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RESUMEN: Lenardon, A., Maitre, M. 1., Lorenzatti, E. y Enrique, S. Plaguicidas organociorados en leche materna en Santa Fe, Argentina. Acta Toxicol.
Argent. (2000) 8 (1): 2-4. Se estudi¢ el nivel de contaminacion por plaguicidas organoclorados en leche materna de un grupo de muijeres que viven en Santa Fe,
Argentina. Sg analizaron cincuenta y dos muestras de leche materna recolectadas en hospitales publicos regionales, para determinar la concentracion de 12 compuestos
usados en el control de plagas. Con el mismo objetivo se estudiaron cinco marcas comerciales de leche en polvo maternizadas. Se empled un método miniaturizado
de extraccion, seguido de limpieza de extractos, concentracion y posterior uso de cromatografia gaseosa con detectores ECD Ni®®. Los resultados analiticos sefialan
que el 86 % de las muestras tuvo residuos de al menos un plaguicida, siendo los mas frecuentemente hallados, heptacloro epéxido, aldrin, pp'DDE y y-HCH. En menos
del 15 % de las muestras se detect6 endrin, HCB, pp'DDT, dieldrin y «-HCH. El estudio permite conocer el grado de exposicion humana, analizar las posibles relaciones
con el uso de biocidas como control de plagas, con la ingesta alimenticia por bioacumulacion en la cadena alimentaria y a la vez sienta las bases para futuras
investigaciones. Comparandolo con estudios anteriores realizados en Argentina, en América Latina y en otros continentes, los niveles de contaminacion hallados
muestran concentraciones inferiores a aquellos. 5

ABSTRACT: Lenardon, A, Maitre, M. |., Lorenzatti, E. y Enrique, S. Organochlorine pesticides in breast milk in Santa Fe, Argentina. Acta Toxicol, Argent.
(2000) 8 (1): 2-4. Fifty two mother milk samples were collected from Public Hospitals in Santa Fe, Argentina, to determine the concentration of organochlorine
pesticides. With the same purpose, five infant powder milk formulae were also analized. A miniaturised extraction, clean up and concentration method was used, with
gas chromatographic determination by a Ni*® electron capture detection. Analytical results show pesticide residues in 86 % of samples, the most frequent being
heptachlor-epoxide, aldrin, p,p’DDE and y-HCH. Endrin, HCB, p,p'DDT, dieldrin and a-HCH were also detected. This study allows to know human health risk from
pesticides, the exposure-bioaccumulation relationship and it is useful for future research. The results of this study are below the levels detected by other studies in
Argentina, Latin America and other continents.
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INTRODUCCION MATERIAL Y METODOS
Una caracteristica importante de los plaguicidas es Se trabaj6 con una poblacion de madres voluntarias,
su habilidad para concentrarse a través de la cadena con edad y numero de partos diferentes, pertenecientes a
alimentaria, alcanzando las mayores concentraciones en los una clase socioecondmica y culturalmente bajas.
niveles troficos superiores, debido a que son lipofilicos y Fueron recolectadas 52 muestras de leche materna
tienen baja solubilidad en agua. De esta forma penetran en en el Hospital de Nifios y en un hospital zonal en el norte de la
vegetales y animalesy son incorporados a las fases lipidicas ciudad de Santa Fe.
de fluidos y tejidos, incluyendo al hombre!. Las muestras se tomaron mediante dispositivos
Estudios realizados en Canada, México, Espana, mecanicos de succion y fueron colocadas en recipientes de
Australia y Brasil®®, muestran que es frecuente encontrar vidrio; se congelaron y se transportaron al laboratorio para su
contaminacion en leche materna y que la concentracion varia analisis.
con innumerables factores tales como sociales, edad, partos, Paralelamente se estudiaron cinco diferentes marcas
condiciones de trabajo, etc., ademas de lo estrictamente comerciales de leche en polvo matemizadas, para determinar
relacionado al uso de plaguicidas. si existe presencia de residuos de los mismos plaguicidas
En algunos lugares de Sud América , como en otras organoclorados
regiones de Argentina, se han desarroilado estudios de
plaguicidas en leche materna®'%. En investigaciones previas, DETERMINACION ANALITICA
los autores determinaron la presencia de organoclorados Para extraer los plaguicidas de la leche materna se
en leche de vaca, y manteca"'?y los niveles de residuos tomaron 2 g de muestra que se mezclaron con Florisil activado
en peces y agua de rios usados como fuente de agua (5 g) transfiriéndolos a una columna empacada con 10 g de
potabie(®*1419), Florisil desactivado al 3% p/v. Los pesticidas se eluyeron con
Dado que la leche materna es al mismo tiempo una una mezcla de éter de petroleo y cloruro de metileno (4:1 viv).
de las vias de excrecion de los toxicos del organismo y por El solvente remanente se removié en rotavapor con una
otro lado la forma ideal de alimentacion infantil, resulta corriente de nitrégeno y el estracto se redisolvié con 2 mi de
interesante conocer los niveles de contaminacién en una isooctano™®. El extracto organico se analizé por cromatografia
muestra de la poblacion local. gaseosa cori columna DB-608 y DB-5, de 30 my detector de
Desde hace pocos afios atrés, Argentina restringe captura de electrones Nie.
legaimente el uso de la mayoria de los compuestos Las leches maternizadas se procesaron de acuerdo
organoclorados, coincidiendo con el advenimiento del al procedimiento empleado para leches vacunas",
MERCOSUR (Mercado Comun del Sur); a pesar de ello el reconstituyéndose previamente la leche (100 g mas 100 ml
lindano (y-hexaclorociclohexano) y endosulfan atin se utilizan de agua destilada). ’
legalmente. Estos y otros compuestos no permitidos se Se analizaron los siguientes compuestos:
encuentran en ambientes naturales de la regionts '), hexaclorobenceno (HCB), hexaclorociclohexano (« and -
El trabajo aporta nuevos registros y actualiza la HCH) heptacloro y su epdxido, aldrin, dieldrin, clordano,
informacion de los contenidos de residuos de plaguicidas en endosulfan, p,p’DDT y p,p’'DDE. El porcentaje de grasa se
un pais agroproductor y en una regién antes no estudiada. determind siguiendo la técnica de AOACHY,
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RESULTADOS

En ninguna muestra se encontraron todos los
compuestos investigados, mientras que en el 86 % de ellas
se detectd con frecuencia la presencia de al menos uno de
los plaguicidas analizados. Los valores medios y rango de
concentracion asi como los limites de deteccion se detallan
en la Tabla 1. En las muestras de leche en polvo no se
detectaron residuos de plaguicidas organoclorados superiores
a los limites de deteccion del métedo.

Tabla 1. Plaguicidas organoclorados en leche matema y recuperacion en muestras
sembradas.

Plaguicidas Muestras | Valor medio; Rango Recup. | Limite detecc
positivas | (mg/kg)* (mg/kg)* (%) (mg/kg)
HCB 1 0,01 0,002-0,15 97 0,0014
a-HCH 14 0,038 0,005-0,819 | 114 | 0,0017
y-HCH 21 0,072 0,0030,873 | 86 0,0018
Heptacloro 19 0,052 0,007-0,43 94 0,005
Aldrin 25 0,065 0,004-0630 | 82 0,003
Heptacioro epoxido] 27 0,046 0,006-0,513 | 73 0,005
Clordano 17 0,073 0,008-0,274 | 100 | 0,005
Endosulfan 16 0,077 0,006-0,701 | 86 0,006
Dieldrin 13 0,048 0,001-0,859 | @2 0,001
Endrin 9 0,007 0,001-0,057 | 78 0,001
p,p’'DDE 21 0,098 0,007-0,667 | 84 0,003
p,p'DDT 14 0,048 0,003-0880 | 75 0,003
*en grasa

El heptacloro epoxido es el compuesto que se
presenta un mayor numero de veces, siguiendo en orden de
importancia el aldrin, y con el mismo nimero de apariciones
p,p'DDE y y-HCH.

La concentracion media mas elevada que se encontré
correspondié al p,p’'DDE, siendo la secuencia decreciente la
siguiente: endosuifan, clordano, y-HCH, aldrin, heptacioro y
dieldrin, presentandose los otros compuestos analizados en
un valor menor de 0,05 mg/kg.

El valor méximo detectado corresponde al p,p’'DDT,
siendo relevante las cantidades de y-HCH, dieldrin, a-HCH,
endosulfan, p,p’DDE, aldrin y heptacloro-epdxido.

DISCUSION

Los valores hallados en general son menores que los
reportados por otros autores en trabajos realizados en
Canada®, México®, Brasil®y Espafia® (Tabla 2). Comparando
con los datos publicados en América Latina, el DDT y su
metabolito se encuentran en concentraciones marcadamente
inferiores a los informados para México® y Brasil®. La presencia
de los metabolitos del DDT y del Heptacloro indicarian la

biotransformacion de los compuestos originales 22",

Tabla 2. Comparacion entre la concentracion media de compuestos
organoclorados en leche materna y bovina en Argentina.

Plaguicidas (mg/kg)* en leche matera | (mg/kg)™ en leche de vaca
HCB 0,0110 0,0068
a-HCH 0,0380 0,0085
v-HCH 0,0720 0,0421
Heptacloro+ epoxi 0,0490 0,0549
Aldrin+dieldrin 0,0460 0,0388
Clordano 0,0731 0,0232
Endosuifan 0,0770 0,0169
DDT (suma de isdmeros) 0,6950 0,9900

* en grasa * Maitre M. 1994

Resuita llamativo que para todos los compuestos en
estudio, los tenores hallados en este trabajo son
marcadamente menores a los reportados por Bordet para
Francia®@.

En estudios recientes, Lenardon y colaboradores
encontraron residuos de organoclorados en muestras
ambientales de regiones proximas a la de este estudio,
sefialando la persistencia de compuestos con uso restringido
y prohibido2 2324, Por otra parte, el incremento del consumo
de agroquimicos en Argentina durante la dltima década se
debe primordialmente a herbicidas y en segundo lugar a
piretroides®), y ésto puede explicar el hecho de que los valores
hallados en esta investigacion son generalmente inferiores a
los sefialados en trabajos realizados hace algunos afios en el
pais®% asj como en otros paises® 2" (Tabla 3).

Tabla 3. Valores medios de plaguicidas organoclorados detectados por los
autores y los hallados en otros paises {mg/kg grasa).

Plaguicidas |Autores| Canada? [Espafia” [Francia® [México’ |Australia® |Brasil
HCB 0,011 10,0145 {0,0008 | 0,147 | 0,047 | 01 0,02
o -HCH 0,038 | 0,0003 |0,0342 | 0,052 | 0,018 | 0,071 | 0,04
v-HCH 0,072 | 0,00021|0,0105 | 0,037 | 0,022 | 0,108 |0,0344
Heptacloro | 0,052 ... 0,1 0,02
Aldrin 0,085 | .. 0,0311 | 0,097 0,061 |0,02
Hept. Epoxi| 0,046 | 000377 | .. 0,024 0,02 .
Clordano | 0,073 | 0,00037 0,084 0,01
Endosulfan| 0,076 | ...
Dieldrin | 0,048 | 0,00978 | 0,0039 | 0,19 005 | 1,31
Endrin 0,007 | ..
p,p’DDE | 0,098 | 0,222 |0,6041 | 2,183 | 5,017 096 |253
p,p’'DDT | 0,048 | 0,0221 |0,012 0044 | 1271 | 08 0,862

2 Newsome 1995, PHernandez 1993, “Bordet 1993, “Waliszawski 1996,
eStevens 1998, Mattuo 1992.
... Sin datos.

En las leches maternizadas no se detectaron los
compuestos estudiados y su comparacion con los datos
proveniente de leche de vaca de la misma zona geografica
(leche y manteca), podria sugerir que en las primeras el
proceso de secado spray ayuda a la eliminacion de los
compuestos o que la materia prima provenga de otra region
con menor grado de contaminacion®®.

Las concentraciones altas encontradas en las leches
humanas respecto a las de vacas‘" (Tabla 2), ambas para la
misma regién geogréfica, pueden explicarse por el proceso
de bioacumulacion.

Los niveles de contaminacion de leche materna y la
informacion de otros autores sugieren una estrecha relacion con
el uso de agroquimicos en un pasado reciente y aun en la
actualidad, tanto en actividad agricola, granjas, en el hogar, como
la ingesta que a través de la cadena alimentaria. Los plaguicidas
organoclorados, incluidos dentro de los Poluentes Organicos
Persistentes (POP) fueron estudiados por Wania®, demostrando
la movilidad y la presencia de los mismos en el planeta.

Como lo sefiala Allsop™, el Limite Maximo de Residuos
no puede ser regulado, ya que como es obvio, la situacion
ideal es la ausencia de contaminacion.

Este trabajo que representa a una parte relaftvamente
pequefia de la poblacion regional, contribuye al conocimiento
de una problematica mundial, nacional y regional.
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UNA TECNICA DE BIOENSAYO EMPLEANDO A LOS CILIADOS DE VIDA LIBRE
Stentor coeruleus Enrenberg y Spirostomum ambiguum Enrenberg
PARA LA EVALUACION DE LOS EFECTOS DEL MERCURIO Y ARSENICO

lannacone Oliver, José Alberto,* Alvarifio Flores, Lorena y Ramirez Rodriguez, Pedro
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RESUMEN: lannacone Oliver, J. A., Alvarifio Flores, L. y Ramirez Radriguez, P. Una técnica de bioensayo empleando a los ciliados de vida libre Stentor
coeruleus Enrenberg y Spirostomum ambiguum Enrenberg para Ia evaluacion de los efectos del mercurio y arsénico. Acta Toxicol. Argent. (2000) 8 (1): 5-9.
Se evalu el efecto letal del cloruro de mercurio y del arseniato de sodio en un ensayo de toxicidad aguda estatico sobre los protistas alfa-mesosaprobicos Stentor
coeruleus y Spirostomum ambiguum después de 24, 48 y 72 h de exposicion. Los valores de Cl,, frente a concentraciones nominales del ion Hg?* fueron para S.
coeruleus de 1,99 (24 h); 1,64 (48 h) y 1,49 ug/L (72 h) y para el i6n As®* 6 595 (24 h); 4659 (48n)y 3 494 (72 h) g/l respectivamente; los valores de Cl. para S.
ambiguum frente al Hg* fueron de 7,26 (24 h); 431 (48 h)y 2,11 ug/L (72 h) y con el As™ fueron de 612847 (24 h); 16383 (48 h)y 6822 ug/L (72 h). Los resultados
muestran que Stentor es mas sensible que Spirostomum para ambos metales evaluados a los tres tiempos de exposicion ensayados. Ambos ciliados son mas
sensibles al mercurio que al arsénico. Ei protocolo del nuevo bioensayo propuesto muestra que Stentor coeruleus y Spirostomum ambiguum presentan como ventaja
su menor costo de cultivo, simplicidad de manipuleo, sensibilidad a Hg?*y As®* y concordancia ecologica al ser comparados con ofras pruebas ecotoxicologicas para
evaluar la calidad del agua.

ABSTRACT: lannacone Oliver, J. A, Alvarifio Flores, L. y Ramirez Rodriguez, P. A bioassay technique using the free living ciliates Stentor coeruleus Enrenberg
and Spirostomum ambiguum Enrenberg for the assessment of the effects of mercury and arsenic. Acta Toxicol. Argent. (2000) 8 (1): 5-9. In this research was
evaluated the lethal toxic effect of chlorine mercury and sodic arseniate in an acute toxicity bioassay with the alpha-mesosaprobic protists Stentor coeruleus and
Spirostomum ambiguum after 24, 48 and 72-hour exposure. The IC,; with nominal concentrations of the ion Hg?* and As®* were to S. coeruleus of 1 199 (24h); 1,64 (48
h)and 1,49 pg/L and 6595 (24 h); 4659 (48 h) and 3 494 (72 h) ug/Lrespectively; the IC. to S. ambiguum for Hg** was 7,26 (24 h); 4,31 (48h) and 2,11 ug/L (72 h) and
with As®* was 612 847 (24 h); 16 383 (48) and 6822 ug/L (72h). The results indicated Yhat Stentor was more sensitive that Spirostomum for the two heavy metals
evaluated at three times-exposure. Also, both ciliates were to sensitive for mercury than to arsenic. The protocol of the proposed bioassay with Stentor coeruleus and
Spirostomum ambiggum show the advantage of their low cost of culture, easy handling sensitivity to Hg? and As™and ecological concordance compared with other
ecotoxicological probes to evaluate water quality.

PALABRAS CLAVE: ecotoxicologia, metales pesados, Stentor coeruleus, Spirostomum ambiguum, ciliados, bioensayo agudo.
KEY WORDS: ecotoxicology, heavy metals, Stentor coeruleus, Spirostomum ambiguum, ciliates, acute bioassay.

INTRODUCCION ~

L as técnicas de bioensayos son usadas rutinariamente, analisis de ecotoxicidad empleando organismos
en otros paises, con el fin de determinar la toxicidad de representativos de las aguas receptoras. Se considera al
productos y desechos quimicos, para descifrar los niveles de mercurio y al arsénico como componentes claves de los
impacto ambiental como consecuencia de su disposicién o efluentes minero-metaldrgicos(’?. Zaman & Pardini®® sefialan
contacto con los ecosistemas naturales. Inclusive estas que el principal efecto del mercurio es la alteracion en la
técnicas contribuyen a normar las descargas de efluentes integridad estructural de la membrana interna de la
liquidos y ayudan en la toma de decisiones sobre la disposicion mitocondria, resultando en la pérdida de seleccion normal de
final de los desechos industriales. En el Peri no existe cationes que permiten un metabolismo oxidativo efectivo. El
normativa alguna que estipule la utilizacion de estos sistemas mercurio tiene una alta afinidad por los fosfatos, por los grupos
de evaluacion con los fines antes sefialados, pese a que su cisteinil e histidil de las cadenas proteicas, y por las purinas,
utilidad y confiabilidad han sido comprobadas por numerosas pteridinas y porfirinas. Estas acciones, junto con la
instituciones gubernamentales y académicas de otras interaccion con los grupos tiol de las proteinas, causan
latitudes!" "2, interferencias con un gran numero de procesos celulares.

El Reglamento ambiental Peruano para las actividades Los autores mencionados muestran que la toxicidad aguda
Minero-metaldrgicas promulgado con D.S. N° 016-93-EM, del del arsénico es debido a la inhibicion de algunas enzimas
01 de mayo de 1993, establece en su articulo 9° que los del ciclo del Acido Tricarboxilico (ATC). Ademas, su
titulares de las actividades minero-metaldrgicas que se ecotoxicidad se atribuye al arsénico trivalente o al anion
encuentran operando hasta antes de la fecha indicada arsenito, los cuales se unen covalentemente a las proteinas
deberian presentar al Ministerio de Energia y Minas el o0 a los grupos cisteina de las enzimas. El arsénico
Programa de Adecuacion y Manejo Ambiental (PAMA) en pentavalente genera aniones AsQ,*, los cuales tienen una
donde se identifican los problemas ambientales y se configuracion analoga que el anién fosfato, compitiendo con
propondrian las soluciones para cada una de éstos, con el este ultimo y provocando un desacoplamiento de la
objeto de reducir sus niveles de contaminacion hasta alcanzar fosforilacion oxidativa, estimulacion de la actividad de la
los Niveles Maximos Permisibles®®. Debido a la ATPasa mitocondrial y la inhibicion del NAD reducido.
extremadamente compleja naturaleza de los efluentes indus- La utilizacion en el Pert de técnicas de bioensayos de
triales-mineros, los cuales varian continuamente en su toxicidad requiere, en primer lugar, un esfuerzo por establecer
composicion; y adn obviando esto, la complejidad de la mezcla los procedimientos estandares de operacion, a fin de definir
confiere propiedades aditivas, sinérgicas y antagénicas que claramente las situaciones en las cuales sea conveniente la
resultarian imposibles de predecir sin el apoyo de un adecuado aplicacioén de dichas técnicas® ***.

*Autor al cual debera dirigirse toda correspondencia.
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Los protozoarios, las algas y las bacterias forman la base de
las cadenas de alimentacion acudtica. Los protozoarios
ciliados son importantes en la regeneracién de nutrientes,
particularmente nitrégeno y fésforo. Algunos ciliados pueden
concentrar sustancias quimicas téxicas y participar en la
transferencia energética en los ecosistemas acuaticos® %39,
Los ciliados, debido a su rapido metabolismo, tienen una
posicidn clave en las cadenas alimenticias bénticas y pelagicas
recircuiando la materia organica®. Ademas se les considera
presas selectas para varios grupos de invertebrados. Este
importante grupo de la biocenosis acuatica es un intermediario
entre procariontes y organismos eucariontes multicelulares
por combinar en una célula todas las funciones que los
organismos multicelulares presentan en células
especializadas, tejidos y 6rganos®.

Los protozoarios ciliados han sido objeto de una
investigacion intensiva en el campo de la ecotoxicologia
acudtica, por la existencia de receptores de membrana para
neurotransmisores y hormonas semejantes a los organismos
multicelulares® 27, El empleo potencial de los ciliados como
bioensayos estandarizados han sido revisados por numerosos
autores® 2029 | 3 mayoria de las pruebas ecotoxicologicas
con ciliados han sido realizadas con Tetrahymena pyriformis®
#.28.30.30  Colpidium campylum®, Paramecium spp‘'* 2"y
Euplotes patella®".

Por lo tanto resulta imprescindible el proceso de
estandarizacién de procedimientos experimentales con
protozoarios ciliados heterotrichos duiceacuicolas como
Stentor coeruleus Enrenberg y Spirostomum ambiguum
Enrenberg, para el analisis de riesgo ecotoxicolégico ®.

El objetivo del presente estudio es evaluar la toxicidad
aguda del mercurio (Hg*) y arsénico (As™) sobre los ciliados
alfa-mesosaprobicos dulceacuicolas Stentor coeruleus y
Spirostomum ambiguum a tres tiempos de exposicion: 24, 48
y 72 hy comparar su sensibilidad con otros ensayos bioidgicos
estandarizados que evaluan el efecto agudo de estos metales
pesados y de esta forma proponer un protocolo estandarizado
de bioensayo con estos dos ciliados.

MATERIALY METODOS

Obtencion e Identificacion de los organismos

Los ciliados S. coeruleusy S. ambiguum se colectaron
entre la vegetacion emergente de las Lagunas de Puerto Viejo,
Departamento de Lima, Pert a la altura del km 95 de la
Panamericana Sur en agoste de 1995, con la ayuda de un
cucharén, una pipeta acuética y una malla planctonica. Los
especimenes fueron identificados a nivel de especie utilizando
ias claves de Bick® y Streble y Krautert®?,

Cultivo de los organismos

Los ciliados fueron aclimatados, cultivados y clonados
en medios axenicos. Los cultivos axénicos se lograron por
clonacion a partir de cuitivos individuaies. Los protozoarios
fueron alimentados dos veces por semana, en un medio a
base de leche evaporada (Gloria® por L: proteinas= 25,4 g;
carbohidratos= 40,2 g; lipidos= 30,8 g ; Ca*=902,0 mg; PO4*
= 840,5 mg; vitamina A= 4 177,0 Ul; vitamina C= 52 mg;
vitamina D= 327 Ul; sélidos totales= 25 % por L) al 1% en
agua de grifo.
Caracteristicas fisicas del agua: (pH= 7,38; turbiedad= 0,54
NTU; conductividad especifica= 553,32 umhos/cm; sélidos

_6-

totales= 448,53 mg/L; sélidos disueltos= 437,29 mg/L; sélidos
suspendidos= 11,24 mg/L);
Caracteristicas quimicas de/ agua: (alcalinidad total en CO,Ca
=100,59 mg/L; dureza total en CO,Ca =272,84 mg/L.; cloruros=
23,99 mglL; sulfatos= 170, 24 mg/L fosfatos= 0,052 mg/L;
OX|geno disuelto= 8,68 mg/L; Na*= 16,17mg/L; K'= 2,31mg/L;
e?'= 0,05mg/L), debiendo ser hervida y reposada por 24 h,
en frascos tipo Falcon de 50 mL. Los medios antes de la
inoculacion de los ciliados fueron preincubados por tres dias.
Se mantuvo bajo condiciones de temperatura 20+2°C, un
oxigeno disuelto adecuado, generaimente entre 5-8 mg/L,
determinado con la ayuda de un oximetro y bajo condiciones
de oscuridad siguiendo las recomendaciones de Le Du-
Delepierre ef al.®.

Sustancias Quimicas

Las soluciones stock de los iones de metales
pesados se prepararon disolviendo las siguientes sales:
cloruro de mercurio (HgCl) a1 mg/L; arseniato de sodio
(Na,HAsO,.7H,0) a 1000 mg/L en agua destilada (pH=7,12);
(conductlwdad especifica= 70 umhos/cm) en matraces
aforados de un litro de capacidad. Todas las concentraciones
se registraron en concentraciones nominales de iones de
metales.

Procedimiento de la prueba

Los ciliados usados en los bioensayos se retiraron de
los cultivos cionados a partir de la segunda semana,
generalmente alcanzando densidades promedio de 15 células
ImL para S. coeruleus 'y 10 células/mi para S. ambiguum (9,
Los organismos seleccionados de ambas especies siempre
presentaron una apariencia saludable para su uso en los
ensayos toxicolégicos!'”. Las pruebas de toxicidad aguda
estaticas se realizaron con cuatro réplicas y cinco
concentraciones nominales de Hg* y As> en un Disefio en
Blogue Completamente Randomizado (DBCA). Para el
mercurio, con ambos protozoarios, se utilizaron las siguientes
concentraciones en orden creciente: 1, 5,10, 50y 100 ug/L y
para el arsénico con Stentor se utilizaron las siguientes
concentraciones: 5000, 10 000, 20 000, 30 000 y 50 000 ug/L y
con Spirostomum 1 000, 5 000, 10 000, 25 000 y 50 000 ug/L.
Se usaron 240 especimenes de cada uno de los ciliados S.
coeruleusy S. ambiguum por cada prueba de toxicidad aguda.
Cada grupo de 10 ciliados se les coloco en 25 ml de medio
acuoso en vasos de precipitado de 50 ml. El medio empleado
para todas las pruebas ecotoxicolégicas fue una solucion
amortiguadora (Buffer-fosfato, pH=7,0): 8,5 mg/L de KH,PO,,
21,75 mg/L de K,HPO,, 33,4 mg/L de Na,HPO,.7TH,O 'y 1 7
mg/L de NH,CI. Ademas de otras sales como MgSO 7TH O-
22 mglL, CaCl 27,3mg/Ly 0,25 _g/L de FeCl,.6H O““ Las
lecturas de Ias pruebas ecotoxsco!oglcas se reallzaron alas
24,48 y 72 h de exposicién. Los ciliados no se alimentaron
durante el ensayo, Para considerar las pruebas validas, la
mortalidad en el control nunca debi6 ser mayor del 10%.

Los organismos se mantuvieron durante la prueba bajo
condiciones estandarizadas de pH y oxigeno disuelto. EI pH
fue ajustado en los casos necesarios al inicio de la prueba a
7,0 con una solucién de NaOH 0,1M o con HCI 0,1M siguiendo
las recomendaciones de Fiskejo". La temperatura de los
ensayos fue de 20+ 2°C y bajo condiciones de oscuridad.

El punto final de la prueba fue ia mortalidad,
considerandose a un organismo muerto para el caso de Sten-
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tor cuando habia una desorganizacion y rompimiento de la
membrana (crenacion) y despigmentacion; en cambio para el
caso de Spirostomum se observo como punto final el cambio
de forma de fusiforme a ovoide (deformacién).

Andlisis Estadistico

Los datos de mortalidad para ambos ciliados en las
concentraciones evaluadas se transformaron debido al
incremento poblacional usando la ecuacion:

% de inhibicion= 100 (C-T)/C
donde C es el nimero de protozoarios en el controly T es el
ndmero de ciliados en las concentraciones de los iones
toxicos®@),

La eficacia de los tratamientos se evalué a través de
un Analisis de Varianza (ANVA) de una via, previa
transformacion de los datos a raiz cuadrada del arcoseno.
La Concentracion de Inhibicion media (Cl,) y sus limites de
confianza al 95% se calcularon usando un programa
computarizado de la EPA versién 1.5 (1993). Los resultados
de las réplicas fueron sumados.

Se realizd una matriz de correlacion “r” entre los valores
de Cl,, para ambos ciliados y a los tres periodos de exposicion
para ambos metales.

Se utilizé la prueba estadistica de “t” de Student para
comparar pareadamente si los porcentajes de inhibicién con
Hg* y As* eran diferentes a las 24, 48 y 72 h para los dos
ciliados evaluados.

RESULTADOS Y DISCUSION
La figura 1 muestra la secuencia del nuevo protocolo
de bioensayo con los ciliados S. coeruleus 'y S. ambiguum.

Figura 1. Secuencia del protocolo de bioensayo con los protozoarios ciliados
Stentor coeruleus'y Spirostomum ambiguum.

[ Cultivos estandarizados de los organismos ciliados

T°20 (18-22 °C) )
oxigeno disuelto= 5-8 mg/L Medio: leche
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l, 24 horas

| Lectura de mortalidad* _l
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|

l Célculo de la Cl,, ‘

!

[ Catalogacion toxicologica de la muestra l

*Stentor: despigmentacion y crenacion
*Spirostomum. deformacion

La Tabla 1 indica los valores de Cl,; frente a
concentraciones nominales de los iones de las sales de Hg*
y As* para S. coeruleus y para S. ambiguum. En todos los
casos, alas 24 h de exposicion, se observo que el crecimiento
en numero de individuos en el control fue entre un 10% a un
25% con relacion al nimero de organismos inicialmente
expuestos. S. ambiguum frente al As® presentd una alta
variabilidad en la respuesta de Cl, para el As™, lo que explica
los limites de confianza muy altos, debido a la poca pendiente

de la curva concentracion-respuesta y ademas porque en la
concentracion mas alta de exposicion no alcanzé el 100% de
inhibicidn en comparacion con el control. Ademas, al
emplearse una concentracion de 1 000 ug/L, mas baja que la
usada para As* para S.coeruleus, se observo una inhibicién
semejante a la encontrada a 5 000 ug/L.

Tabla 1.- Valores comparativos de CI50 (en ug/L) del mercurio y arsénico sobre
Stentor coeruleus y Spirostomum ambiguum

Stentor coeruleus Spirostomum ambiguum
CI50

24h 1,99 (0,67-3,69) 7,26 (0,06-20,01)
Hg2+ 48h 1,64 (0,70-2,72) 4,31 (0,25-15,85)

72h 1,49 (1,21-1,79) 2,11 (0,04-6,17)

24h 6595 (2266-10114) 612 847 (102 908- 700000)
As5+  48h 4659 (3815-5366) 16383 (4323-152680)

72h 3494 (2428-4558) 6822 (735-258254)

S. coeruleus es 3,64; 2,62; 1,41 veces mas sensible
al Hg** a 24; 48 y 72 h de exposicion que S. ambiguum; en
cambio se notan valores muy diferentes entre la toxicidad al
As>:92,92; 3,51; 1,95 veces mas sensible que S. ambiguum
a 24,48 y 72 h de exposicion.

Para el caso de S. coeruleus el valor a 72 h de
exposicion es 1,33 veces mas sensible que a las 24 h para el
Hg*; en cambio para el As* a 72 h de exposicion es 1,88
veces mas sensible que a las 24 h de exposicion. S.ambiguum
a 72 hes 3,44 veces mas sensible al Hg** que a las 24 h de
exposicion y para el As® a 24 h es 89,83 veces mas sensible
que alas 72 h de exposicion.

Al comparar los dos metales evaluados para S.
coeruleus, el Hg*" es 2.345 veces mas sensible que el As®;
para S. ambiguum al As* es 3.233 veces menos sensible
que al mercurio.

Las figuras 2 a, b, ¢ y d muestran los porcentajes de
inhibicion de ambos protozoarios expuestos a tres tiempos
de exposicion con el As* y el Hg>.
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Figura 2a. Porcentaje de inhibicion de Stentor coeruleus expuesto al mercurio
a tres periodos de exposicion.
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Figura 2b. Porcentaje de inhibicion de Stentor coeruleus expuesto al arsénico
a tres periodos de exposicion.
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Figura 2¢. Porcentaje de inhibicion de Spirosfomum ambiguum expuesto al
mercurio a tres periodos de exposicion.
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Figura 2d. Porcentaje de inhibicion de Spirosfomum ambiguum expuesto al
arsénico a tres periodos de exposicion.

Los resultados muestran que S. coeruleus es méas
sensible que S. ambiguum para ambos metales evaluados a
los tres tiempos de exposicion ensayados. Ambos ciliados
son mas sensibles al Hg** que al As*. Para el caso de S.
coeruleus los valores de Cl , para ambos metales en los tres
periodos de exposicion son bastante cercanos entre siy se
observa una superposicion de los limites de confianza, lo cual
es confirmado con el estadistico “t" (para todos los casos “t,'£
1; P>0,05) (Tabla 1), Por lo tanto nos permite acortar el
tiempo del bioensayo con S. coeruleus en 24h de exposicidn
para la catalogacion toxicolégica de la muestra. Esto no se
recomienda para S. ambiguum, debido a que en el caso del
As™ existen valores muy diferentes de la Cl,; entre 48 y 72h
(‘t,"= 2,98, P=0,031) (Tabla 1). Al realizar una matriz de
correlacion entre los valores de Cl, y los periodos de
exposicion (Tablas 2 y 3) se observa en todos los casos un
valor de “r" estadisticamente significativo (P <0,05). Asi a

Tabla 2. Matriz de correlacion de Pearson entre el tiempo de exposicion y los
valores de CI50 para el mercurio y el arsénico para Stentor coeruleus

Tiempo Hg*? As*®
Tiempo 1
Hg+2 -0.997 1
As+5 -0.966 0.984 1

* Todos los valores con P< 0,05.

Tabla 3. Matriz de correlacion de Pearson entre el tiempo de exposicion y los
valores de CI50 para el mercurio y el arsénico para Spirostomum ambiguum

Tiempo Hg*? As*®
Tiempo 1
Hg+2 -0.992 1
As+5 -0.997 0.998 1

* Todos los valores con P< 0,05.

mayor tiempo de exposicién mayor toxicidad, disminuyendo
el valor Cl,, numéricamente.

Codina et al.", Crisinel et al.® y Munkittrick et al.*?
realizaron una evaluacion comparativa relativa con organismos
de varios niveles tréficos y filogenéticos para la determinacion
de la toxicidad de metales pesados. S. coeruleus resulté ser
altamente sensible a los toxicos de referencia al ser
comparado con otros bioensayos estandarizados de toxicidad
dulceacuicolas por Hg** y As* para el ambiente dulceacuicola
(Tabla 4). En nuestro caso, el Hg* presenté el siguiente orden
relativo de toxicidad ascendente para varias pruebas
toxicolégicas estandarizadas y utilizadas en otros laboratorios
de referencia: Oncorrhynchus mykiss, Particulas
mitocondriales de Bos taurus, Poecilia reticulata, Vibrio fisheri,
Daphnia magna, Chironomus calligraphus, Moina macrocopa,
S. ambiguum y S. coeruleus. Se evidencia que los protozoarios
son mas sensibles al Hg* que los ensayos ecotoxicoldgicos
con vertebrados acuaticos (Tabla 4), debido a mecanismos
diferentes de toxicidad del Hg? ©9. Para el As* se tiene el
siguiente orden relativo de toxicidad ascendente para los
siguientes bioensayos P, reticulata, O. mykiss, V. fisheri,
Particulas mitocondriales, C. calligraphus, S. ambiguum, D.
magna, M. macrocopa y S. coeruleus. Los cladéceros
resultaron ser mas sensibles al As® que el protozoario
S.ambiguum (Tabla 4).

Tabla 4. Comparacion relativa de bioensayos de toxicidad del mercurio y arsénico

Ensayo Tempode | Hg* ugll | As* ug/L Referencias
exposicion bibliograficas

Particulas 30 min 130 21000 18

mitocondriales (CI50)

Vibrio fisheri (C150) 5min 30 35000 22

Daphnia magna (CL50)| 48 h 30 5400 22

Moina 48h 17 3970 15

macrocopa (CL50)

Chironomus 48 h 20 11730 15

calligraphus (CL50)

Poecilia reficulata (CL0) | 24 h 60 43100 14

Oncorhynchus 48h 210 43 000 22

mykiss (CL50)

Stentor coeruleus (CI50)| 72 h 1.49 3494 Este trabajo

Spirostomum 72h 2.1 6822 Este trabajo

ambiguum (C150)

La técnica estandarizada de bioensayo toxicolégico
muestra que el conteo de individuos al finalizar la prueba
requiere conocer adecuadamente ambas especies para
discriminar su mortalidad. La deformacién observada en S.
ambiguum ha sido mencionada por otros autores® '®. Se
recomienda para considerar un ensayo valido que el
crecimiento poblacional de los protozoarios en el control deber
ser mayor al 10% a las 24 h de lectura.

La sensibilidad no es el unico criterio usado para
seleccionar un bioensayo. La facilidad de uso, costo y
concordancia ecoldgica son otros criterios que deben ser
considerados® 3,

El protocolo usando S. coeruleus tiene ventaja
comparativa del menor costo de cria, simplicidad del
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manipuleo, sensibilidad de este organismo a las sales de
metales: ademas su realismo ecolégico en el ambiente dulce
acuicola le favorece frente al ensayo bacteriano V. fisheriy el
de particulas submitocondriales®, debido a que la primera es
propia de ambientes marinos y la segunda se extrae de
bovinos.

El protocolo de S. ambiguum también tiene como
ventaja su menor costo de cria, por lo invertido en materiales
y los gastos de trabajo. Siendo menos caros que el ensayo
V. fisheri y el de particulas mitocondriales®.

El tamario relativamente grande de estos organismos
unicelulares (> de 1 mm para S. coeruleus y > de 2 mm para
S. ambiguum), asi como los movimientos lentos de sus nados,
permite una facil micromanipulacion bajo el microscopio de

diseccion(™®. :
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RESUMEN: Mougabure Cueto, G., Vassena, C., Gonzalez Audino, P., Picollo, M. |. y Zerba, E. N. Efectividad de lociones capilares sobre poblaciones de Pediculus
capitis resistentes a insecticidas. Acta Toxicol. Argent. (2000) 8 (1):10-12. Se estudio la influencia de los distintos componentes en la efectividad de lociones
experimentales sobre piojos resistentes a insecticidas piretroides. Se encontré que el aumento de la concentracion del insecticida d-fenotrina desde 0,2 % (concentracion
recomendada en lociones comerciales) hasta 0,5 %, no produjo diferencias significativas (p=0,495) en la actividad pediculicida. Por el contrario se encontré un aumento
significativo de efectividad de lociones experimentales con d-fenotrina 0,2 % al agregar el alcohol alifatico dodecanol en concentracion 10 %. El volteo de piojos
expuestos se increment6 desde 23,3 +4,7 % hasta 92,0 + 7,5 % respectivamente. Se encontré ademas que las lociones conteniendo sélo dodecanol (sin d-fenotrina)
producian un volteo significativo de los piojos expuestos (35 + 8,5). Se comprobo que el volteo producido por la locién con dodecanol mostraba recuperacion parcial a
las 18 horas, mientras que la efectividad de las lociones que combinaban dodecanol con insecticida aumentaba al cabo de 18 horas alcanzando 100 % de mortalidad.
Se postula que la potenciacion de actividad pediculicida demostrada para lociones que combinan dodecanol y d-fenotrina podria deberse a dafio cuticular producido
por el alcohol que favoreceria la penetracion del insecticida para ejercer su efecto toxico.

ABSTRACT: Mougabure Cueto, G., Vassena, C., Gonzalez Audino, P, Picollo, M. I. y Zerba, E. N. Effectiveness of capilar lotions against insecticide resistant
Pediculus capitis populations. Acta Toxicol. Argent. (2000) 8 (1):10-12. Pediculicidal activity of experimental lotions were studied under laboratory conditions
against pyrethroid resistant Pediculus capitis. The effectiveness of d-phenothrin lotions didn't show significative difference (p=0.495) when the insecticide concentration
was increased from 0.2% (concentration recommended for commercial capilar lotions) to 0.5%. Otherwise, the incorporation of an aliphatic alcohol (1-dodecanol) to 8-
phenothrin lotion, produced an important increase of the pediculicidal activity. Knockdown of exposed head lice increased from 23.3 £ 4.7% for 0.2% d-phenothrin
lotions, to 92.0 + 7.5% for 0.2% d-phenothrin plus 10% dodecanol combinated lotions. The knockdown effect was also produced by experimental lotions containing 5%
dodecanol (without d-phenothrin), but partial recovery was found 18 hours postreatment. For dodecanol - d-phenothrin combinated lotions no recovery but increased
mortality was found at 18 hours. The phenomenon can be attributed to some effect of the aliphatic alcohol on the cuticle that can determine a higher penetration of the

insecticide.

PALABRAS CLAVE: Pediculus capitis, dodecanol, d-fenotrina, piojo, actividad pediculicida, insecticida
KEY WORDS: Pediculus capitis, dodecanol, d-phenothrin, head lice, pediculicide acivity, insecticide

INTRODUCCION

La mayoria de los productos pediculicidas comerciales
contienen permetrina como ingrediente activo. El uso continuo
e intensivo de este insecticida piretroide para el control de
Pediculus capitis (piojo de la cabeza), trajo aparejado el
desarrollo de resistencia a permetrina ya reportado para
Francia®, el Reino Unido®, Checoslovaquia®, Israel“ y Ar-
gentina®.

Los estudios de laboratorio realizados sobre piojos
recolectados en Buenos Aires, demostraron que los piojos
resistentes a permetrina desarrollaron ademas resistencia a otros
insecticidas piretroides utilizados como pediculicidas
(deltametrina y d-fenotrina) y resistencia cruzada a un novedoso
piretroide nunca utilizado en productos pediculicidas (-
cipermetrina)®. Estos estudios también demostraron la
participacion de varios mecanismos involucrados en la resistencia
a insecticidas piretroides. Los estudios realizados por Downs et
al™ demostraron que los piojos de Bristol y Bath, Reino Unido,
eran resistentes a los insecticidas disponibles para control de
pediculosis. Este fendmeno es preocupante debido a la relativa
poca disponibilidad de compuestos suficientemente efectivos
sobre piojos y con la suficiente baja toxicidad en mamiferos,
como para poder ser utilizados como pediculicidas®.

Considerando entonces la limitada posibilidad de
cambiar de insecticida, resulta critico mejorar la formulacion
del mismo ya que la efectividad final del producto depende del
ingrediente activo y de la influencia de los coadyuvantes®. Al
respecto resultados previos de nuestro laboratorio demostraron
que los coadyuvantes de la formulacion de cremas capilares
pediculicidas comerciales poseian una influencia decisiva en
el efecto toxico final. Se observo que distintos formulados
conteniendo el mismo ingrediente activo enigual concentracion
(permetrina 1%) tenian distinta efectividad pediculicida y que
el aumento de concentracién o el agregado de otro activo, no

incrementaba dicha efectividad?.

El objetivo de este trabajo fue investigar el efecto
sobre la actividad pediculicida de lociones capilares
experimentales, producido por la incorporacion de un alcohol
alifatico de cadena larga (dodecanol) en la formulacion.

MATERIALES Y METODOS
Insectos

Se recolectaron piojos de cabezas infestadas de
nifios de 6 a 12 afios que concurrian a escuelas ubicadas en
Buenos Aires. La colonia de piojos seleccionada para este
estudio fue Lujan Portefio (recolectada en el barrio de Flores
de la Ciudad de Buenos Aires) con resistencia demostrada a
permetrina (>90,9x), d-fenotrina (>100x) y deltametrina (>100x)
(5, Picollo et al 1998).

Los insectos se enviaron al laboratorio y se
seleccionaron de acuerdo a su vitalidad y estado de
desarrollo®. Se utilizaron adultos y ninfas Ill en los ensayos
biolégicos, ya que Mumcouglu et al’ reportaron susceptibilidad
similar entre ambos estadios.

Compuestos Quimicos

D-fenotrina (94,4% i.a.) (Sumitomo Chemical, Osaka,
Japoén); 1-dodecanol (98% i.a.) (Aldrich Chemical Company,
Inc. Milwaukee, USA). Se utilizaron solventes de grado
analitico (Merck, Buenos Aires, Argentina).

Para la preparacion de lociones experimentales se
disolvio la cantidad necesaria del insecticida (d-fenotrina) en
70 ml de alcohol absoluto, se agregd 2 ml de glicerina y
completé-con agua deionizada hasta 100 ml de solucién final.

Las lociones con dodecanol se prepararon
disolviendo las concentraciones necesarias del insecticida y
de dodecanol en el alcohol absoluto previo a la incorporacion
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de la glicerina y el agua.

Las lociones controles de dodecanol se prepararon
de igual manera pero con distinta concentracion de este
alcohol y sin insecticida. La locion blanco de formulacion se
prepard con alcohol absoluto, glicerina y agua.

Ensayo Biolégico

Para evaluar en forma comparativa la efectividad de
las lociones experimentales se utilizo el método de exposicion
porinmersion®. Grupos de 10 piojos se sumergieron durante
2 minutos en 1 ml de la locion experimental, posteriormente
se colocaron en una malla metdlica y se lavaron con 100 ml
de agua corriente. Una vez lavados, se colocaron sobre papel
de filtro (Whatman N° 1) y se registro el nimero de insectos
volteados a los 10 minutos posteriores al comienzo de la
inmersion. Los insectos volteados a los 10 minutos se
mantuvieron en las condiciones 6ptimas para la supervivencia
de controles en el laboratorio (18 + 1°Cy 70-80 % HR) durante
18 horas para medir mortalidad®.

Todos los ensayos se realizaron al menos por
triplicado y las condiciones ambientales de los mismos fueron
25+1 °C y 50-70% HR.

Analisis estadistico

Se procesaron los datos por medio del método de
analisis de varianza (ANOVA) correspondiente a cada caso'"
y el nivel de significacion se aclara en cada figura.

RESULTADOS

La figura 1 resume el volteo promedio de piojos
expuestos a lociones experimentales conteniendo
concentraciones crecientes delinsecticida d-fenotrina, partiendo
de la concentracion recomendada en lociones comerciales
(0,2%).
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Figura 1. Efectividad piojicida de lociones experimentales conteniendo distintas
concentraciones de d-fenotrina

Grupos de 10 piojos de la colonia LP (resistente a piretroides) se sumergieron
durante 2 minutos en lociones experimentales basadas en alcohol:glicerina
(80:2). Se registro el numero de insectos volteados a los 10 minutos posteriores
a la exposicion.

Barras con la misma letra no mostraron diferencias significativas entre ellas (p > 0.01).

La mortalidad en todos los casos fue menor al 40%'y
no se observé diferencia significativa (p =0,495) enla actividad
al aumentar la concentracion de insecticida desde 0,2 hasta
0.5 % indicando que en este caso el solo hecho de aumentar la
concentracion del ingrediente activo no se traduce
necesariamente en un aumento de efectividad. En cambio, se
encontré un aumento significativo de la actividad de la locion
experimental con d-fenotrina 0,2% al agregar dodecanol en

11 -

concentracion 10%.

La figura 2 muestra que el volteo promedio producido
por la locion con el insecticida (23,3 + 4,7%) aumento
significativamente (92,0 +7,5%) en presencia de dicho alcohol.
También se observo alto volteo de piojos (47,5 + 8,3%)
expuestos a lociones con dodecanol (sin insecticida).
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Figura 2. Efecto del dodecanol enla actividad piojicida de lociones pediculicidas
experimentales.
Grupos de 10 piojos de la colonia LP (resistente a piretroides) se sumergieron
durante 2 minutos en lociones experimentales basadas en alcohol:glicerina
(80:2). Se registro el nimero de insectos volteados a los 10 minutos posteriores
a la exposicion.

Barras con la misma letra no mostraron diferencias significativas entre ellas (p>0.01).

Se encontré ademas correlacion entre la
concentracion de dodecanol y la efectividad de lociones
conteniendo sélo dodecanol 6 combinando dodecanol con
insecticida (d-fenotrina 0,2%). Para cada concentracion de
dodecanol el volteo fue significaticamente mayor en piojos
expuestos a lociones conteniendo ambos productos (p<0,01)
(Figura 3).
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Figura 3. Efecto sinergista de distinas concentraciones de dodecanol incorporado
a lociones pediculicidas.
Grupos de 10 piojos de la colonia LP (resistente a piretroides) se sumergieron
durante 2 minutos en lociones experimentales basadas en alcohol:glicerina
(80:2). Se registro el numero de insectos volteados a los 10 minutos posteriores
a la exposicion.
Para cada concentracion de dodecanol el volteo fue significaticamente mayor
(p<0.01) en piojos expuestos a lociones conteniendo ambos productos
(dodecanol e insecticida).

-

Respecto a la evolucion del efecto insecticida se
observaron diferencias significativas entre los piojos volteados
a 10 minutos y mortalidad a 18 hs (p<0,05). Se comprob6 que
el volteo inicial producido por la locion experimental con 5% de
dodecanol sin insecticida, mostraba recuperacion parcial a las
18 horas, mientras que la mortalidad producida por la locion
que combina dodecanol con insecticida, aumento al cabo de
18 horas (Figura 4).
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Figura 4. Volteo y mortalidad de piojos expuestos a lociones experimentales.
Grupos de 10 piojos de la colonia LP (resistente a piretroides) se sumergieron

durante 2 minutos en lociones experimentales basadas en alcohol:glicerina
(80:2). Se registr6 el numero de insectos volteados a los 10 minutos posteriores
a la exposicion y la mortalidad a las 18 horas.

Barras con la misma letra no mostraron diferencias significativas entre ellas
(p>0.05).

DISCUSION

Las lociones experimentales conteniendo d-fenotrina
mantuvieron su baja actividad piojicida a pesar del aumento
de la concentracion de insecticida desde 0.2 % (recomendada
para lociones comerciales) hasta 0,5 % v/v. Esta falta de
correlacion dosis respuesta indica que la baja actividad de
las lociones experimentales (20-40 % de volteo de los piojos
expuestos) puede ser atribuida al muy alto factor de resistencia
de la cepa de piojos utilizada. Estos resultados concuerdan
con lo observado para cremas capilares pediculicidas de uso
comercial, cuya evaluacion en laboratorio demostrd que
distintos formulados conteniendo el mismo ingrediente activo
a igual concentracion (permetrina 1 %) poseian distinta
efectividad y que el aumento de concentracion o el agregado
de otro insecticida no incrementaba la actividad piojicida en
cepas resistentest'?.

La incorporacion de dodecanol en concentracion 10%
a las lociones experimentales con d-fenotrina 0,2 % resulté en
un aumento significativo en el volteo de los piojos expuestos.
Se observo ademas un importante efecto de volteo de lociones
con dodecanol sin insecticida. El poder de volteo del dodecanol
fue claramente dependiente de la concentracion, aumentando
progresivamente al aumentar la concentracion desde 1 a 20
% Este efecto insecticida del dodecanol y de otros alcoholes
alifaticos de cadena larga fue observado por B. Sinniah™® sobre
larvas de mosquitos Aedes aegypti y A. scutellaris. El autor
encontré que los alcoholes alifaticos 1-decanol, 1-undecanol,
1-dodecanol resultaron muy efectivos como ovicidas y larvicidas
sobre 2 especies de Aedes, y atribuyé el fenomeno a las
propiedades lipofilicas y deshidratantes de los alcoholes que
determinan su capacidad de penetrar y romper la estructura
lipidica de estos estados acuaticos de mosquitos.

Un efecto semejante al descripto por Sinniah podria
explicar el volteo de piojos producido por las lociones
experimentales que s6lo contienen dodecanol. En este caso,
la particular lipofilicidad del alcohol alifatico podria producir
un rapido volteo, ya que es conocida la capacidad que poseen
los piojos para inactivarse rapidamente en un ambiente
desfavorable. Si se suspende la exposicion mediante el lavado
con agua corriente, los insectos podrian recuperar su actividad
siempre y cuando el tiempo de exposicion o la concentracion
de alcohol alifatico a los que fueron sometidos, resultaran

subletales. Esto explicaria la menor mortalidad de piojos
observada a 18 horas respecto a los insectos volteados por
exposicion a lociones con dodecanol y sin insecticida.

En el caso de las lociones que combinan dodecanol
y d-fenotrina, el dafio cuticular que produciria el alcohol podria
favorecer la penetracion del insecticida y por lo tanto
incrementar su efecto toxico™. La accion conjunta de ambos
productos resulta entonces en un incremento del efecto de
volteo inicial y de la mortalidad final.

Esta potenciacién de actividad pediculicida
demostrada para lociones que combinan un alcohol alifatico
de uso farmacéutico con un insecticida (Picollo et al, Patente
Argentina en tramite Acta N° P 990104387), representa una
alternativa de control quimico para poblaciones de piojos
resistentes a insecticidas piretroides actualmente usados para
formulados pediculicidas.
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RESUMEN: Olmos, V., Cohen, A., Villaamil Lepori, E. C., Lopez, C. M., y Roses, O. E. Aislamiento e identificacién de diuréticos en orina por cromatografia en
capa delgada. Acta Toxicol. Argent. (2000) 8 (1): 13-15. Se investigo mediante cromatografia en capa delgada la presencia de acetazolamida, acido 4-sulfonamido
benzoico, amiloride, bendroflumetiazida, bumetanida, dihidroclorotiazida, espironolactona, furosemida y triamtireno en muestras de orina enriquecidas. La fase fija fue
silicagel 60 GF 254 y la fase movil acetato de efilo. El revelado de las maculas fue secuencial. El sistema cromatografico separ¢ e identificé los nueve diuréticos
ensayados con diferente sensibilidad. EI amiloride, la bendroflumetiazida, la furosemida y el triamtireno pudieron ser observados a concentraciones de 0,1 ug/ml; el
4cido 4-sulfonamido benzoico, la dihidroclorotiazida y la espironolactona a concentraciones de 2 ug/ml y la acetazolamida y bumetanida a concentraciones de 5 ug/ml.
Este método es rapido, sencillo y econémico para investigar la presencia de diuréticos en muestras de orina, por lo que resulta adecuado para ser usado en el
‘screening” de diuréticos en el analisis antidopaje.

ABSTRACT: Olmos, V., Cohen, A., Villaamil Lepori, E. C., Lopez, C. M., y Roses, O. E. Isolation and identification of diuretics in urine by TLC. Acta Toxicol.
Argent. (2000) 8 (1): 13-15. Acetazolamide, acido 4-sulfonamido benzoico, amyloride, bendroflumetiazide, bumetanide, dihydroclorotiazida, spironolactone, furosemide
and triamtirene were investigated in spiked urine sample by thin layer chromatography. Ethyl acetate and silicagel GF254 were used as mobile and stationary phases
respectively. The spots were detected by sequential sprinkling of different reagents. The system has been proved to be adequate for the analysis of nine diuretics
assayed and showed differential sensitivity to them. 0,1 ug/ml of amyloride, bendroflumetiazide, furosemide, triamtirene; 2 ug/ml of &cido 4-sulfonamido benzoico,
dihydroclorotiazide, spironolactone and 5 pg/ml of acetazolamide and bumetanide were detected. This method is simple, rapid and effective for the investigation of
diuretics in urine sample and it is reliable to do the screening of these compounds in the antidoping analysis.

PALABRAS CLAVE: diuréticos — orina — CCD - screening — analisis antidopaje

KEY WORDS: diuretics — urine — TLC — screening — antidoping analysis

INTRODUCCION

Los diuréticos constituyen un importante grupo de
agentes terapéuticos que son utilizados para controlar el
volumen y la composicion de los fluidos corporales en una
gran variedad de patologias entre las que se incluyen la
hipertension arterial, las cardiopatias agudas y cronicas, el
sindrome nefrético y la cirrosis, entre otras'".

En el ser humano producen un aumento de la
excrecion urinaria de agua y electrolitos y su efecto adverso
més importante es la alteracién del balance hidrosalino
manifestado por hiponatremia, hipocalemia, hipomagnesemia
y alcalosis metabolica con hipocloremia@349).

Las intoxicaciones producidas por el uso exclusivo de
los diuréticos son poco frecuentes; sin embargo pueden estar
involucrados indirectamente cuando forman parte de una
formulacion farmacéutica en el caso en que otro farmaco sea
el responsable principal del cuadro toxico.

Un grupo de riesgo potencialmente propenso a
sufrir las anormalidades metabélicas provocadas por los
diuréticos es el constituido por pacientes con trastornos
alimentarios que desean bajar de peso rapidamente y
que los usan excesivamente®. Estos pacientes
frecuentemente niegan su consumo y provocan
desconcierto al médico tratante.

El objetivo de este trabajo ha sido desarrollar una
metodologia sencilla para detectar la presencia de diuréticos
en orina utilizando una técnica versatil y econémica como la
cromatografia en placa delgada (CCD).

MATERIALES Y METODOS

Drogas y reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron pro-analisis. El
acetato de etilo, el acido clorhidrico, el acido sulfdrico, el fosfato
disddico y el nitrito de sodio empleados eran marca
Mallinckrodt. El biclorhidrato de N-naftiletilendiamina fue marca
Fluka. El metanol fue marca Merck.
*Autor a quien dirigir la correspondencia

Para la extraccion en fase sélida se utilizaron columnas
Worldwide Monitoring XRODH515 y para la CCD
cromatoplacas de silicagel 60 GF 254 (20 x 10 cm) de Merck
Quimica Argentina.

Los diuréticos utilizados fueron: acetazolamida, acido
4-sulfonamido benzoico, amiloride, bendroflumetiazida,
bumetanida, dihidroclorotiazida, espironolactona, furosemida
y triamtireno. Las drogas sélidas, de calidad analitica, fueron
provistas por los laboratorios farmacéuticos que las formulan
en la Argentina.

De cada diurético se prepararon soluciones madre de
1 mg/ml en metanol. A partir de cada solucion madre se
prepararon soluciones de trabajo en metanol, de las siguientes
concentraciones: 0,01; 0,015; 0,025; 0,05; 0,1y 0, 2 mg/ml.

Preparacion de las muestras de orina enriquecidas con diuréticos

Se emplearon tres muestras de orina obtenidas de
voluntarios sanos que no habian consumido diuréticos du-
rante 30 dias previos al ensayo. Todas las muestras fueron
enriquecidas con los diurécticos mencionados a
concentraciones de 0,1; 2,0 y 5,0 ug/ml. Tanto las
soluciones de trabajo como las muestras enriquecidas se
conservaron a4 °C.

Equipamiento
Lampara UV que emita a 254 y 366 nm.

Extraccion en fase sélida

De cada muestra de orina, 5 ml se llevaron a pH'7,0
con fosfato disodico solido y se sembraron en las columnas
de extraccion en fase solida, previamente acondicionadas con
5 ml de metanol y 5 ml de agua destilada.

Las columnas fueron lavadas con 2,0 ml de agua
destilada y, posteriormente, se procedio a eluir las muestras
con 3,0 ml de metanol.

Los eluatos fueron evaporados a 40 °C bajo corriente
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de nitrégeno y reconstituidos con 20 ul de metanol.

Cromatografia en Capa Delgada

Como fase fija se utilizaron cromatopiacas de
silicagel 60 GF 254 y como fase movil acetato de etilo”.
La siembra de los testigos y de los extractos fue realizada
con un capilar graduado de 5,0 ul y el volumen de siembra
fue de 10,Qul.

La cromatografia se dejo desarrollar 10 cmy luego se
procedié a visualizar las méculas siguiendo el revelado
secuencial establecido por Clarke!”.con algunas
modificaciones efectuadas por los autores:

a) observacion al UV (254 nm y 366 nm); b) aspersion
con CIH concentrado, calentamiento de la placa a 110 °C
durante 10 minutos y observacion al UV a 366 nm; c)
aspersion con H,S0, 9 My observacion al UV a 366 nm;
d) aspersion con solucion acuosa de NONa al 1% y
biclorhidrato de N-naftiletilendiamina al 0.53/0.

El nitrito de sodio y el biclorhidrato de N-
naftiletilendiamina fueron preparados inmediatamente antes
de su uso.

Después de cada aspersion la placa cromatografica
fue secada empleando una corriente de aire tibio.

RESULTADOS

El desarrollo de la cromatografia en capa delgada
en acetato de etilo como fase moévil y el posterior
revelado secuencial permitié la separacion e
identificacion de los 9 diuréticos ensayados, incluyendo
aquellos no descriptos por Clarke!”, como la
espironolactona, la bumetanida, el triamtireno, el
amiloride, la acetazolamida y el a&cido 4-
sulfonamidobenzoico.

En la tabla 1 se observan los resultados obtenidos
con el revelado secuencial y los valores de Rf absolutos y
relativos a la furosemida de cada diurético. La furosemida
se eligio como referencia para el célculo del Rf relativo
porque es el diurético que mas se usa y porque en el
sistema cromatografico empleado tiene un Rf intermedio
de 0,53.

Frente del solvente

(N

Linea de siembra

Figura 1

Figura 1. Diagrama de la placa cromatografica observada bajo luz ultravioleta

(254 nm).

(1)  acetazolamida; (2) espironolactona; (3) amiloride; (4) bendroflumetiazida;
(5) acido 4-sulfonamido benzoico; (6) dihidroclorotiazida; (7) bumetanida;
(8) furosemida; (9) triamtireno.

1. Aumento de la fluorescencia

La aspersion con CIH concentrado y la observacion
posterior a 366 nm produjo un incremento de la fluorescencia
celeste del amiloride y de la bumetanida y tambien la
fluorescencia celeste-verdosa del triamtireno. En esta etapa,
la espironolactona reveld con una fluorescencia color amarillo.

Al asperjar con la solucién de H,SO, 9 M, la
bumetanida perdio la fluorescencia observada
precedentemente a 366 nm, mientras que se increment6 la
del amiloride, triamtireno y espironolactona a la misma longitud
de onda.

Tabla 1. Revelado secuencial de los testigos de diuréticos ensayados en la CCD

ClH cc SOH, M

Diurético Rf Rf relativo Fluorescencia Fluorescencia | Fluorescencia NO_Na Naftil-Etilendiamina

(254 nm) la furosemida (366 nm) (366 nm) (366 nm) (colzor) (color)
Ac.4-sulfonamido benzoico | 0,54+/-0,02 1,02 - - - -
Acetazolamida 0,52+/-0,04 0,98 - - - - -
Amiloride 0,00+/-0,00 0,00 Celeste Celeste M1 Celeste - -
Bendroflumetiazida 0,91+/-0,02 1,73 - - - - Rojo
Bumetanida 0,62+/-0.09 1,17 Celeste 1 Celeste - - Rosado
Dihidroclorotiazida 0,59+/-0,04 1.1 - - - - Rosado
Espironolactona 0,78+/-0,05 1,48 - Amarillo ‘| tAmarillo - Amarillo
Furosemida 0,53+/-0,09 1,00 - - - - Rosado
Triamtireno 0,01+/-0.00 0,02 Celeste-verdosa | |Celeste-verdosa | 11Celeste-verdosa | - -

La observacion de la placa expuesta a la luz
ultravioleta a 254 nm (absorcion) permitié distinguir todos
los testigos de diuréticos empleados (Figura 1). El menor
valor Rf observado (0,01) correspondié al amiloride y
triamtireno, los cuales permanecieron en el punto de siembra;
mientras que el maximo fue el de la bendroflumetiazida con
un valor de 0,91.

El nitrito de sodio hizo desaparecer la fluorescencia
anteriormente descripta de los testigos utilizados.

La aspersion con la solucién de N-naftilendiamina al
0,5 % permitié observar la aparicion de maculas coloreadas
que se correspondieron con los testigos de bendroflumetiazida
(rojo); dihidroclorotiazida, bumetanida y furosemida (rosado)
y espironolactona (amarillo).
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E| 4cido 4-sulfonamido benzoico y la acetazolamida
s6lo fueron observados por exposicion de la placa a 254 nm.

En la tabla 2 se muestran los limites de deteccion
obtenidos para cada uno de los testigos de diuréticos utilizados
en solucion metandlica y las cantidades minimas encontradas
en las muestras de orina enriquecidas después de la
extraccion en fase solida.

Tabla 2. Limites de deteccion encontrados en las soluciones metandlicas de
los testigos de diuréticos y en las muestras de orina enriquecidas.

Diurético Limite de deteccion Limite de deteccion en
eI | e e 1)
Acetazolamida 0,25 50
Acido 4-Sulfonami- 0,50 20
dobenzoico
Amiloride 0,15 01
Bendroflumetiazida 0,15 0,1
Bumetanida 0,50 50
Dihidroclorotiazida 0,25 20
Espironolactona 0,25 20
Furosemida 0,10 0,1
Triamtireno 0,15 0,1
DISCUSION

La cromatografia en capa delgada es una técnica de
sencillaimplementacion que no requiere instrumentos de alta
complejidad. Se desarrolla en poco tiempo, es economica y
suficientemente flexible porque permite usar una gran variedad
de fases estacionarias, fases moviles y reveladores® ¥

El sistema cromatografico descripto permitié separar
y revelar los 9 diuréticos ensayados.

El uso de cromatoplacas con indicador fluorescente
permitié visualizar el acido 4-sulfonamido benzoico y la
acetazolamida que no se hicieron visibles con la aspersion
de los diferentes liquidos reveladores.

La sensibilidad del sistema cromatografico no fue
idéntica para todos los compuestos. El limite de deteccion
para la furosemida fue de 100 nanogramos mientras que el
del bumetanida y el acido 4-sulfonamido benzoico fue cinco
veces mas elevado (500 nanogramos).

En las muestras de orina enriquecidas, la amiloride, la
bendroflumetiazida, la furosemida y el triamtireno pudieron
ser observados a concentraciones de 0,1 ug/mi; el acido 4-
sulfonamido benzoico, la dihidroclorotiazida y la
espironolactona a concentraciones de 2 ug/mly la
acetazolamida y bumetanida en concentraciones de 5 ug/ml.
Este método puede ser aplicado para la investigacion de
acetazolamida, acido 4-sulfonamido benzoico, amiloride,
bendroflumetiazida, bumetanida, dihidroclorotiazida,
espironolactona, furosemida y triamtireno en muestras de orina
humana.

La elevada sensibilidad encontrada, la especificidad y
su bajo costo indican que podria usarse sistematicamente
como “screening’ en el control de sustancias prohibidas en
los diferentes deportes.
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