluciones del MERCOSUR vy
por las de la Comunidad Econémica Europea es-
tos moluscos no podrian ser consumidos ya que
exceden los limites establecidos para el cadmio.
En las costas patagénicas estudiadas existen po-
bladores que utilizan los moluscos como principal
fuente de alimento. Los datos aportados por este
estudio son indicativos de que moluscos prove-
nientes de la zona de Punta Maqueda deberian ser
consumidos con precaucién dado que con el con-
sumo de 368 g/semana (aproximadamente 76 uni-
dades) un sujeto de 60 kilogramos de peso cor-
poreo alcanzaria el valor de ISPT fijado por el
JECFA para el cadmio.

No ocurre lo mismo con el plomo puesto que los
valores hallados fueron bajos y se encuentran den-
tro de los limites establecidos por las distintas le-
gislaciones. Asi, para alcanzar el ISPT fijado por el
Comité FAO/OMS un sujeto de 60 kilogramos de
peso corporal deberia consumir una cantidad
exorbitante de bivalvos (aproximadamente 50 kg).
Con respecto al cromo, ni SENASA ni el CAA esta-
blecen limites maximos tolerados para este metal
en los alimentos de origen marino ni tampoco se
ha establecido una ISPT.

CONCLUSIONES

A partir de los resultados obtenidos en este estu-
dio se concluye que las concentraciones de plomo
halladas en moluscos recolectados en Punta Ma-
queda y en la desembocadura del Arroyo La Mata
(Golfo San Jorge) no representarian problema al-
guno desde el punto de vista de la salud publica.
Idéntica consideracion puede formularse con res-
pecto al cromo si se tiene en cuenta lo prescripto
por la legislaciéon de Hong Kong. En el caso del
cadmio, el consumo de los moluscos recolectados
en los sitios estudiados deberia realizarse con mo-
deracién ya que con pocas unidades ingeridas se
alcanzaria el valor limite del ISPT.

Es de destacar que existen discrepancias entre las
diferentes legislaciones referentes a los niveles
maximos permitidos de cadmio y plomo en los ali-
mentos de origen marino, por lo que seria reco-
mendable estandarizar estos valores e incorporar
maximos permitidos para el cromo.

A partir de este estudio surge la necesidad de con-
tinuar con el monitoreo de estos metales en distin-
tas especies de moluscos comestibles de la region
patagonica para establecer lugares optimos para
la maricultura, actividad productiva que se esta pro-
mocionando desde la Secretaria de Pesca de la
Provincia del Chubut.
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INSTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

Acta Toxicoldégica Argentina (Acta Toxicol. Argent.)
(ISSN 03279286) es el érgano oficial de difusién
cientifica de la Asociacion Toxicoldgica Argentina.
Tiene por objetivo basico la publicacion de trabajos
originales, comunicaciones breves, actualiza-
ciones o revisiones, temas de divulgacién, comen-
tarios bibliogréficos, notas técnicas y cartas al edi-
tor. Asimismo, se publicaran noticias relacionadas
con los diferentes campos de la Toxicologia.

Acta Toxicolégica Argentina (en adelante "Acta")
publicara contribuciones en espafiol, portugués e
inglés. Todas seran evaluadas por dos revisores; la
seleccion de los mismos sera atributo exclusivo del
Comité Editorial. Este proceso determinara que el
mencionado Comité opte por rechazar, aceptar
con cambios o aceptar para su publicacion el tra-
bajo sometido a su consideraciéon. En todos los
casos los autores recibiran copia sin firma de la
opinidn de los evaluadores.

Las contribuciones cientificas originales enviadas
a consideracion de ATA deberan ajustarse al siguien-
te formato basico:

e Pagina 1: titulo, subtitulo, nombres completos del
o de los autores, laboratorio o institucion donde se
realiz6 el trabajo, direccidn postal completa,
incluyendo cddigo postal, correo electrdnico, telé-
fono y fax, autor al cual debe dirigirse toda la cor-
respondencia.

e Pagina 2: titulo del trabajo en castellano e inglés
y resimenes de hasta 250 palabras en castellano
e inglés. Tres - cuatro palabras clave en castellano,
portugués e inglés.

e Pagina 3 en adelante: Introduccion, Material y
Métodos, Resultados, Discusion, Bibliografia cita-
da, Leyendas de llustraciones y Tablas con leyen-
da.

La extensidon maxima de estos aportes no debera
superar las 8 (ocho) paginas. El texto debera ser
escrito en PC, en papel tamafho A4, a doble espa-
cio, con margenes superior, inferior e izquierdo de
4 cm. Se deberan enviar 3 juegos. Conjuntamente
con las 3 copias del manuscrito, los autores debe-
ran remitir una version en disquete de 3 1/2 pul-
gadas utilizando alguno de los siguientes proce-
sadores de texto: Word for MS-DOS; Word for
Macintosh; Word Perfect for DOS, indicando pro-
grama y version usados. En el caso que los revi-
sores recomienden la revision del trabajo, la nueva
version debera enviarse en disquete y tres copias
impresas consignando "version 1".

Las comunicaciones breves deberan respetar un
formato similar al indicado para las contribuciones
cientificas exceptuando el resumen en espanol. El
texto no necesariamente se dividira en las partes
indicadas (Introduccién, Material y Métodos, etc.);
no obstante debera contener en forma concisa la
informacion que corresponde a esas partes. La
extension de esta categoria de aportes no debera
superar las 3 (tres) paginas.
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Las revisiones, actualizaciones y temas de divulgacion
deberan ser lo mas concisas posibles y

su extension no excedera de 6 (seis) paginas. Su
redaccién debera considerar lectores con forma-
cion cientifica pero ajenos o alejados del tema. Se
consideraran preferentemente las revisiones solic-
itadas por el Comité Editorial.

Los comentarios bibliograficos seran contribu-
ciones solicitadas por el Director. El autor debera
emitir una opinion fundamentada del trabajo some-
tido a su consideracion. Ademas deberd incluir la
siguiente informacion: titulo en idioma original,
autor/es, edicion considerada, traductor, editorial y
sede de la misma, tomo o volumen, numero de pa-
ginas y ano de edicién. Se indicara claramente
nombre del comentarista, institucion a la que
pertenece y domicilio completo. El texto no podra
ocupar mas de 2 (dos) paginas.

Las notas técnicas se referiran exclusivamente a
modificaciones de métodos, determinacién de
errores de las mismas, etc. Su extensién no supe-
rard las 2 (dos) paginas; al final deberan constar
los datos que identifiquen claramente al autor/es.
Las cartas al Editor seran textos de una extension
no mayor de doscientas palabras y revestiran el
caracter de correspondencia cientifica referida a
textos publicados con anterioridad. El o los autores
seran debidamente indicados.

Se solicita a los autores que tengan en cuenta las
siguientes normas al preparar sus manuscritos:

e En todos los casos se debera consignar en el
angulo superior derecho de cada hoja el apellido
del autor o del primer autor y el nimero correlativo
que corresponda, incluidas las paginas con Tablas.
e En el caso de sustancias quimicas se tomara
como referencia prioritaria a las normas de la
IUPAC.

* Los organismos se denominaran conforme a las
normas internacionales, indicando sin abreviaturas
el género y la especie en itélicas o subrayados.

e Las ilustraciones (fotografias, graficos) deben ser
confeccionadas sobre materiales de alta calidad,
con técnicas que permitan su reproduccion sin
tratamientos especiales. Es aconsejable que este
material tenga las dimensiones de la caja de Acta;
los autores deben tener presente que en los casos
de ilustraciones en las que sea necesario proced-
er a su reduccién, el tamafo de las letras, numeros
y demas elementos de las mismas deben tener
dimensiones mayores para que la nitidez no se vea
afectada luego de la impresion.

Se enviaran un juego de originales y dos copias.
Cada una de las ilustraciones debera portar en el
dorso, escrito con lapiz suave, el numero que le
corresponde, nombre del primer autor y mediante
una flecha se indicara la posicidon superior. Las
leyendas iran en hoja aparte.

Los costos adicionales que pudieran ocasionarse
por la edicién de dicho material seran a cargo del autor.



e Las tablas y sus leyendas se presentaran en
forma individual, en hoja aparte, identificadas
mediante numeracion arabiga conforme al orden
en que aparecen en el texto.

La ubicacion preferente de la tabla en el texto se
indicara mediante

una flecha. Las tablas se ubicaran al final de cada
manuscrito.

e Las citas bibliograficas en el texto se indicaran
mediante numeros correlativos, por orden de
aparicion, entre paréntesis; por ejemplo: "la sepa-
racion de las isoenzimas se hizo por electroforesis
de acuerdo a la técnica de Dietz y Lubtano (4)"
En el caso de citar articulos de mas de dos
autores, se indicara el apellido del primero seguido
de la expresion et al.: "Castané et al. (5) fueron los
primeros en..."

Las referencias bibliograficas seran agrupadas
bajo el acapite "Bibliografia citada"; la lista se
ordenara conforme a los nimeros asignados.

El formato de las citas es el siguiente:

Articulo en publicacion periédica:

"Malla Reddy, P. and M. Bashamohideen (1989).
Fenvalerate and cypemmerhrin induced changes
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in the haematological parameters of Cyprinus car-
pio. Acta Hidrochim. Hidrobio. 17 (1), 101-107"
Libro: " Dix, H.M. (1981), Environmental pollution.
John Wiley & Sons, New York, 286 pp."

Las abreviaturas de la denominacién de la revista
seran las que ellas mismas indican en su texto.

¢ Cualquier modificacion excepcional de las nor-
mas estipuladas que los autores soliciten sera
considerada por el Director.

e Las pruebas de galera se enviaran al autor indi-
cado como receptor de la correspondencia. Las
mismas seran revisadas y devueltas dentro de las
48 horas de recibidas.

e El autor indicado recibirda 10 separatas sin cargo.
El excedente solicitado sobre esa cantidad sera
costeado por el/los autores: la cantidad solicitada
deberd ser indicada al Editor en el momento de
devolver las pruebas de galera.

Toda la correspondencia referida a "Acta Toxico-
I6gica Argentina" debera ser dirigida al Comité
Editorial, Alsina 1441 (1088) Buenos Aires,
Argentina Telefax ++54-11-4381-6919.

Se solicita canje con otras publicaciones tematica-
mente afines a Acta Toxicoldgica Argentina.

Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol. Argent.)
(ISSN 03279286) is the official journal of the
Asociacion Toxicologica Argentina (Argentine
Toxicological Association) for scientific diffusion.
Acta Toxicoldgica Argentina (herein below "Acta")
is basically aimed at publishing original full-length
papers, short communications, reports on research
in progress or review papers, topics of interest to
workers in Toxicology, book reviews, technical com-
munications as well as letters to the 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 evalua-
ted 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 manu-
scripts submitted to the consideration of the
Editorial Board should adhere to the following basic
format:

e 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.

Complete address (city, State or Province, zip code,
country, e-mail, phone number and fax number).

* Page 2: Title of paper in Spanish and English. A
list of three or four key words in Spanish or
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Portuguese and English should be included.

* Page 3 onward: As a rule, full length papers
should be divided into sections headed by a cap-
tion: Introduction, Materials and Methods, Results,
Discussion, Acknowledgements, References, cap-
tion of figures and caption of tables.

Full-length papers should not exceed eight pages.
Text should be typed with PC, on A4 paper, in dou-
ble-spaced typing with at least 4 cm upper lower,
and left margin. Typescripts should be submitted in
triplicate. Besides the 3 copies of the manuscript,
authors are requested to submit the paper on
diskette (3 1/2") made in one of the next word pro-
cessing systems: Word for MS-DOS; Word for
MACINTOSH; Word Perfect for DOS indicating the
program and version used. Revised versions of the
paper, because of referee’s recommendations
should always be accompanied by a new diskette
and 3 printouts of the manuscript.

Short communications should adhere to a similar
format. However it should contain no section head-
ings, but text is supposed to contain, in a concise
way, every information relevant to the above men-
tioned headings (Introduction, Materials and
Methods, etc.). Short communications should not
exceed three pages.

Review papers, updating, and reports on research
in progress should be as concise as can be. Such
articles should not exceed three pages. Their word-
ing should address a scientifically educated read-
er-ship that, however, can be unfamiliar with topics
involved. Review papers, updating, and reports on
research in progress previously requested to
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authors by the Editorial Board will be privileged.
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 submit
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, translator’s
name if any, publishers full name, city, volume
number if any, number of pages and publishing
years. The full name and academic or profession-
al 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 com-
puter 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 advis-
able that illustrations be the same size as in Acta
page. As regards illustrations that must be
reduced, authors should see to it that letters, fig-
ures, and/or any other element in illustration be big-
ger-sized on the original so that such letters, fig-
ures or elements be still clearly readable once illus-
tration has been reduced. lllustrations should also
be sent in triplicate (one original and two copies).
On the reverse of illustration the following elements
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

INSTRUCOES PARA OS AUTORES

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:
"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 Pand M. Bashamohiedeen (1989)
Fenvalerate and Cypermethrin induced changes in
the haematological parameters of Cyprinus carpio.
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 men-
tioned instructions that authors should request will
be submitted to the attention of the Editor.

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 correspon-
dence referred to ATA should be sent to:

Acta Toxicologica 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 Toxicoldgica Argentina”.

Acta Toxicologica Argentina (Acta Toxicol. Argent.),
(ISSN. 153279286) é o orgao especial de difusdo
cientifica da Associacdo de trabalhos originais,
livros, comunicagdes, actualizagcdes ou revisoes,
tema de divulgagéo, comentarios bibliograficos,
notas técnicas e cartas ao editor. Igualmente serdo
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publicadas noticias relacionadas com diferentes
campos da Toxicologia.

Acta Toxicolégica Argentina (em adelante "Acta")
publicara contribuicdes em espanhol, portugués e
inglés. Todas serdo avaliadas por dois revisores; a
selecao deles sera atribuicao exclusiva do Comité



Editorial. Este processo determinara que o men-
cionado Comité opte por eliminar, aceitar com
alteracbes ou aceitar para publicacdo o trabalho
submetido para sua consideracdo. Em todos os
casos os autores receberdo cdpia sem assinatura
da opinido dos avaliadores.

As contribuicbes cientificas originais enviadas a
consideragcdo da Acta deverdo ajustar-se a
seguinte estrutura basica:

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

e 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.

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

Concluséao, Bibliografia indicada, Titulos de llus-
tracdes e Quadros com legendas. A extensao max-
ima destes aportes nao devera superar 8 (oito)
paginas. O texto devera ser escrito com PC em
papel tamanho A4 com espacgo duplo, com mar-
gens superior, inferior e esquerda de 4 cm.
Deverao ser enviados 3 jogos.

Junto con as cépias do manuscrito, os autores
deverdo 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 revisao do trabalho, a nova
versao também devera ser acompanhada de uma
copia em disquete e 3 jogos do texto em papel.
As comunicagdes breves deverdo respeitar um for-
mato semelhante ao indicado para as con-
tribuicdes cientificas. O texto nao
necessariamente sera dividido nas panes indi-
cadas (Introducdo, Material e Métodos, etc.); ndo
obstante, devera conter em forma concisa a infor-
macgao que corresponde a estas partes. A exten-
sao desta categoria de aportes ndo devera super-
ar 3 (tres) paginas.

As revisdes, actualiza¢des e temas de divulgacao
deverdo ser o mais conciso possivel e sua exten-
sdo ndo excedera de 6 (seis) paginas. Sua
redacao devera contemplar leitores com formagao
cientifica, porém, estranhos ao tema.
Considerar-se-ao preferentemente as revisoes
solicitadas pelo Comité Editorial.

Os comentérios bibliograficos serdo contribuicdes
solicitadas pelo Diretor.

O autor devera emitir uma opiniao fundamentada
sobre o trabalho submetido a sua consideragéao.
Além disso, devera incluir a seguinte informacao:
titulo em edioma original, autores, edi¢cdo conside-
rada, tradutor, editorial e respectivo

lugar, o livro ou volume, nimero de paginas e ano
da edicao.

Sera claramente indicado o nome do comentarista,
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instituicdo a qual pertence e endereco completo. O
texto ndo podera ocupar mais que 2 (duas) paginas.
As notas técnicas referir-se-do exclusivamente a
modificacdes de métodos, determinacdo dos
respectivos erros etc. Sua extensdo ndo ultrapas-
sara 2 (duas) paginas; ao final deverao constar os
dados que identifiquem claramente os autores.

As cartas do editor serdo textos de extensao nao
superior a 200 palavras e terdo o carater de cor-
res-pondéncia cientifica relacionada com textos
publicados anteriormente. Autor ou autores seréo
devidamente indicados.

Solicita-se aos autores que tenham em conta as
seguintes normas ao prepararem Seus manus-
critos:

* Em todos os casos dever-se-a consignar no
angulo superior direito de cada folha o sobrenome
do autor ou do primeiro autor e 0 numero correlati-
vO 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 ilustracdes (fotografias, graficos) devem ser
confeccionadas com materiais de alta qualidade,
com técnicas que possibilitem sua reproducao 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 redugao,
o tamanho das letras, nimeros e outros
elementos devem ter dimensdes maiores para que
a nitidez ndo seja afetada depois da impresséo.

e 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 posi¢do superior. Os titulos
irdo em folha separada.

e Os custos adicionais que possam produzir-se
pela edi¢do do referido material ficarédo a cargo do
autor.

¢ Os quadros e suas legendas serdo apresentados
em forma individual, em folhas separadas, identifi-
cadas segundo numeracdo arabica, segundo a
ordem em que aparecam no texto. A localizagédo
preferida do quadro no texto sera indicada medi-
ante uma seta. Os quadros localizar-se-ao no final
de cada manuscrito.

* As referéncias bibliograficas seréo indicadas por
numeros correlativos segundo se apresentem no
texto: por exemplo, "A separacdo 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 "Castané e ou (5)
foram os primeiros em ..."

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

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

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 abreviacdes do nome das revistas serdao as
que el as mesmas indiqguem no texto.

e Qualquer modificacdo 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 apds recebidas.

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

Toda a correpondencia relativa a Acta Toxicoldgica
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 tematica-
mente afins com a Acta Toxicoldgica Argentina.
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