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EDITORIAL

Con este nGimero se inicia el tercer volumen de Acta Toxicolégica Argentina.

En el tiempo transcurrido sus paginas se han visto enriquecidas con los temas mds diversos
del campo de la Toxicologfa: drogas de abuso, contaminacién del medio, micotoxinas,
plaguicidas, aditivos alimentarios, ley de “Residuos Peligrosos”, resimenes de las
presentaciones en las actividades cientificas de la Asociacién y hasta la exclusividad de los
contenidos del Taller Internacional sobre “Evaluacién de efectos de los plaguicidas sobre
Triatominos”.

Todo ello pone de manifiesto la diversidad de las dreas de la disciplina y el rol que puede
llegar a ocupar Acta Toxicolégica Argentina en ella.

Al presente existe material disponible para la publicacién de no menos de tres nimeros, lo
que indica el interés que ha despertado tanto en el pais como en el exterior.

El Comité Editorial es consciente de las falencias que han acompafiado a la edicién de los
distintos nimeros, pero también es manifiesta su voluntad de superatlas, por lo que,
obviamente y como siempre, esta dispuesto a aceptar y evaluar cualquier tipo de sugerencia.
Es en ese dltimo sentido que se permite recordar a los lectores que entre las distintas
secciones de la revista estd la de cartas al editor, atin no inaugurada. Dicha seccién, tantas
veces olvidada no s6lo en nuestra revista sino también en otras, es en muchas oportunidades
tan util como las otras, por el intercambio de opiniones y argumentos que las'sostienen y
que son capaces de generar. Aunque generalmente tenga por actores a pocos, suele ser til a

todos los lectores.

Este tercer volumen marca el progreso de la Asociacién en el tiempo y su presencia en el
quehacer toxicolégico nacional ¢ internacional.

Cabe agradecer a quienes han colaborado con la revista mediante sus escritos como a
aquellos que se han desempeiiado como revisores y al laboratorio que ha hecho posible la

impresion.

El Comité Editorial desea alentar a todos los lectores de Acta Toxicolégica Argentina para
que presenten todo tipo de colaboracién tal como las que se describe en las Instrucciones

para los autores.

Finalmente vale la pena recordar la importancia de la difusién en el desarrollo de la ciencia,
-concepto que brillantemente resumiera en una frase Brinsley Le Poer Trencho: “Una era de
progreso cientifico debe ser una era de divulgacion”.

O.ER.
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Actualizacion

; ES TOXICO EL NITRITO ?
Sonia Espina y Guillermina Alcaraz

. Laboratorio de Ecofisiologia, Facultad de Ciencias.
Universidad Nacional Auténoma de México. 04510 México, D.E, México.
FAX (525) 622 48 28

RESUMEN: En este trabajo se resume la accién deletérea del nitrito que aunque es parte del ciclo natural del nitrégeno, puede ser téxico. Como
estudio de caso se considera la carpa herbivora Ctenopharyngodon idella. En los sistemas de cultivo el nitrito alcanza niveles perjudiciales para los
peces, durante la noche, cuando la comunidad de pozas y estanques, respira. El contaminante es téxico para los peces; la toxicidad depende de
la especie siendo los salménidos mis sensibles y los centrarquidos mds tolerantes. La concentracién de cloruro y de calcio; la temperatura y el
oxigeno disponible; el tamafio y la condicién fisica del pez influyen en la toxicidad del nitrito. Esta se atribuye a modificaciones morfolégicas y
funcionales; el nitrito provoca metahemoglobinemia con subsecuente anoxia tisular que si es aguda causa la muerte y si es suave reduce su
capacidad para tolerar la accién de estresores adicionales. En juveniles de C. idella se aisl6 el efecto protector de los iones al exponerlos al nitrito
en agua destilada; en comparacién, los valores de la CL50-96 h fueron mayores que en salménidos pero mucho menores que en otros peces
dulceacuicolas. El nitrito alteré el metabolismo aerobio. Cuando se emples agua dulce artificial la CL50-96 h aumenté dependiendo de la
temperatura, de la concentracién de cloruro y del tamaiio de las carpas. Se enfatiza la importancia de los disefios multifactoriales debido a la
complejidad de las interacciones entre los factores que modifican el modo de accién del nitrito.

PALABRAS CLAVES: Nitrito, metahemoglobinemia, proteccién idnica, Crenopharyngodon idella.

ABSTRACT: Espina, S. and Alcaraz, G. Ts the nitrite toxic? Acta Toxicol. Argent. (1995) 3(1): 2-4. In this work is summarized the deleterious
effects of nitrite, that though it is part of the nitrogen natural cycle, it can be toxic. As stdy of case is considered the grass carp
Ctenopharyngodon idella. In the culture systems the nitrite reaches harmful levels for the fish, during the night, when the ponds and tanks
community, breathes. The pollutant is toxic for fish; the toxicity depends on the specie being salmonids.the most sensitive and centrarchids the
most tolerant fish. The concentration of chloride and of calcium; the temperature and the available oxygen; the size and the fish condition
influence the nitrite toxicity. This is attributed to morphologic and functional modifications; the nitrite provokes methemoglobinemia with
subsequent tissular anoxia. 1f this is acute cause the death of fish but if it is less severe reduces their capacity to tolerate additional stressors. In
juvenile C. idella the protective effect of the ions was isolated upon exposing them to the nitrite in distilled water ; in comparison, the CL50-
96 h values were greater than in salmonids but much less than in other freshwater fish. The nitrite alters the aerobic metabolism of carp. When
artificial freshwater was employed the CL50-96 h increased depending on the temperature, on the chloride concentration and on the size of the
carps. It is emphasized the importance of multifactorial designs due to the complexity of the interactions among the factors that modify the

action mode of the nitrite.

KEY WORDS: Nitrite, methemoglobinemia, ionic protective action, Ctenopharyngodon idella.

INTRODUCCION

Los compuestos nitrogenados experimentan varias
transformaciones, como mineralizacién, nitrificacién y
desnitrificacién, mediadas por bacterias heterdtrofas y
autétrofas. Las primeras los transforman en amonio y las
segundas, Nitrosomona sp. y Nitrobacter sp., oxidan el
amonio a nitrito y éste a nitrato, respectivamente; al
interrumpirse la Gltima etapa del proceso, se acumula el
nitrito. Aunque en el medio natural no sobrepasa de 0.05
mg N-NO2-/L, en los sistemas de cultivo el nitrito puede
alcanzar altos niveles que son perjudiciales para los
organismos en cautiverio™. Como toda substancia que se
encuentra en exceso y produce dafio en los organismos es
considerada como contaminante!®, en estas condiciones
el nitrito es un contaminante aunque sea parte de un
fenémeno natural: el ciclo del nitrégeno. El efecto del
nitrito sobre los organismos en cautiverio ha sido
extensamente estudiado, sobre todo en especies
dulceacufcolas y anadromas en agua dulce (salménidos)

por lo que existen bases suficientes para afirmar que es
téxico y que la toxicidad es especie-dependiente®. Se
conoce que, la exposicion al nitrito de peces en
cautiverio no es permanente debido a que su
acumulacién es un proceso nectémero, que los peces
poseen mecanismos de detoxificacién y que la toxicidad
se puede aminorar modificando las variables ambientales.
No obstante, atn falta mucho por conocer sobre los
mecanismos de toxicidad y acerca de la sensibilidad de
las especies. Asimismo, es escasa la informacién sobre los
peces cuyo comportamiento y hébitos alimenticios son
diferentes a los salménidos. Por tanto, el propdsito de
esta breve revisién es resumir cierta informacién bdsica
acerca de la toxicidad y modos de accién del nitrito con

- énfasis en la carpa herbivora Ctenopharyngodon idella, 1a

cual es una especie de importancia para el cultivo en el
Pars.

Toxicidad Aguda del Nitrito. La concentracién letal
media (CL5-96 h) del nitrito para diferentes peces de
agua dulce o anadromos en el medio hiposmético,
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expresada en mg N- NO;-/L, varfa considerablemente.
En los organismos mds sensibles como los salménido® se
citan valores entre 0.2 y 0.7 mg/L; en especies de agua
dulce®®, este pardmetro de toxicidad se encuentra entre
7 v 14 mg/L (valores recalculados) y para peces

centrirquidos™ se mencionan valores tan altos como ™

187. 6 + 12.1 mg/L. En la carpa herbivora®, la
concentracién letal media varié con la temperatura; se
obtuvieron valores de 1.7, 6.7 y 4.5 mg/lL a 24,29y 32 ¢
C, respectivamente, en agua destilada comercial (3 mg
CI-/L). Cuando se utilizé agua dulce artificial® la CLsp-
96 h mg N-NOj-/L fue de 10 mg/L a 24 ¢ C y fue
evidente que la proteccién de los iones era
independiente del tamaiio corporal .

Factores que Modifican la Toxicidad. La gran
variabilidad observada respecto a la toxicidad del nitrito
se ha atribuido ademds de la especie, a diversos factores
como el comportamiento, la condicién fisiolégica y el
tamaiio del pez, y entre los factores del medio, la
temperatura y la composicién quimica del agua*'.

Con respecto a las caracterfsticas del agua, se conoce
que los peces marinos y los anadromos en agua de mar,
toleran niveles mayores de nitrito que los de agua dulce,
lo que se ha atribuido al “efecto protector de los iones”
especificamente del cloruro y del calcio®. Tal proteccién
es especie-dependiente y efectiva a bajos niveles de
cloruro; el efecto antagénico del ién respecto al nitrito
no es influido por éste a niveles altos, lo cual es
caracteristico de la inhibicién competitiva®?. Asimismo,
se menciona en la literatura que en las aguas duras y
alcalinas los peces estdn mejor protegidos de los efectos
del nitrito porque suprimen la formacién de HNO; que
es mds téxico que la forma idnica, por tal razén las aguas
de pH 4cido estimulan la toxicidad del nitrito; a bajas
concentraciones de oxigeno en el medio aumenta la
toxicidad del contaminante*'%.

Los juveniles de carpa herbivora, aclimatados a 24 ¢C
se expusieron al nitrito por 96 h en agua destilada (3 mg
Cl-/L) con 1.7, 2.7 y 4.5 mg N-NOy-/L (= CL50 en 48,
72y9 h)y5,6y 5.6 mgCl-/L. La interaccién de los
iones (P < 0.05) se comprobd mediante una relacién
polinomial de segundo grado"?. Con menores
concentraciones de nitrito, razones molares NO,-/Cl- de
0.22 y 0.29 (datos recalculados) fueron efectivas en
cuanto a la proteccién de los peces ante la toxicidad del
nitrito. Con mayores concentraciones se requieren
razones molares mayores, 0.56; en cambio valores de la
razon de 0.4 a 0.7 no fueron efectivas en niveles
intermedios de nitrito. La superficie de respuesta mostrd
un comportamiento tipo “silla” lo que evidencia la
complejidad, asi como la dependencia de la temperatura
del fenémeno. Al trabajar con agua destilada se aislé la
accién del cloruro y de otros aniones. Los peces (0.45 +
0.05 g) aclimatados a 24, 29 y 32 ¢ C se expusieron por
96 h a concentraciones letales de nitrito (CL 50, CL7q v

CLgq) para cada temperatura, en combinacién con 5.0,
6.0y 6.5 mg Cl-/L. Se observé la accién antagénica del
cloruro en todos las pardmetros de toxicidad y en todas
las temperaturas. La relacién polinomial entre las
variables indica que las razones idnicas y la temperatura
actdan independientemente®.

La influencia conjunta del peso y la temperatura se
determind en carpas de 0.02,0.45 y 7.60 g, aclimatadas a
24,29y 32 *Ca través de la CL5( - 96h h del nitrito, en
agua dulce artificial (5 mg/L). Al mantener constante la
concentracién de cloruro se demostré que 29 °C tuvo un
efecto protector notorio en los grupos de peces de 0.45 y
7.6 g siendo mayor el efecto en los de mayor talla. Asf, es
posible afirmar que también la toxicidad del nitrito en
cuanto al tamafio de los organismos es especie-
dependiente, con una marcada influencia de la
temperatura, lo cual discrepa con los resultados de otros
autores’® pero concuerdan con los de Wedemeyer y
Yasutake” . Sin embargo, en los peces expuestos al
nitrito en 24 °C el tamafio no influyé ya que en todas las
clases de peso se obtuvo un valor de 10 mg N-NO;-/L; en
32 °C el valor de la CLgp de los peces pequefios
disminuyé en 30% con respecto a los més grandes (4.5 y
7.6 g). Inesperadamente, las carpas de menor tamafio
mostraron una marcada sensibilidad en 29 °C donde la
CLsq del nitrito fue 2.6 y 3.4 veces mener que en los
grupos de carpas mds grandes. No obstante, mds que al
tamaiio corporal la sensibilidad de la carpa en estas
condiciones, se atribuye a que la concentracién de
cloruro en el medio (5 mg/L) no fue suficiente para
ejercer un efecto protector ya que la razdn iénica directa
{N-nitrito/cloruro) fue inferior a la unidad; en cambio
varié de 2 a 3 en los otros grupos en 24 y en 29 °C.

Modos de Accion del Nitrito. En peces expuestos al
nitrito, se han observado alteraciones morfolégicas y
funcionales en la branquia"”, en la actividad de la Na+-
K+ATPasa branquial® y en la carpa herhivora se
observé una disminucion del cloruro plasmdtico a
medida que aumentaba la concentracién de nitrito,
independientemente de la temperatura®.

Repetidamente se ha descrito la induccién de
metahemoglobinemia (MHb) donde la hemoglobina
(Hb) oxidada pierde la capacidad de unirse en forma
reversible al oxigeno®. La interferencia del nitrito en el
funcionamiento de la branquia y la acumulacién en
sangre con la subsecuente oxidacién de la Hb a MHb,
necesariamente marca al sistema respiratorio como uno
de los principales sitios de accion del contaminante. En
la carpa herbivora expuesta por 48 h a la CL5-96 h del
nitrito en agua destilada y 24 *C (1.7 mg N-NO;-/L) se
midié el consumo de oxigeno®’; con bajos niveles de
cloruro, la tasa disminuyé indicando estrés en los
animales y esto fue mas notorio en los peces m4s grandes
(0.58 - 0.81 g). Al mantener constante la concentracién
de nitrito, la tasa respiratoria es funcién de la interaccién
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entre el peso y el cloruro. En contraste, cuando la
concentracién de cloruro es constante, el nitrito acta en
forma independiente del peso. El efecto adverso del
nitrito sobre el sistema respiratorio tanto a nivel celular
como a nivel organismo®?¥, necesariamente reducird la
capacidad del pez para tolerar los factores estresantes del
medio y disminuird la energfa potencial de crecimiento
@, Los resultados enfatizan la importancia de los disefios
multifactoriales. Con el fin de mejorar las practicas de
cultivo de la especie se recomienda tomar en cuenta los
resultados de toxicidad aguda como lo mencionan Colt y
Tchobanoglous®; las razones molares de nitrito/cloruro
13 el contenido energético del alimento y las eficiencias
de crecimiento®, considerando las temperaturas
estacionales.

Bibliografia

(1) Eddy, EB. and EM. Williams (1987). Nitrite and
freshwater fish. Chem. Ecol. 3 (1), 1-38.
(2) Freedman, B. (1989). Environmental Ecology. The
Impact of Pollution and other Stresses on Ecosystem
Structure and Function. Academic Press Inc. New
York. 424 p.
Lewis Jr.,W.M. and D.P. Morris (1986) Toxicity of
nitrite to fish: A review. Trans. Amer. Fish. Soc. 115,
183-195.
Thurston, R.V., Russo, R.C. and C.E. Smith (1978).
Acute toxicity of ammonia and nitrite to cutthroat
trout fry. Trans. Amer. Fish. Soc. 107 (2), 361-368.
Colt, ]. and G. Tchobanoglous (1976). Evaluation of
short-term toxicity nitrogenous compounds in the

(3)

(5)

channel catfish, Ictalurus punctatus.” Aquaculture.

38, 209-224.

Watenpaugh, D.E. and TL. Beitinger (1986).

Resistence of nitrite-exposed catfish Ictalurus

punctatus, to hypoxia. Bull. Environ. Contam.

Toxicol. 37, 802-807.

Tomaasso, J.R. and G.]. Carmichael (1986). Acute

toxicity of ammonia, nitrite, and nitrate to the

Guadalupe bass, Micropterus treculi. Bull. Environ.

Contam. Toxicol. 36, 866-870.

Alcaraz, G y S. Espina (1993). Efecto de la

temperatura y del cloruro sobre la toxicidad del

nitrito en la carpa herbivora Ctenopharyngodon idella

(Pisces, Cyprinidae). Rev. Inter. Contam. Toxicol.9

(1), 21-28.

Alcaraz, G. and S. Espina (1995). Acute toxicity of

nitrite in juvenile grass carp modified by weight and

temperature. Bull. Environ. Contam. Toxicol. 55

(3), in press.

(10) Perrone, S.J. and T.L. Meade (1977). Protective
effect of chloride on nitrite toxicity to coho salmon
(Oncorhynchus kisutch). . Fish. Res. Board. Can. 34,
486-492.

(11) Wedemeyer, G.A. and W.T. Yasutake (1978).

(6)

(7)

Prevention and treatment of nitrite toxicity in
juvenile steelhead trout (Salmo gairdneri). ]. Fish.
Res. Bd. Can. 35, 822-827.

(12) Williams, EM. and EB. Eddy (1986). Chloride
uptake in freshwater teleosts and its relationship to

~nitrite uptake and toxicity. ]. Comp. Physiol. 15B,
867-872.

(13) Russo, R.C., Thurston, R.V. and K. Emerson
(1981). Acute toxicity of nitrite to rainbow trout
(Salmo gairdneri): effects of pH, nitrite species, and
anion species. Can. J. Fish. Aquat. Sci. 38, 1387-
393.

(14) Huey, D.W., Wooten, M.C., Freeman, L.A. and T.L.
Beitinger (1982). Effect of pH, and chloride on
nitrite-induced lethality in bluegill (Lepomis
macrochirus). Bull. Environ. Contam. Toxicol. 28,
3-6.

(15) Alcaraz G. y S. Espina (1994). Effect of nitrite on
the survival of grass carp, Ctenopharyngodon idella.
(Val.) with relation to chloride. Bull. Environ.
Contam. Toxicol. 52, 74-79.

(16) Russo, R.C., Smith, C.E. and R.V. Thurston (1974).
Acute toxicity of nitrite to rainbow trout (Salmo
gairdneri). ]. Fish Res. Bd. Can. 31, 1653-1655.

(17) Gaino, E., Arillo, A. and P. Mensi (1984).
Involvement of the gill chloride cells of trout under
acute nitrite intoxication. Comp. Biochem.
Physiol. 77A (4), 611-617.

(18) Jensen, EB., Andersen, N.A. and H. Heisler
(1987). Effect of nitrite exposure on blood
respiratory properties, acid-base regulation in the
carp (Cyprinus carpio). ]J. Comp. Physiol. B 157,
533-541.

(19) Alcaraz G. (1993) Alteraciones producidas por el
nitrito en la carpa herbivora Ctenopharyngodon
idella. Tesis Doctoral, Facultad de Ciencias,
UN.A.M. México. 114 p.

(20) Williams E.M., Glass, M.L. and N. Heisler (1993).
Effect of nitrite-induced methaemoglo-binaemia on
oxygen affinity of carp blood. Environ Biol. Fish 37,
407-413.

(21) Espina S: and G. Alcaraz (1993) Effect of nitrite on
the respiratory response of grass carp
Ctenopharyngodon idella (Val.) with relation to
chloride. Comp. Biochem. Physiol. 106C, 761-764.

(22) Nichols, J.W. and L.]. Weber (989) Oxidation of
cardiac myoglobin in vivo by sodium nitrite or
hydroxylamine. Arch. Toxicol. 63, 484-488.

(23) Alcaraz G. and S. Espina (1995). Nitrite induced
stress in juvenile grass carp Ctenopharyngodon idella.
Aquaculture “95 Congr., San Diego, California.

Agradecimientos: Al personal del Centro de Produccién
Piscicola de Tezontepec de Aldama, Hidalgo, México,
agradecemos el habernos proporcionado los organismos.




Acta Toxicol. Argent. (1995) 3 (1): 5 -7

ANALISIS EPIDEMIOLOGICO DE INTOXICACIONES ASISTIDAS
EN HOSPITAL PUBLICO DE SAN LUIS.

Diana M. Gonzilez *!, Mabel C. de Moleda **, y José A. Cid ***

*Toxicologfa y Quimica Legal
Universidad Naciona! de San Luis, éMcabuco Y l§edernera. 5700 San Luis.
C Tel. 0652-23789: Fax: 0652-22644.

#* Policlinico Regional San Luis. Reptblica Oriental del Uruguay 150. 5700 San Luis. Tel. 0652-22627

*#% Erica y Legislacién Farmacettica - Universidad Nacional de San Luis, Chacabuco y Pedernera. 5700 San Luis.

Tel. 0652-23789. Fax. 0652-22644.

RESUMEN: Se realizé un estudio epidemiolégico de 353 casos de intoxicaciones asistidas con internacién en el Policlinico Regional San Luis
dependiente del Ministerio de Salud Piblica del Gobierno de la Provincia de San Luis. El periodo estudiado corresponde a los afios 1987, 1988, 1989
y 1990. Las intoxicaciones fueron atendidas en los siguientes servicios del hospital: Clinica, Cirugfa, Traumatologia y Pediatria.

Dentro de este estudio se incluyen las siguientes intoxicaciones: alcohélica crénica, por medicamentos, profesionales, por plaguicidas, alimentarias, por
productos de uso doméstico, por monéxido de carbono, hierbas medicinales, vegetales ademds accidentes producidos por ofidios y ardcnidos.

De los 353 casos, 254 correspondieron a adultos (hombres y mujeres) y 99 a pediatria.
Se encontré, en adultos, una prevalencia de intoxicaciones en el sexo masculino (87,40 %) sobre el femenino (12,59 %), con predominio de

intoxicacién alcohélica mayor en hombres que en mujeres. En mujeres jévenes se encontré un significativo nimero de intentos de suicidio causados
por plaguicidas y sobredosis o asociaciones de medicamentos.

PALABRAS CLAVES: intoxicaciones * epidemiologfa * San Luis.

ABSTRACT: Gonzdlez D. M., Moleda M. C. de, Cid ]. A.. Epidemiologic Analysis of Assisted Poisoning a Public Hospital of San Luis-Argentina.
Acta Toxicol. Argent. (1995) 3(1), 5-7. An epidemiologic study was carried out of 353 cases of assisted poisoning with hospitalization in a public
hospital in San Luis, Argentina. The studied period was 1987-1990, and the poisoned patients were treated in the following hospital services: General
Practice, Surgery, Pediatrics, and Traumatology.

The cases studied presented poisoning by alcohol (chronic), medicines, foods, domestic use products, substances of professional use, carbon monoxide,
medicinal herbs, vegetables, as well as accidents involving ophidians and arachnids. ’

Of the 353 cases, 254 were adults {male and female) and 99 were in Pedriatrics.
The results show a prevalence of male (87,40 %) over female (12,59 %) poisoning, with a marked predominance of alcohol intoxication in males.

Young females showed a high number of suicide attempts with pesticides and association or overdose of medicines.

KEY WORDS: poisoning * epidemiology * San Luis.

INTRODUCCION hombres y mujeres y los diferentes tipos de
intoxicaciones registradas. . '
En el sistema asistencial piblico de la provincia de En hombres adultos se observé un alto ndmero de
San Luis se atiende un alto porcentaje de la poblacién. casos de internacién por alcoholismo crénico: 195 casos.
Una de las instituciones que pertenece al sistema En segundo lugar se encontraron las intoxicaciones
asistencial publico es el Policlinico Regional San Luis, de tipo profesional, se observaron 12 casos de
ubicado en la ciudad de San Luis, capital de la provincia neumoconiosis especificamente silicosis en hombres de
del mismo nombre. San Luis es la ciudad con mayor 58 a 74 afios de edad. También se encontrd un caso de
namero de habitantes (110.353) de la provincia, que silicosis en una mujer de 60 afios. Debe tenerse en cuenta
posee 286.334 habitantes segin datos del Gltimo censo . que antes de la instalacién del parque industrial la
Este centro asistencial asiste no solo a la poblacién de la .
capital provincial sino que constituye un importante 100

centro de derivacién desde el interior de la provincia.

En el presente trabajo se analiz6 la totalidad de las
fichas de internacién registradas durante el periodo 80
1987/1990 con el propdsito de obtener informacién
epidemiolégica para establecer patrones confiables
respecto a todo tipo de intoxicaciones que puedan servir 60
para organizar programas de prevencién asistencia y ,
disuasion.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

De los 353 casos de internaciones ocurridas a causa de
intoxicaciones, 254 correspondieron a adultos y 99 a
nifios de 2 meses a 8 afios de edad.

En adultos 222 casos de internacién correspondieron
a sexo masculino (87,40%) y 32 casos a sexo femenino

40

20

(12,59 %), este alto predominio en el sexo masculino ha Aleoh.  Med  Dlaguicdas  Sioosis  Alimentarn €O Picadunas
sido encontrado por otros autores?. -

En la figura 1 se pueden apreciar los casos de Figura 1: Diferentes tipos de Intoxicaciones.
intoxicaciones en adultos en los que se comparan adultos Valores en porcentajes; (n=254).

! Autor a quien dirigir la correspondencia.
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Alcoholica 195

Cot1

Picaduras 5
Alimentarias 5
Medicamentosas 3

ilicosis 12
Phaguicidas 1

Figura 2: Intoxicaciones registradas en hombres adultos.
Datos en valores absolutos.(n=222)

actividad minera, extraccién yprocesamiento de
minerales, era una importante fuente de trabajo en esta
provincia. Figura 2.

En mujeres adultas, figura 3, se encontré un menor
predominio de intoxicacién alcohdlica crénica: 13 casos.
En este grupo se observaron 11 casos de intoxicaciones
medicamentosas y 2 casos de intoxicacién por
plaguicidas, siendo llamativo el significativo nimero de
intoxicaciones por intentos de suicidio: 12 casos,
correspondiendo 10 a las intoxicaciones medicamentosas
y 2 a plaguicidas, figuras 4 y 5.

En hombres se registrd solo un caso de intento de

suicidio en wun individuo de 38 afios por
ingestién de quince comprimidos de un antidepresivo
(clorimipramina).

Respecto a los plaguicidas, datos bibliogrificos de la
Organizacién Mundial de la Salud® muestran que

Silicosis 1
Co1

Medicamentosas 11

Plaguicidas 2

Figura 3: Intoxicaciones registradas en mujeres adultas.
Datos en valores absolutos.(n=32)

en la Repiblica Federal de Alemania el 97 % de los
envenenamientos mortales con plaguicidas respondieron
a intentos de suicidios, lo que constituye aproxima-
damente el 3 % de todos los suicidios ocurridos en ese
pais.
Ademss, algunos estudios han mostrado que
disminuyendo la asequibilidad de los métodos o medios
concretos de intentar el suicidio se puede reducir la tasa
total de los mismos. Esto fue observado al imponer
restricciones a varios plaguicidas: no hubo cambios en los
envenenamientos accidentales mientras que los suicidios
con estos productos disminuyeron en un 35 %. Si bien en
este estucﬁo el nimero de datos es escaso como para
inferir una tendencia estadistica, es importante tener

Tabla 1: Edades de mujeres en las que se registr6 intento de suicidio

N de casos 112|311} 111]1]1

Edad enafios | 14|16 |18 (1920 |24 (28 [29 | 32

presente las observaciones de la O. M. S. ya que en
nuestio “pafs no existe una buena fiscalizacién de los
productos que circulan en el mercado.

En cuanto a los intentos de suicidio causados por
medicamentos ellos se registraron en mujeres jévenes de
14 a 32 afios de edad, tabla 1. Los medicamentos utiliza
dos son variados fundamentalmente psicofsrmacos y en
algunos casos asociaciones medicamentosas. Existe
informacién bibliografica®® que asegura que Ia
autointoxicacién o intento de suicidio es una de las
formas mas comunes en mujeres. Proudfoot afirma que la

Otras intoxicaciones
20

Figura 4: Intentos de suicidios en mujeres.
Datos en valoves absolutos.(n=32)

edad de mdxima incidencia de autointoxicaciones se
sitda entre los 20 y 35 afios, pero no es infrecuente antes
de los 15 afios®.

Tanto en hombres como en mujeres adultos hubo
predominio de intoxicacién alcohdlica crénica esto es
coincidente con resultados encontrados por otros autores
en nuestro pafs y paises vecinos®>®. En este tema es
importante destacar que el informe estadistico de la
A(fdiction Research Foundation” muestra que el

“consumo de alcohol “per capita” para Argentina es el

mayor de Sud América con 12,59 a 13,28 litros de
alcohol absoluto “per capita” para el periodo 1970-1980.
Estos valores son superados solo por pocos paises en el
mundo como son Francia, Luxemburgo, Italia. Este
informe estadistico internacional detalla también el
ndmero de muertes por cirrosis hepatica correspondiendo

Intentos de suicidio
375

Figura 5: Intentos de suicidios en mujeres.
Valores en porcentaje. (n=32)
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a Argentina un 15,8 %. de todas las causas de muerte.
Los 99 casos observados en Pediatrfa correspondieron

a niflos cuyas edades van de 2 meses a 8 afios. Hubo un

predominio de intoxicaciones medicamentosas y en

P. Domest. 37

Figura 6: Intoxicaciones registradas en pediatria (2 meses
a 8 afios de edad) . Datos en valores absolutos.(n=99)

segundo lugar las producidas por productos de uso
doméstico destacdndose el kerosene con 17 de los 37
casos. :

En cuanto a las intoxicaciones medicamentosas
ocurridas en nifios un estudio realizado en ‘Estados
Unidos informa que tres cuartos de los casos
correspondieron a niflos de 18 a 42 meses, que casi la
mitad de los medicamentos estaba destinada a las madres
0 a otras parientas adultas y la sexta parte a los abuelos.
Los medicamentos més frecuentemente ingeridos eran:
25 % agentes antimicrobianos, 15 % pildoras
antiovulatorias y hormonas, 10 % analgésicos y 10 %
medicamentos cardiovasculares®. ‘

En nuestro estudio se encontrd que los medicamentos
mids frecuentemente ingeridos en forma accidental por
los nifios fueron los psicofdrmacos: anticonvulsivantes,
ansiol{ticos y antidepresivos. Si bien el nimero de casos
no es lo suficientemente abundante como para establecer
una tendencia estadistica definitiva, nuestros resultados

son comparables a los de otros autores que indican el

siguiente orden: barbitiricos > imipraminas >
carbamatos > fenotiacinas > benzodiacepinas >
digitalidos > salicilatos > monéxido de carbono®.

Dentro de las intoxicaciones de este estudio se
incluyen las ocurridas a causa de hierbas que se emplean
con propdsitos medicinales que respondieron a
Chenopodium ambrosioides (paico) y Mentha piperita
(menta) administrados en forma de infusiones, también
aquellas ocurridas por plantas tipicas de la zona
observandose 2 casos de intoxicacién por ingestién de
vainas de Prosopis flexuosa (algarrobo o algarrobo dulce)
y plantas ornamentales como es el caso de ingestién de
semillas de Ricinus communis (castor) que posee
principios téxicos tal como lo describiera el Dr. Gumi en
su conferencia en la XIII Jornada Interdisciplinaria de
Toxicologia®?,

En cuanto a ardcnidos los accidentes se debieron a
Latrodectus mactans (viuda negra) y respecto a los ofidios
los mismos ocurrieron por una especie tipica de la zona,
la Bothrops alternata, yarard o vibora de la cruz como se la
denomina en San Luis.

Perspectivas Futuras

Este trabajo servird de base para futuros estudios
estableciendo fundamentalmente no solo un patrén de
comparacién con el sistema asistencial privado sino
también para el estudio comparativo de las incidencias
toxicoldgicas debido a la profundizacién de la actividad
laboral de. las empresas consolidadas en el parque
industrial situado en la periferia de la ciudad, a partir de
la década del ‘90. Ademds permitird evaluar la
efectividad de la nueva legislacién penal“? para el
mercado licito de formacos.
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RESUMEN: Espina, S., Salibidn, A., Rosas, C., Sinchez, A. y Alcaraz, G. Respuestas fisiol égicas agudas de juveniles de la carpa herbivora
Ctenopharyngodon idella a concentraciones subletales de Cadmio. Acta Toxicol. Argent. (1995) 3 (1):8-10

Durante una semana se determinaron regularmente algunos pardmetros fisiolégicos de juveniles de la carpa herbivora Ctenopharyngodon idella
expuestos a soluciones de 0.3 y 0.7 mg Cd/L a 29 ° C. El Cadmio produjo perturbaciones menores pero significativas en el balance hidrico de los
animales. La natremia y la tasa de consumo de oxigeno resultaron reducidos proporcionalmente a la concentracién del Cd; los peces en 0.3 mg/L
mostraron respuestas compensadoras al final del perfodo experimental las que no se observaron en los animales de 0.7 mg Cd/L. El metal produjo

efectos adversos en la ventilacién opercular y en la eficiencia de extraccién de oxigeno.

PALABRAS CLAVES: Cadmio subletal; respuestas fisiolégicas; carpa herbivora; Ctenopharyngodon idella.

ABSTRACT: Espina, S., Salibidn, A., Rosas, C., Sanchez, A. and Alcaraz, G. Acute physiological responses of grass carp Ctenopharyngodon

idella fingerlings to sublethal concentrations of Cadmium. Several physiols
to Cadmium solutions of 0.3 and 0.7 mg/L at 29 ° C were regularly determine

ogical parameters of juvenile grass carps Ctenopharyngodon idella exposed

i

along one week. Cadmium provoked small but significant

perturbations in the water balance of animals. The blood Na concentration and oxygen consumption rate resulted depressed in a metal
concentration-dependent fashion; fish in 0.3 mg/L showed compensatory responses that were not found in animals of 0.7 mg Cd/L. The heavy metal

provoked adverse effects on the opercular ventilation and gas extraction efficiency rates.

KEY WORDS: sublethal Cadmium; physiological responses; grass carp; Ctenopharyngodon idella.

INTRODUCTION

Cadmium is regarded as one of the most toxic
elements in the environment . Present quantities in
water, air and soil are high and increasing “*. The
sustained increase due to emissions from production, use
and waste disposal together with its long term persistence
in the environment makes Cd a hazardous metal .

In aquatic environments, Cd is harmful to freshwater
biota ©®. Effects vary relative to both biological and
physicochemical characteristics of the environment ©.

Among freshwater animals, lower vertebrates are one
of the most vulnerable groups, being particularly
sensitive at the early stages of their development. It was
reported that low concentrations of Cd may provoke
important alterations in most of their basic mecﬁanisms
of the target organs .

Research was™ undertaken to determine the
modifications of some physiological and biochemical
parameters of juvenile Ctenopharyngodon idella after a

“short-term ‘exposure to ‘water containing non-lethal
concentrations of Cd. This teleost is a herbivorous
species ® widely used in Mexican aquaculture units.

MATERIALS AND METHODS

Juvenile grass carp C. idella obtained from a hatchery
in Tezontepec, Hidalgo (Mexico), were held in the
laboratory for 2-3 weeks in plastic covered containers
with dechlorinated tap-water at a rate of 0.5 g of fish/L.
About 900 fingerlings weighing 115-265 mg were used.

Moderately aerated artificial tap-water (ATW) (9)
containing 1.3 mM NaCl, 0.8 mM CaCl,, 0.2 mM
NaCO3H and 0.1 mM KCl, were used in holding and
exposure.

The temperature was maintained at 29 + 1 °C with
an immersion heater; the photoperiod regime was also
held constant 12L/12D. Fish were fed daily ad libitum

!Correspondence should be addressed to.

with Daphnia sp. and a 1+3 mixture of Purina carp pellets
and lucern at a dose of 4 % of the total body mass of the
organisms per day; the external bath was renewed two
hours after the addition of the food.

The effects of cadmium were examined in semi-static
tests with solutions at nominal concentrations of 0.3 and
0.7 mg Cd (as NO;3)/L. These concentrations were
previously determined in this laboratory to be non-lethal
for 144 hr trial at 29°C for this species; Espina et al. (10)
have shown that 29°C is the selected temperature in this
species. :

Animals were allocated into three groups: controls in
Cd-free solutions and experimentals in the two Cd-
containing media. Food was withheld during the
experiments. Approximately 35 % of the external bath
was carefully renewed daily to maintain the ionic
composition of the water and to reduce the build up of
waste products; freshly made solutions were prepared
each day.

Body weights (as mg) were determined in a Sauter-
balance {+ 0.1 mg). For dry weight determination, whole
animals were dried at 60°C until constant weight was
achieved. From wet and dry weights the water content
(as mg H20/mg dry weight) and humidity (as mg
H,0/100 mg fresh weight) were calculated. All
measurements were carried out on 5 animals sampled at
each time and for each condition.

Blood was withdrawn after spinal dissection. Samples
were taken into capillary glass tubes previously washed
with 0.2 M ammonium oxalate solutions. Five pools of

- samples from 10 fishes were made for each time and

condition. Sodium concentration (as mM) was
determined on a Corning 400 flame photometer
previously diluting the plasma within the optimum range
of the instrument.

Independent tissue and fluid samplings from each
group and the in vivo measurements were carried out
after 24, 48, 96 and 144 hours of exposure.
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Oxygen consumption and extraction efficiency rates
were measured following the procedure of Espina et al.
(10). Oxygen concentrations were measured with a ISY
ARC 54 oxymeter (sensitivity 0.05 mg/L) calibrated
with ATW saturated with air. Four groups of
measurements were conducted at each sampling time;

one was a control series with ATW without animals, one-

of control animals from containers with Cd-free ATW
and two of experimental fish incubated in ATW
containing 0.3 and 0.7 mg Cd/L, respectively.
Measurements were carried out individually on 7-10
animals of each group. Determinations of the oxygen
concentration were made at 29°C and began 20 min
after fish were placed in the respirometer; 2-3 hr elapsed
between the initial (O;) and final (Oy) readings. Rates of
oxygen consumption expressed as mg Op/hr/mg body
weight and of oxygen extraction efficiency (E) as
percentage from the following equation E=(Oj;-
Op).100/0; (11) were calculated.

Ventilation rates were monitored under microscope
on 5-8 animals from each group. Each fish was carefully
transferred into glass tubes containing the same solution
at the same temperature where it had been previously
held. The time taken for 40 opercular beats was
registered; measurements were repeated 5-6 times and a
median value of strokes/min for each fish was considered.

The calculation of the elements of parallel boxes!>"
indicated that the distributions of data were not normal.
Hence the median was taken as a measure of the central
tendency in each group. Values corresponding to animals
from Cd-containing solutions were normalized for
comparison with the median of Cd-free controls taken as
100 %. The statistical significance was tested using the
Kruskal Wallis one-way AOV with tied ranks and the

Mann Whitney’s U-test “?. The null hypothesis was
rejected at the 0.01 level.

RESULTS AND DISCUSSION

Since the environmental factors (composition of the
incubation media, temperature and photoperiod) were

““kept constant and the body weight range of the animals

was uniform, it is reasonable to conclude that the
observed changes might be attributed to the metal. The
fact that all fish were held in the laboratory for 14-21
days before the beginning of the experiments makes it
reasonable to assume that the animals if previously
contaminated could be detoxified at the time when the
experiments began and reduced or no protective effect
due to pre-induction of metallothioneins by previous
exposure to heavy metals could be expected to occur .
In addition, it is worthwhile to mention that since the
food was withheld during the experiments the only
source of cadmium was the metal present in the
incubation ATW.

Results are included in Table 1. Humidity was slightly
affected after 48-96 hr of exposure to Cd while the water
content suffered more pronounced changes. In general,
the assayed Cd concentrations provoked significant but
small perturbations in the water balance of fish.

The blood Na levels in fish from both experimental
groups showed a tendency to increase in the first 24 hr.
Afterwards the ion concentration was considerably
depressed in a concentration-dependent fashion; fish in-
0.3 mg Cd/L were able to reestablish the initial values
while animals challenged by exposure to high Cd
concentration exhibited a pronounced and sustained
depletion until the end of the incubation period. Similar
findings were reported for the carp Cyprinus carpio " and

Table 1. Short-term impact on biochemical and physiological parameters of juvenile Ctenopharyngodon idella exposed to
Cd solutions. Data as percentage of control medians. Underlined values indicate significant differences among Cd-
containing media; asterisks indicate significant differences with respect to controls (p < 0.01). ,

Exposure time (hr)
Parameter N Cd ‘
(mg/L) 24 48 96 144
Humidity 5 0.0 100.0 100.0 100.0 100.0
(115-265 mg)a 5 0.3 100.2 103.3* 95.9* 102.2
5 0.7 99.6 102.6* 97.1* 101.1
Water Content 5 0.0 100.0 100.0 100.0 100.0
- 5 0.3 127.7% 117.4% 85.9% 115.4*
5 0.7 123.6% 116.3* 85.3* 109.2*
Natremia 5 0.0 100.0 100.0 100.0 100.0
(120-240 mg) 5 0.3 121.1% 82.6* 75.8% 100.1
5 0.7 109.1 54.1%* 56.4* 72.8*
Ventilation rate 5 0.0 100.0 100.0 100.0 100.0
(115-225 mg) 5 0.3 96.4 97.9* 90.2* 95.5%
5 0.7 105.9 106.0* 91.1* 90.9*
Oxygen consumption 10 0.0 1000 100.0 100.0 100.0
(135-240 mg) 10 0.3 170.9* 212.6% 118.1* 81.1%
6 0.7 130.6* 15.0% 12.7% 58.0%
Oxygen extraction efficiency 9 0.0 100.0 100.0 100.0 100.0
9 0.3 174.2% 103.8* 123.3* 76.9*
7 0.7 134.2% 34.1% 81.1% 54.2%

* In parenthesis, fresh body weight interval of the fish; N, number of fish (or pools for natremia) at each sampling time.

-9.
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for the goldfish Carassius auratus 7 after exposure to Cd
solutions comparable to those used in our experiments.

These results suggest that the metal accumulated in
the gills might disturh in different degrees the branchial
ion exchange mechanism the damage being more
important in our animals kept in high Cd concentration;
effects such these can also result from the impairement of
renal function “® or from changes in the distribution
between the intra- and extracellular spaces.

Cd acted biphasically on the oxygen consumption
rates. During the first 24-48 hr Cd induced important
rise in the respiration rates. Later, the rates of 0.3 mg
Cd/L animals recovered those values of controls while
fish in 0.7 mg/L suffered important and permanent
decreases. In general, the pattern of the gas extraction
efficiency showed no compensatory increases when the
oxygen consumption rates were lowered.

The above mentioned stressor effect of Cd was not
compensated by proportional changes in the opercular
ventilation rates either. Under experimental conditions
it remained fluctuating shortly below those of controls
indicating the existence of only a mild damage in the
regulatory mechanism of its frequency. However, the
behaviour of the gas extraction efficiency might be
interpreted as an indirect indication of an important
impairment in the ventilatory volume due to a reduction
of the amplitude without changes in the frequency .
Alternatively, it cannot be disregarded an agverse effect
of Cd on the functional properties of the respiratory
pigments. )

We conclude that when C. idella fingerlings were
held at their preferred temperature (29 °C) and exposed
to 0.3 mg Cd/L solutions show stress reflected mainly in
the oxygen consumption rates and in the blood Na
levels; these signs are transient, since the animals being
able to overcome the mentioned perturbations. The
observed recovery may be explained Ey the induction of
the synthesis of metal binding proteins in target organs .

Fish exposed to 0.7 mg Cd/L showed similar

physiological symptoms but they were not capable of
restoring the basal conditions.
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ABSTRACT: Gambaro V. E., Froldi R., Saligari E., Dell’ Acqua L., Salomone E., Roses O. E. - A simple method for analyzing

cannabis by gas chromatography.

A (%as chromatography technique with a programmed temperature is suggested. Methanol is used, and sonication is resorted to in
order to extract A 9-tetrahydrocannabinol (A 9-THC), cannabidiol (CBD), and cannabinol (CBN). Values obtained are linear for
concentrations ranging from 500 mg to 5 g % in the drug processes for the above mentioned active principles, namely A 9-THC,

CBD, and CBN.

KEY WORDS: Cannabinols - Methyl oleate - Gas chromatography

RESUMEN: Gambaro V. E., Froldi R., Saligari E., Dell’ Acqua L., Salomone E., Roses O. E. - Un método simple para andlisis de
la Cannabis por cromatografia gaseosa. Acta Toxicol. Argent. (1995) 3 (1) 11-13.

Se propone una técnica por cromatografia gaseosa con programacién de temperatura. Se utiliza alcohol metilico, empleando
ultrasonido, para la extraccién de A 9- tetrahidrocannabinol (A 9- THC), cannabidiol (CBD) y cannabinol (CBN). :

Los valores guardan linealidad para concentracién de entre 500 mgy 5 g % en la droga procesada para esos principios activos(A 9-

THC, CBD y CBN).

PALABRAS CLAVES: Cannabinoles - Oleato de metilo - Cromatografia gaseosa.

INTRODUCTION
Cannabis is one of the most abused drugs the

world over whatever its presentation should be;
either leaves and.inflorescence (marijuana), resin
(hashish) or resin extract (hashish oil).

Any analytical research to be carried along on
cannabis samples from the black market covers
several aspects, among which reference can be made
to: a) a quantification of the narcotic active
principle o(% A 9-tetrahydrocannabinol (A 9THC),
cannabidiol (CBD), and cannabinol (CBN),
compared to other samples in order to check
whether samples belong to a same batch, and b) an
individualization of the geographic area wherein
cannabis is grown. An accurate knowledge of the
quantitative ratios of the main cannabinoids can
also be useful to determine the chemical phenotype
involved: in other words, whether a sampllz: is meant
for fibers or a sample is meant for drug. *.

Gas-liquid chromatography (GLC), together with
thin-layer chromatography (TLC) are undoubtedly
essential analytical methods to analyze derivatives from
cannabis®. High Resolution Gas Chromato-graphy
(HRGCQC), thanks to a better resolution if compared to the
packed column conventional technique, gives a map or
“fingerprint” quite useful for a contingent comparison and
study of the geographic origin of samp%es involved through
a quali-quantitative comparison among components ),

From an analyticafpoint of view, the problems
raised by a gas chromatography analysis are
linked to the extractive methodology involved,
and the inner standard selected to standardizing

!Correspondence should be addressed to.

the main cannabinoids.

In many a laboratory, the cumbersome extraction
process with a Soxhlet device has been replaced by a
direct dissolution of a sample in a determine
extractive liquid by the use of sound wave ener
(sonication). Many dissolvents have been suggested,
among which: acetone, ethanol, chloroform,
methanol, ethyl-acetate, hexane, cyclohexane, and
petroleum ether. n-Hexane, cyclohexane and
petroleum ether are the most used dissolvents.
However there exist difficulties linked to the fact
that A 9-THC reference standardized samples are
usually sold in either ethanol or methanol solutions
for a greater stability ™9,

As regards the inner standard, alkanes are
among the many compounds that have been
suggested: Owing to their solubility, alkanes are
related to the use of such extraction solvents as
petroleum ether, n-hexane, and cyclohexane®?.
When chosing solvents, however, some care must
be taken, since many hydrocarbons, in variable
quantities, are found in cannabis. Consequently,
some hydrocarbons have a potential for interfere
with quantitative data “°.

Method suggested hereunder is based on a
HRGC at a programmed temperature, on a non

olar, methyl silicon column, after a sample has

ﬁeen methanol dissolved by sonication. Methyl
oleate has been chosen as inner standard since
methyl oleate is methanol soluble, without
creating, however, analytical interferences within
the suggested conditions. ,

-11 -
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MATERIALS AND METHODS

Instrumentarium

- Carlo Erba brand gas-chromatography device,
HRGC 5160 model.
Flame-ionization detector (FID) with a 10-meter .
lenght, a .32-mm inner diameter, molten silica
capillary column; a .25 um thickness methyl
silicon film, a split injection device. Integrator
Spectra-Physics 4270.
Operative conditions were: temperature of both
injector and detector set at 2802 C; temperature of
column set between 1202 C and 300° C with 152
C/min slopes. Hydrogen as a carrier gas set at a .3-
atmosphere input pressure.

- Laboratory equipment: As detailed when
describing methodology hereinbelow.

Drugs

- Methanol p.a. (Merck).

- Methyl oleate p.a.(Sigma 0-4754).

-A 9 THC: 1 mg/ml in methanol (Sigma T4764).

- Cannabinol: 1 mg/ml in methanol (Sigma
C6520).

- Cannabidiol: 1T mg/ml in methanol (Sigma

C6395).

Reagents

- Methyl oleate solution, .5 mg/l in methanol
(inner standard).

-A 9 THC: solutions of 100, 250, 500, and 1000-
ug/ml in methanol.
These solutions, according to conditions of
technique, equal .50, 1.25, 2.50, and 5 g percent,
respectively.

- CBD: solutions of 100, 250, 500, and 1000 ug/ml
in methanol.
These solutions, according to conditions of
technique, equal .50, 1.25, 2.50, and 5g percent,
respectively.

- CBN: solutions of 100, 230, 500, and 100 ug/ml in
methanol.
These solutions, according to conditions of
technique, equal .50, 1.25, 2.50, and 5 g per cent,
respectively.

Methodology

1. Treatment of sample.
One hundred mg of substance are ground up,
placed in a 10-ml centrifuge tube with a ground
glass stopper. Five ml of methanol are added. Mix

is spun in a Vortex stirrer for 10 seconds, resting
for five minutes. Stirring and resting is repeated
twice. Ultrasonics are applied to sample for 15
minutes. Sample is centrifuged at 2000 rpm for
two minutes. From the supernatant liquid, .5 ml
are taken and put into another tube to which .5
ml of the inner standard solution are added.
One ul is injected into the chromatography
device. An area relationship between peaks
corresponding to cannabinoids, and the inner
standard is established.

2. Quantification.
Quantification is extrapolation-performed by
calibration curves made with the cannabinoids
solutions above described under “Reagents”
heading. Procedure is as follows: .5 ml of every
solution is placed in one tube each, to which .5
ul of the inner standard is added. Preparations
arc mixed in the Vortex stirrer. Thereafter, 1ul
per concentration is injected into the gas
chromatography device. A formula is applied
to each concentration, as follows:

Peak arca of control sample

R.A. =

Pcak arca of inner standard
where R.A. is relationships of peak areas.

Concentration values of standards are written
on the axis of abscissae while the relationships of
peak arcas are written on the axis of ordinates. From
curves to be constructed for cach cannabinol as
pointed out hereinbelow, the values of the
quotients obtained for the same substances in the
trial sample are extrapolated.

RESULTS

Linearity

With the solutions used in the calibration curve
that were injected five times, the following
parameters have been obtained:

AITHC: r = .9988 cquation: y = .5987x + .0352
CBD:r = 994 equation: y = .635x -.149
CBN:r=.998 equation: y = .707x - .174

!

A similar assay was performed on vegetable
matcerial: Four values, three injections per values;
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“r” was obtained from .995, 991, and .998 (for

the same, above mentioned order).

Reproductiveness

An extract of an already standardized cannabis
preparation has been injected 10 times, with the
following results: x+SD

A9-THC 4.790 + . 168
CBD 1.456 £ . 072
CBN 788 +.034

Recovery
Recoveries were assayed on a standardized

sample, the principles of which had been extracted
through Soxhlet technique. Values obtained were
as follows:

A9-THC: 98.8 £ 1.7%
CBD: 97.3 £ 1.9%
CBN: 99.0 + 1.6%

Retention times -as per above mentioned
conditions- for methyl oleate, A9-THC, CBD, and
CBN were 5.66, 7.40, 8.05 and 8.42 minutes,

respectively.

CONCLUSIONS .

The suggested method maintains an excellent
linearity as regards the above mentioned
cannabinoids  (A9-THC, CBN, and CBD)
between 100 and 1000 mg/ml corresponding to
concentrations in drug between 500 mg to 5 g per
cent, as per the conditions of technique. Both
reproductiveness and recovery tor the above
mentioned cannabinoids are excellent. The
lesser revealed value we have been studying is the
inferior value on the calibration curve, namely
100 ug/ml (corresponding to 500 mg% of
processed drug).

Suggested method is thus simple, nimble,
economic, and apt at standardizing the above
mentioned cannabinoids. At the same time the
best separation processed is allowed due to the
operative conditions of method. Taking up
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CRITERIOS DE SALUD AMBIENTAL (OMS) N° 153: Carbarilo (Carbaryl)

ENVIRONMENTAL HEALTH CRITERIA (WHO) N® 153: Carbaryl
RESUMEN Y EVALUACION, CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1. Resumen y evaluacién
1.1 Identidad, propiedades y métodos analiticos

El 1-naftil N-metil carbamato, derivado del 4cido
carbdmico, se conoce por el nombre comin de
carbarilo. El producto de calidad técnica es un sélido
cristalino blanco, de baja volatilidad y escasa

- hidrosolubilidad, y estable a la luz ay calor, pero
facilmente hidrolizable en medio alcalino. La FAO ha
establecido una especificacién minima de pureza del
98%, con un limite de impureza del 0,05% para el b-
naftil N-metil carbamato.
Para analizar el carbarilo y sus metabélitos, se pueden
utilizar numerosas técnicas, como la cromatografia de
capa fina, la espectrofotometria, la cromatografia de
gases, la cromatografa liquida de alta presion y la
espectrometria de masas con ionizacién quimica.
Pueden alcanzarse limites de deteccién inferiores a un
nanogramo, y la recuperacién supera por lo general el
80%.

1.2 Produccién y usos

El carbarilo se viene utilizando desde hace unos 30
afios como insecticida de contacto y de ingestion,
posee algunas propiedades sistémicas y permite
combatir una amplia serie de plagas. La planta de
fabricacién mds importante estd en los Estados
Unidos. Mas de 290 fabricantes transforman el
carbarilo para integrarlo en mds de 1500 productos
diferentes. ‘
1.3 Transporte, distribucion y transformacion en el
medio ambiente

En la mayorfa de las situaciones, el carbarilo no
persiste en el entorno. En el agua, su semivida por
hidrélisis depende de la temperatura, del pH y de la
concentracién inicial, y varia entre varios minutos y
varias semanas. El principal producto de degradacion
es el 1-naftol. .
Se ha estudiado la acumulacién de carbarilo en peces
de agua dulce, y expresada como factor de

- bioconcentracién en el medio acudtico se ha cifrado
en valores comprendidos entre 14 y 75. El carbarilo es
adsorbido més ticilmente en los suelos que poseen un
alto contenido orgdnico que en los suelos arenosos. A
un ritmo habitual de aplicacién conforme con unas
«précticas agricolas adecuadas», la disipacién es
ripida, con una semivida de entre 8 dias y un mes en
condiciones normales. Ocasionalmente, por efecto de
la lluvia y del cultivo agricola, el carbarilo es
transportado de la superficie al subsuclo (a un metro
de la superficie).
El carbarilo contamina la vegetacién durante el
rociamiento o por desplazamiento hasta las plantas a
través del suelo contaminado.

La degradacién del carbarilo en el entorno depende
del grado de volatilizacion, fotodescomposicién y
degradacién quimica y microbiana que se produzca en
el suelo, el agua y las plantas. La descomposicién es
mis rapida cuando el clima es cdlido.

1.4 Niveles ambientales y exposicion humana

La principal fuente de ingestién de carbarilo entre la
poblacién general son los alimentos.

Los residuos hallados en muestras de la ingesta
alimentaria total son relativamente escasos, pues
oscilan entre cantidades infimas y 0,05 mgfkg. En los.
Estados Unidos, la ingesta diaria durante los primeros
anos de aplicacién de carbarilo fue de 0,15 mgfdia por
persona (lo contenfan el 7,4% de los compuestos); la
cifra se redujo a 0,003 mg/dia por persona en 1969
(s6lo lo contenian un 0,8% de los compuestos).
Durante el periodo de aplicacién se encuentra
carbarilo ocasionalmente en las aguas superficiales y
los embalses.

La poblacién general puede estar expuesta al carbarilo
durante las operaciones de lucha contra las plagas, en
su vivienda o en zonas recreativas.

Los trabajadores pueden estar expuestos al carbarilo
durante su fabricacién, formulacién, envasado,
transporte y almacenamiento, asi como durante y
después de su aplicacién. Las concentraciones
halladas en la atmésfera del lugar de trabajo durante
su produccién oscilaron entre < 1 mg/m3 y 30 mg/m3.
Si E)s medidas de proteccién son inadecuadas, los
trabajadores industriales y agricolas pueden sufrir
exposiciones cutdneas importantes.

1.5 Cinética y metabolismo

El carbarilo es absorbido rdpidamente por los
pulmones y el tracto digestivo. En voluntarios se
observé una absorcion cutinea del 45% a las 8 horas
de aplicar una dosis del producto diluida en acetona.
Sin embargo, los datos referentes a la penetracién
cutdnea in vitro y a la toxicidad indican que la
absorcién cutdnea se produce por lo general a una
velocidad mucho menor.

Las principales vias metabélicas del carbarilo son la
hidroxilacién del anillo y la hidrdlisis. EI resultado
son numerosos metabdlitos que experimentan
conjugacién, con formacién de sultatos, glucurénidos
y mercapturatos hidrosolubles, que se excretan por la
orina. Como resultado de la hidrélisis se forman 1-
naftol, diéxido de carbono y metilamina. La
hidroxilacién da lugar a 4-hidroxicarbarilo, 5-
hidroxicarbarilo, N-hidroximetilcarbarilo, 5-6-
dihidro-5-6-dihidroxicarbarilo y 1,4-naftalendiol. El
metabolito principal en el hombre es el [-naftol.

En condiciones normales de exposicién, el carbarilo
rara vez se acumula en los animales. El producto se
excreta principalmente por la orina, debido a que la
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detoxificacién del producto de su hidrdlisis, el 1-
naftol, se produce principalmente por transtormacion
en conjugados hidrosolubles. La circulacion
enterohepdtica de los metabdlitos del carbarilo cs
también considerable, sobre todo tras su
administracién oral.

El producto de la hidrélisis, el dcido carbdmico N-
naftol, se descompone espontdneamente en
metilamina y diéxido de carbono. La posterior
desmetilacion de la metilamina da lugar a diéxido de
carbono y formato, siendo este dltimo excretado
principalmente por la orina.

Un pequeiio porcentaje de las dosis de carbarilo
absorbidas aparecen como metabélitos en la saliva y
la leche.

1.6 Efectos en otros organismos en ¢l medio ambiente.

En los crusticeos, las CL50 oscilan entre 5y 9
mg/litro (pulgas de agua, misidos), 8 y 25 mg/litro

(anfipodos), y 500 y 2500 mg/litro (cangrejos de rio). -

El margen de sensibilidad es parecido en los insectos
acudticos; Plecoptera y Ephemeroptera (gusarapa y
cachipollas) son los grupos mds sensibles. Los
moluscos son menos sensibles, situdndose su CE50 en
niveles de unos pocos mgflitro. En cuanto a los peces,
la mayoria de las CL50 estdn comprendidas entre 1y
30 mg/litro; el grupo mds sensible son los salménidos.
En el caso de las aves la toxicidad aguda es baja. La
DL50 para las aves de caza, sean acudticas o terrestres,
es > 1000 mg/ke. El ave mds sensible analizada es el
mirlo de alas rojas (DL50 = 56 mg/kg). En zonas
forestales rociadas con 1,1 kg de carbarilo por
hectdrea no se observé ningiin cfecto en las aves
locales.

El carbarilo es muy téxico para las abejas y las
lombrices de tierra. La DL50 oral para las primeras es
de 0,18 mgfabeja (aproximadamente 1-2 mg/kg).

Hay indicios de que el carbarilo puede alterar
temporalmente la composicion de especies en los
ecosistemas tanto terrestres como acudticos. Por
ejemplo, un estudio revels que en determinadas
colonias de invertebrados terrestres sus efectos pueden
persistir durante por lo menos 10 meses tras una sola
aplicacién. '

1.7 Efectos en animales de experimentacién y en
sistemas de prucba in vitro

La toxicidad aguda, expresada como DL50, varia
considerablemente segiin las especies, férmulas y

vehiculos. Las estimaciones de la DL50 oral en la rata’

oscilan entre 200 y 850 mg/kg. Los gatos son mds
sensibles, pues presentan una DL50 de 150 mg/kg. Los
cerdos y los monos son menos sensibles, pues su DL50
es > 1000 mg/ke.

La exposicién a 792 mg de ingrediente activo de
carbarilo nebulizado, que es la mdxima concentracion
a la que se llegd durante 4 horas, provocd la muerte
de una de cinco ratas hembra. Aerosoles de carbarilo
a concentraciones de 20 mg/m3-dieron lugar a una
disminucién de la actividad colinesterasa (ChEA) en
gatos durante exposiciones dnicas de 4 horas, pero esa
misma concentracién no tuvo efectos observables en
ratas. :

El carbarilo produce leves irritaciones oculates y tiene

un potencial de sensibilizacién escaso o nulo. Estudios
prolongados revelaron un NOEL de 10 mg/kg de peso
corporal (200 mg/ke ingesta alimentaria) cn las ratas,
y de 1.8 mg/ke de peso corporal (100 mg/kg dieta) en
los perros. EI NOEL por inhalacién prolongada es de
0,16 mg/m3 en los gatos. El potencial de acumulacién
de carbarilo es bajo.

1.7.1 Reproduccion

Se ha demostrado que el carbarilo tiene efectos
adversos sobre la reproduccién y el desarrollo
perinatal en diversas especies de' mamiteros. Los
efectos sobre la reproduccién comprenden
problemas de infertilidad, una disminucién del
tamaio de las camadas y una reduccion de la
viabilidad postnatal. Los efectos téxicos.sobre el
desarrollo observados son un aumento de la
mortalidad in tero, una disminucién del peso del
fero y la aparicion de malformaciones. Salvo en un
reducido niimero de estudios, todos los efectos
adversos sobre la reproduccion y el desarrollo se
observaron sélo a dosis manifiestamente téxicas
para la madre, y en varios casos ésta resultd ser mds
sensible al carbarilo que su prole. Entre los efectos
réxicos para la madre cabe citar la letalidad, una
disminucién del crecimiento y la distocia. Los datos
disponibles indican que los procesos de
reproduccién y desarrollo de los mamiferos no son
especialmente sensibles al carbarilo en comparacién
con la susceptibilidad del organismo adulto.

1.7.2 Mutagenicidad

Se ha evaluado la posible mutagenicidad del
carbarilo mediante diversas pruebas in vitro ¢ in
vivo, empleando para ello bacterias, levadura,
plantas, insectos y mamiferos, y analizando diversos
puntos finales. .

Segiin los datos disponibles, el carbarilo no es lesivo
para'el ADN. No se ha notificado ningiin dato que
confirme que ha habido induccién de la
recombinacién mitdtica, conversién génica o
sintesis imprevista de ADN en procariotas (H.
influenzae, B. subrilis) y eucariotas (S. cerevisiae,
A. nidulans, linfocitos humanos en cultivo, y
hepatocitos de rata) in vitro.

Se-obtuvieron resultados negativos en las pruebas de
deteccién de mutaciones génicas en un gran niimero
de ensayos realizados con bacterias, salvo en dos casos.
En varios estudios de mutagenicidad del carbarilo
llevados a cabo con células de mamitero in vitro, se
obtuvo sélo un resultado positivo equivoco en un
estudio de células en cultivo. Ese estudio, sin
embargo, presentaba varias deficiencias'y sus
resultados no han sido confirmados en estudios
comparables. Se han notificado lesiones cromosémicas
a altas dosis de carbarilo en células humanas y de rata
y hdmster in vitro, asi como en plantas. No se han
observado efectos de ese tipo en pruebas in vivo con
manmifcros, ni siquiera a dosis de hasta 1000 mg/kg.
Se ha mostrado que el carbarilo altera el mecanismo
de las fibras del huso en células de plantas y
mamiferos in vitro. Es dudoso el interés de realizat
ensayos con plantas para extrapolar sus resultados al
hombre. ‘
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