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EDITORIAL

Tanto las personas como las Instituciones deben ser evaluadas por sus logros. La Asociacion Toxicolégica
Argentina (ATA) tiene entre sus mayores y mas apreciadas pertenencias a su Revista. Esta publicacion de
ATA es un espacio donde todos aquellos que realizan investigaciones relacionadas con la Toxicologia pue-
den acercar sus producciones al resto de la sociedad.

En noviembre del afio pasado la Asamblea de ATA renovo el cargo de Director de la Revista, el cual me fue
otorgado y acepté de buen agrado. Agradezco la confianza depositada en mi persona y espero poder con-
tinuar con el excelente trabajo de mi antecesor.

Como Director de la Revista escribo esta editorial para comunicar sus nuevos lineamientos. No obstante,
me pregunto: ¢qué significa decir “nuevos” para esta revista creada en 1983 con el objeto de dar respues-
ta a una necesidad de un Area del conocimiento de poco reconocimiento a nivel nacional, como lo era la
Toxicologia?

Tal vez tan solo sea adaptar los lineamientos al tremendo progreso que ha tenido la Toxicologia en todas
sus ramas en los Ultimos afios.

En vista al continuo crecimiento de la ATA y de su Revista, me he propuesto como obijetivos inmediatos
mantener la vigencia de la publicacion y su presencia en Latinoamérica; ampliar el espectro de los autores
contribuyentes; incrementar la exigencia en las evaluaciones de los trabajos inéditos que se reciban y hacer
docencia en redaccion cientifica.

Otro objetivo inmediato es desarrollar un “lugar de encuentro periédico”, donde los toxicélogos, encontre-
mos los datos actuales concernientes a los efectos adversos de un agente quimico, fisico o biolégico tanto
Ccomo su mecanismo de accion.

A partir de este desafio, quiero incluir como objetivo a mediano plazo, el de favorecer la calidad de los tra-
bajos presentados, en cuanto a la metodologia cientifica relacionada a la evaluacion de los riesgos a la
salud humana y animal que la exposicion a los agentes quimicos, fisicos o biolégicos puedan acarrear esti-
mulando la publicaciéon de resultados que sean posibles de comparar internacionalmente.

Con la colaboracién del Comité de Redaccidn, de los investigadores que proporcionen trabajos inéditos, de
los arbitros nacionales e internacionales y, por supuesto, de nuestros lectores, podremos alcanzarlos.

Atentamente,

Dr. Ricardo Duffard
Director de la Revista ATA
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PREVENCION EN SALUD AMBIENTAL PARA POBLACIONES EXPUESTAS A
PLAGUICIDAS: ENTREVISTAS EN COMUNIDADES RURALES Y TALLER
EDUCATIVO PARA AGENTES MULTIPLICADORES

Rovedatti, Maria Gabriela ®9; Trapassi, Jorge °9, Vela, Lorena ¢; Lopez, Alicia 2, Santa Cruz, Silvia2 y Magnarelli, Gladis ¢9 (*)
a: Hospital Area Programa Cinco Saltos. Martin Fierro 845, (8303) Cinco Saltos.
b: Carrera de Psicologia. Facultad de Ciencias de la Educacion. Irigoyen 2000, (8324) Cipolletti.
c: Escuela de Medicina. Toschi y Arrayanes, (8324) Cipolletti.
d: Laboratorio de Investigaciones Quimicas, Bioquimicas y de Medio Ambiente (LIBIQUIMA). Facultad de Ingenieria. Buenos
Aires 1400, (8300) Neuquén. Universidad Nacional del Comahue. ARGENTINA. Tel/fax: 0299-4490385 .

(*) Autor a quien dirigir la correspondencia: E-mail: gmagnarelli@yahoo.com.ar

Resumen: PREVENCION EN SALUD AMBIENTAL PARA POBLACIONES EXPUESTAS A PLAGUICIDAS: ENTREVISTAS
EN COMUNIDADES RURALES Y TALLER EDUCATIVO PARA AGENTES MULTIPLICADORES. Maria Gabriela Rovedatti;
Jorge Trapassi; Lorena Vela; Alicia L6pez; Silvia Santa Cruz y Gladis Magnarelli. Acta Toxicol. Argent. (2006) 14 (1): 2-7. La zona
frutihorticola del alto Valle de Rio Negro, en Argentina, constituye una region de exposicion residencial a plaguicidas en razon
de la dinamica ambiental de estos compuestos y la situacidn geografica de sus comunidades. Considerando que los compor-
tamientos preventivos de la poblacion dependen del nivel educativo, este trabajo se planificé con el objetivo de capacitar al
personal de salud del hospital de Cinco Saltos, localidad situada en esta regién, como agentes multiplicadores en el fortalec-
imiento de dichas conductas. Previo a la capacitacion, se realizaron entrevistas domiciliarias en un asentamiento rural en el
que, si bien el 92% de las mujeres estaba alfabetizada, el 81% desconocia el periodo anual de fumigaciones y sélo el 12%
conocia las vias de incorporacion. Se registraron conductas de riesgo para el uso doméstico de plaguicidas y para la exposi-
cion residencial. Aunque el 95% identificaba a los nifios como el grupo social mas vulnerable y el 58% estimaba que la exposi-
cion materna afecta al feto, solamente el 56 % tomaba precauciones durante el periodo de fumigacion y el 92% utilizaba
plaguicidas en el hogar.

La encuesta diagndstica aplicada al personal de salud revelé un importante grado de desconocimiento sobre la exposicién
indirecta. En base a la informacion recabada en ambas actividades se dicté un Taller sobre toxicologia de plaguicidas cuya
acreditacion incluy6 el disefio de un plan de trabajo para la transferencia hacia las comunidades de riesgo. También se lle-
varon a cabo acciones para la difusion de esta problematica en medios locales.

Abstract: PREVENTION IN ENVIRONMENTAL HEALTH FOR PESTICIDE EXPOSED POPULATIONS: INTERVIEWS IN
RURAL COMMUNITIES AND WORKSHOP FOR MULTIPLYING AGENTS. Maria Gabriela Rovedatti; Jorge Trapassi; Lorena
Vela; Alicia Lopez; Silvia Santa Cruz y Gladis Magnarelli. Acta Toxicol. Argent. (2006) 14 (1): 2-7. In Argentina, the agricultural
area of High Valley of Rio Negro and Neuquén, is a region of pesticide residential exposition in view of the environmental
dynamics of these compounds and the geographic situation of their communities. Considering that people prevention behav-
ior depends on their educational level, this work was designed with the purpose of preparing health workers of Cinco Saltos
Hospital, location settled in this area, as multiplying agents to strengthen those conducts. Previously to this preparation, inter-
views were performed in a rural community where, though 92% of the women were alphabetized, 81% ignored the time cov-
ered by the annual fumigation period and only the 12% knew about pesticides routes of absorption. Risk behaviors were reg-
istered for domestic use of pesticides and for residential exposure. Although children were identified (95%) as the most vul-
nerable social group and 58% estimated that maternal exposition affects the fetus, only 56 % took cares during fumigation
period and 92% used pesticides at home.

A diagnostic poll performed with the health workers revealed an important lack of knowledge about indirect exposition.
According to the information obtained in both activities a Workshop about pesticides toxicology was organized, whose approval
included the design of a work plan to be carried out with the communities under risk. Additionally, actions were performed to
diffuse this theme in local media.

Palabras clave: plaguicidas, exposicion residencial, prevencion, riesgo.
Key words: pesticides, residential exposure, prevention, risk.

INTRODUCCION

Clasicamente, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) define prevencion primaria como
aquellas acciones destinadas a disminuir la inci-
dencia de enfermedades en una poblacién. Estas
medidas tienen por objeto promover un estado
Optimo de salud, proteger al individuo de los
agentes que puedan agredirlo y establecer barre-
ras contra los agentes ambientales. Es asi que la
toxicologia se ha ampliado con el concepto de
salud ambiental, siendo la exposicién crénica a
productos quimicos responsable de muchas
enfermedades y, en particular, del 60% de los sin-
tomas neuroldgicos infantiles, Arroyo (1). En
América Latina este panorama se ve agravado por

la pobreza y la inclusidn temprana de los nifios en
el mercado laboral, Carrizales et. al. (2).

Se ha establecido que el riesgo de contraer enfer-
medades relacionadas con el ambiente es mayor
en el periodo perinatal y esta relacionado con la
exposicion materna a toxicos, los cuidados y la
nutricién en el periodo prenatal y las condiciones
del hogar en los dias cercanos al nacimiento,
Briggs (3). Existe, ademas, evidencia creciente
que indica que la exposicién perinatal a toxicos
produce cambios irreversibles, los cuales determi-
nan las condiciones de salud en el adulto.

Las enfermedades ambientales son de tratamien-
to muy costoso y, a menudo, sus efectos sobre la
salud son irreversibles pero prevenibles en su



mayoria, EPA (Agencia de Proteccién del Medio
Ambiente de Estados Unidos) (4). Dentro de la pre-
vencion primaria, las acciones directas de educa-
cion tanto de los adultos como de los nifios res-
pecto al manejo de las sustancias toxicas pueden
contribuir a reducir la exposicién, Gordon et. al.
(5). Dicha agencia estimula actividades que
aumenten el conocimiento de la poblacion sobre
los riesgos de la salud asociados al medio
ambiente y en el 2006 el enfoque se centra en los
nifios y los plaguicidas, EPA (6).

Se estima que en América latina unas seis millo-
nes de personas sufren exposicién no laboral a
estos toxicos, Yanez et. al (7). Argentina se inclu-
ye en esta problematica y a diferencia de las
estrictas medidas de clausura y tiempos de re-
entrada a las zonas fumigadas establecidos en los
paises desarrollados, aqui se permite la residencia
en forma permanente en dichas areas. La region
de mayor produccion de frutas de pepita y de
carozo de la Argentina es el Alto Valle de Rio
Negro y Neuquén donde la legislaciéon sobre el uso
de plaguicidas y agroquimicos de la Provincia de
Rio Negro (8) prevé, ademéas de un régimen de
contralor efectivo de su uso para asegurar la salud
humana y el ambiente, una accién paralela de
educacion y concientizacion de la comunidad.

La ciudad de Cinco Saltos, de aproximadamente
20.000 habitantes, esta ubicada en la Provincia de
Rio Negro, dentro de esta region productora. La
practica de la actividad fruticola bajo riego se
desarroll6 en la zona desde la segunda década del
siglo pasado en forma creciente, lo que trajo apa-
rejado un explosivo crecimiento poblacional. La
expansion de la planta urbana de Cinco Saltos se
vio limitada por una antigua y elevada terraza flu-
vial, por lo que la mayor presién de avance urba-
no se orientd hacia las chacras destinadas al uso
fruticola.

Esta dinamica del medio urbano-rural generé
fendmenos tales como regresion de cultivos por
loteos, nuevas construcciones en areas no ade-
cuadas y conflictos de usos por pequefias cha-
cras intercaladas en el espacio urbano, Massolo
(9). Los plaguicidas mas utilizados son los 6rga-
nofosforados y carbamatos cuyos residuos apare-
cen en aguas superficiales y subterraneas con una
vida media corta de horas o dias, Loewy et. al
(10,11), sin embargo, la frecuencia de aplicacion
durante el periodo octubre-marzo es quincenal. La
polucién del aire es fluctuante, con picos de inten-
sidad en primavera—-verano, la cual es dispersada
rapidamente por vientos de mediana y alta inten-
sidad. En cambio, la presencia de plaguicidas en
suelos es més persistente y tiende a mantenerse
en el lugar de aplicacién, Kirs (12). Esta dinamica
ambiental, sumada a la ubicacién geografica de
Cinco Saltos y localidades aledafias, determina
que el riesgo de exposicién a estos compuestos
no solo alcance a individuos laboralmente expues-
tos sino a la poblaciéon en general. De hecho,
hemos reportado el impacto de la exposicion resi-
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dencial a plaguicidas sobre biomarcadores de
exposicion y efecto en placenta, sangre de emba-
razadas y parametros antropométricos de neona-
tos, Magnarelli et. al (13), Souza et. al (14), en un
muestreo llevado a cabo con el hospital de dicha
localidad. Se evidencia entonces, la necesidad de
disminuir el riesgo para la salud que genera el uso
intensivo de estos agentes.

En el campo de la salud, los comportamientos
preventivos se relacionan en forma directa con el
nivel educativo de la poblaciéon por lo que la
modalidad de educacion no formal encuentra un
importante espacio para su desarrollo.
Entendemos que la Universidad debe cumplir un
papel protagonico en esta tarea ya que es el ambi-
to donde se generan los conocimientos que sus-
tentan estas acciones.

En concordancia con lo anteriormente expuesto,
el proposito de este trabajo fue contribuir a mejo-
rar la proteccién de la poblacién del riesgo para la
salud asociado al uso de plaguicidas y aumentar
su conocimiento e informacion mediante la capa-
citaciébn de agentes de salud, considerando a
éstos ultimos como multiplicadores en la difusién
de acciones de prevencion.

MATERIALES Y METODOS

Los destinatarios directos de esta capacitacion
fueron los agentes sanitarios, las obstetras y los
enfermeros del Hospital de Cinco Saltos, dado el
nexo naturalmente establecido entre ellos y la
poblacion destinataria final. La poblacion destina-
taria final la constituy6 las mujeres en edad fértil y
las embarazadas que asistian al Hospital de Cinco
Saltos.

Encuesta diagnéstica para los destinatarios
directos

Con el objetivo de obtener informacion sobre los
conocimientos previos del personal de salud del
Hospital se realizé una encuesta diagnostica acer-
ca de la toxicologia de los plaguicidas y de la per-
cepcion del rol del agente de salud en la preven-
Cién de la exposicién a estos toxicos.
Relevamiento domiciliario de la poblaciéon destina-
taria final.

El objetivo de esta actividad fue registrar aspec-
tos vinculados con el nivel de conocimiento
sobre la toxicidad de plaguicidas, vias de entra-
da, grupos etareos mas vulnerables, habitos y
conductas de riesgo. Se llevé a cabo en un area
rural ubicada en la zona de influencia del
Hospital de Cinco Saltos: el asentamiento de
San Isidro que posee 143 viviendas, esté rodea-
do de chacras y en época de fumigacion las con-
sultas mas frecuentes de esta poblacion se refie-
ren a erupciones y problemas respiratorios. En
base a un disefio aleatorio se entrevistd a las
mujeres de 28 viviendas y se realizé una obser-
vacion directa por parte del encuestador sobre el
lugar de almacenamiento de plaguicidas en las
mismas.
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Figura 1: Resultados de la encuesta diagnéstica realizada a los alumnos del Taller
Educativo expresados en porcentaje. ltem 1: Conoce la adecuada disposicién de los
envases, 2: Conoce la dindmica de los plaguicidas en el medio ambiente, 3: Conoce las
vias de entrada, 4: Conoce las propiedades de los plaguicidas. 5: Tiene conciencia de
su rol en la prevencion.

Alfabetizaciéon W

Ocupacion en m
chacras

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 2: Resultados de la encuesta domiciliaria, expresados en porcentaje, sobre la
ocupacion de los hombres de la casa y el nivel de alfabetizacién de las mujeres entre-
vistadas en San Isidro.

NIVEL PRIMARIO PRIMARIO | SECUNDARIO | 1trciario
EDUCATIVO | INCOMPLETO | COMPLETO | COMPLETO
% 38 46 8 8

Tabla 1: Nivel educativo, expresado en porcentaje, de las mujeres entrevistadas en San
Isidro.

Taller Educativo

razadas y neonatos de la zona y
medidas de prevencion primaria
y secundaria. Como estrategias
educativas se utilizaron dramati-
zaciones, grupos de discusion
utilizando material de divulgacion
sobre el tema preparado por
nuestro grupo de trabajo, Abad
et al. (15), demostraciones didac-
ticas, método de casos y clases
expositivas. Los alumnos acredi-
taron el Taller con un 80% de
asistencia y con la presentacion
de una propuesta grupal de tra-
bajo sobre prevencién dirigida a
los destinatarios finales. Por ulti-
mo, el desarrollo del Taller fue
evaluado por los alumnos res-
pondiendo una encuesta anoni-
ma.

Difusion en los medios

Se entregaron afiches, que fue-
ron disefiados en base a las con-
ductas de riesgo detectadas, con
el objetivo de ser exhibidos en
las salas del Hospital, centros
periféricos y escuelas. También
se distribuyeron folletos a los
participantes del Taller para ser
repartidos a los destinatarios
finales.

La difusiébn se completé con la
asistencia de los autores a pro-
gramas radiales y de television y
la publicaciéon de articulos en
diarios y revistas de circulacion
local.

Andlisis de datos

Los datos fueron analizados con-
siderando la distribucién porcen-
tual para cada item analizado.

RESULTADOS

Los conocimientos previos del
personal de salud acerca de las
propiedades y toxicologia de pla-
guicidas evaluados con la
encuesta diagndstica se obser-
van en la Figura 1. Los aspectos
en los que presentaron mayor
desconocimiento fueron: propie-
dades de los plaguicidas (77%o),

Se llevé a cabo un Taller Educativo de 16 horas
presenciales con el objetivo de capacitar a los
destinatarios directos. Sus contenidos incluyeron;
propiedades de los plaguicidas; dindmica en el
medio ambiente; intoxicacion aguda; primeros
auxilios; exposicién crénica; exposicion laboral y
residencial; efectos de la exposicién sobre emba-

vias de entrada al organismo (55%) y disposicion
adecuada de envases (85%). Se verific6 un alto
grado de concientizacion sobre su propio rol en la
prevencién de la salud respecto al uso de estos
agentes (86%).

El Taller fue evaluado por los alumnos como una
actividad util y motivante. La produccién de pro-
puestas de prevencion presentada por ellos resul-
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Figura 3: Resultados de la encuesta domiciliaria realizada a las mujeres de San Isidro,
expresados en porcentaje. a: Item 1: Conocimiento acerca de la duracién del periodo
de fumigacion; item 2: Conocimiento acerca de la exposicion de la poblacion general;
item 3: Conocimiento acerca de las vias de entrada de los plaguicidas al organismo.
b: Susceptibilidad al efecto de los plaguicidas. Item 1: Conoce que la exposicién
materna afecta al feto; item 2: Identificacion de los nifios como el grupo etareo mas

vulnerable.

CONDUCTAS DE RIESGO Sl % |NO %
Uso de plaguicidas en el hogar 92 8
Ubicacién de los plaguicidas en lugar inseguro * 54 46
Cooperacion de los nifios en la manipulacion de plaguicidas 23 77
DESTINO DE LOS ENVASES
Lavado y utilizacién con el mismo fin 11 89
Reutilizacién con otros fines 4 96
Incineracién 46 54
Almacenamiento sin ningun tratamiento 19 81
Eliminacion con la basura 19 81

Tabla 2: Conductas de riesgo relacionadas con el uso de plaguicidas en el hogar. Los

resultados se expresan en porcentaje.
*: Observacion directa por parte del encuestador.
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t6 acorde a la problematica regio-
nal y de alta factibilidad (datos no
mostrados).

Al analizar las caracteristicas de
la poblacion entrevistada durante
el relevamiento domiciliario, en
cuanto al nivel educativo se
observé que un 92% de las muje-
res estaban alfabetizadas (Figura
2) y que el 46% completé la
escuela primaria, mientras que un
minimo presentd un nivel de
escolarizaciéon secundario o ter-
ciario (Tabla 1). En lo referente a la
ocupacion del jefe de familia, una
alta proporcion de los hombres
(69%0) se ocupaba de tareas rela-
tivas a la fruticultura en las cha-
cras aledafias (Figura 2).

Como se indica en la Figura 3a,
aunque la mayoria (96%) de las
entrevistadas tenia conocimiento
acerca de quiénes estan expues-
tos a los plaguicidas en la zona,
el 88% poseia conocimiento
insuficiente acerca de las vias de
entrada de estos toxicos y, sor-
prendentemente, el 81% desco-
nocia la duracion del periodo de
fumigacion en la zona. El 95%
identificaba a los nifios como el
grupo etareo mas vulnerable y el
58% afirmaba que la exposicion
materna afecta al feto (Figura 3b).
Las conductas de riesgo detecta-
das en relacion al uso doméstico
de plaguicidas se indican en
Tabla 2. Se evidencia que el 92%
de la poblacién utilizaba plaguici-
das en el hogar y que la ubica-
cion de los mismos no ofrecia
seguridad en el 54% de los
casos, mientras que en la mayo-
ria de los hogares no se involu-
craba a los nifios en la manipula-
cién de los plaguicidas. La con-
ducta de riesgo mas frecuente
(46%0) respecto al destino de los
elementos usados en la prepara-
cion de los plaguicidas fue la inci-
neracion.

Respecto a las conductas de
riesgo relacionadas con la fumi-
gacion en las chacras aledafias
(Figura 4) solo el 56 % tomaba
precauciones durante el periodo
de fumigacion tales como cerrar
las ventanas y no dejar jugar a los
nifios afuera o retirar la ropa del
cordel. El 92% consumia frutas
de esas plantaciones sin respe-
tar los tiempos de carencia y el
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Item 3

Item 1

reconocer, comprender y dirigir
esfuerzos hacia el disefio e imple-
mentacion de herramientas Utiles
de prevencion. Esta actividad
convoco no solamente a diversos
profesionales de la salud, sino
también a docentes, con lo que se
amplié el espectro de destinata-
rios y ambitos donde pueden
desarrollase las actividades de
prevencién en la zona. Resulto,
entonces, una modalidad adecua-

da para cumplir con el objetivo de

40% 60%

0% 20%

80%

capacitacion ya que la dinamica
de grupo facilité la comunicacién
y la apropiacion del objeto del
conocimiento, como lo demostré

100%

Figura 4: Resultados de la encuesta domiciliaria realizada a las mujeres de San Isidro,
expresados en porcentaje: Conductas de riesgo relacionadas con el uso de plaguicidas
en chacras aledafias. Item 1: Se bafian en canales de riego, 2: Ingieren frutas de los

arboles, 3: Toman precauciones cuando fumigan.

77% se bafiaba en los canales de riego en época
coincidente con el periodo de fumigacion.

DISCUSION

Considerando los resultados obtenidos, tanto la
encuesta diagnostica como el trabajo de campo
mostraron la necesidad de realizar acciones con-
cretas de prevencion referidas al uso de plaguici-
das.

Los agentes de salud estaban concientizados de
su rol en prevencion y también poseian un muy
alto nivel de motivacién respecto al tema como lo
demostré la evaluacion del Taller y la produccion
de propuestas. Sus conocimientos previos res-
pecto a los temas de exposicion aguda y exposi-
cion laboral crénica eran buenos. No obstante,
desconocian las propiedades de los plaguicidas y
aspectos generales relacionados con la exposi-
cion residencial tales como vias de entrada y con-
ductas de riesgo.

Las encuestas domiciliarias demostraron que, Si
bien la mayoria de la poblacion de mujeres estaba
alfabetizada, gran parte de ella ignoraba la fecha
del periodo anual de fumigaciones en las chacras
aledafias y solo una pequefia proporcién conocia
las vias de incorporacion de estos toxicos. Se
observaron conductas de riesgo referidas a la uti-
lizacién de plaguicidas en el ambito doméstico y
rural, varias de ellas relacionadas con el riesgo
infantil dentro del hogar (almacenamiento insegu-
ro de plaguicidas) y fuera de él (consumir frutas de
chacras aledafias, no tomar precauciones cuando
fumigan en las cercanias y bafiarse en canales de
riego). Este relevamiento corrobord la presuncion
previa acerca de la necesidad de la educacién
preventiva de la poblacion en relacion a esta pro-
blemética.

Acorde a esta necesidad, la realizacion del Taller
Educativo ayuddé a los destinatarios directos a
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su evaluacion por parte de los
alumnos. Posibilité, ademas, las
relaciones inter-grupales e inter-
institucionales. Los destinatarios
directos del Taller presentaron
propuestas dirigidas a distintos
grupos sociales, las cuales son altamente factibles
de ser llevadas a cabo, por lo que se estima que
estos profesionales resultaran excelentes multipli-
cadores.

En conclusién, dado que la prevencion del impac-
to negativo del uso de plaguicidas no ha sido
identificada ain como una problematica de la
Salud Publica local, las acciones educativas pre-
sentadas en este trabajo representan estrategias
relevantes para contribuir al protagonismo de los
trabajadores de este sector en esta tarea.
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Resumen: ESTUDIO TOXICOLOGICO DE UN INYECTABLE APOCRIFO CONTENIENDO HIERRO COMO PRINCIPIO
ACTIVO. Maria Paula Bezzi; Yanina Rodriguez; Claudia Barlaro; Elena Grufieiro; Edith Bindstein; Carlos Chiale. Acta Toxicol.
Argent. (2006) 14 (1): 8-10. Una mujer embarazada muri6 luego de la administracion parenteral de un preparado de hierro (sor-
bitol), producto que fue identificado por la Autoridad Sanitaria Argentina como un medicamento apoécrifo. Su analisis quimico
determiné que el contenido de hierro era 3.5 veces mayor al rotulado. Los estudios toxicolégicos demostraron que su admin-
istracion representa un riesgo sanitario y podria ser el causante de la muerte.

Abstract: TOXICOLOGICAL STUDY OF A COUNTERFEIT MEDICINAL PRODUCT CONTAINING IRON SORBITOL. Maria
Paula Bezzi; Yanina Rodriguez; Claudia Barlaro; Elena Grufieiro; Edith Bindstein; Carlos Chiale. Acta Toxicol. Argent. (2006) 14
(1): 8-10. After the injection of an iron sorbitol preparation a pregnant woman died. Its chemical analysis determined a huge
amount of iron (3.5-fold higher than the labeled). Results obtained by toxicological studies show that such medicinal product
represents a sanitary risk and probably it could be presumed as the cause of death..

Palabras clave: Toxicidad hierro sorbitol, intoxicacion por hierro parenteral.
Key Words: Iron sorbitol tocixity, Iron parenteral intoxication.

INTRODUCCION

Las preparaciones con hierro (Fe) son muy efica-
ces en el tratamiento de la anemia ferropénica
(deficiencia de Fe). La administracion por via oral
es la via de eleccion para esta terapéutica ya que,
si la dosis administrada parenteralmente satura la
capacidad de combinacién plasmatica puede
quedar Fe libre y aparecer reacciones sistémicas
severas con riesgo de muerte. Estas incluyen ana-
filaxia, colapso circulatorio con shock y paro car-
diaco. De modo que se debe recurrir a la via
parenteral solamente cuando la oral no es posible
y tiene que haber indicaciones especificas para su
administracion (1, 2y 4).

Debido al fallecimiento de una paciente embara-
zada en el Hospital A. P. Viedma de Rio Negro
posterior a la administracién intramuscular de un
producto inyectable que contenia Fe (solucién
estéril de un complejo de hierro lll, sorbitol y acido
citrico, estabilizado con dextrina y sorbitol), se
remiti6 una muestra del mismo al Instituto
Nacional de Medicamentos (INAME) para su estu-
dio.

El Programa de Pesquisa de Medicamentos
llegitimos del INAME determiné que se trataba de
un medicamento apécrifo.

El Departamento de Quimica y Fisica del INAME
determiné que el producto apdcrifo contenia 343
% del valor de hierro declarado en el rétulo y que
el producto original, del mismo namero de lote,
contenia la cantidad declarada.

El objetivo de este trabajo fue establecer la rela-
cién causa efecto entre la concentracién de Fe y
el efecto toxico de un producto apdcrifo.

MATERIALES Y METODOS

1-Ensayo de toxicidad

(“undue toxicity” de la monografia de “iron sorbitol
injection” de la Farmacopea Britanica)

Animales y tratamientos

Para la realizacion del ensayo se utilizaron ratones
de la cepa CF1, provistos por el bioterio del
INAME, de ambos sexos, con pesos comprendi-
dos entre 17 y 22 gr. Los animales fueron mante-
nidos con dieta balanceada y agua ad libitum.
Durante el ensayo se mantuvieron en un ambiente
de temperatura y humedad controlada, con perio-
do de luz de 12 horas y aislados de ruido. Se asig-
naron aleatoriamente a los grupos controles y tra-
tados. El cuidado y tratamiento de los animales se
realizé de acuerdo al protocolo de la Federation of
European Laboratory Animal Science Association
(FELASA).

Procedimiento analitico

Se preparo, una solucion con 20 ul del producto y
0.2 ml de solucion fisiolégica (SF) por raton. Se
inyectaron 0.2 ml de la solucién anterior por via
intravenosa (vena de la cola) a un total de diez
ratones y se procedié a controlar la posible letali-
dad producida por esta concentracién del produc-
to. De acuerdo a la técnica utilizada (3), no deben
morir mas de tres ratones (30%) dentro de los
cinco dias posteriores a la administracion. Si mas
de tres ratones mueren, debe repetirse el ensayo
con otro grupo de 20 ratones. Para cumplir con el
ensayo (3) no mas de 10 de los 30 ratones totales
utilizados en los dos ensayos combinados, pue-
den morir dentro de los cinco dias posteriores a la
administracion del producto ensayado.

Esquema experimental

Se realizd el ensayo antes descripto con las

siguientes muestras:

= con el producto apdcrifo

= con el producto original

e con el producto original en una concentracién
3.5 veces mayor



= con solucién fisiolégica (SF)

Ademas, se realizd el siguiente ensayo. Se admi-
nistrd a diez ratones el producto apdcrifo, luego
de dos horas se le administrd el antidoto especifi-
co para el Fe (Deferoxamina) y se repitié la admi-
nistracion del mismo tres veces mas cada doce
horas.

Dosis: 100 mg/kg de ratén por via intraperitoneal.

2- Observacién animal

Con el objeto de detectar signos de toxicidad
durante el transcurso del ensayo se observaron en
su caja hogar a los ratones sometidos a los distin-
tos tratamientos.

3-Necropsia (observacion macroscopica)

Se realizd necropsia de los animales muertos que
recibieron el producto apécrifo y de los animales
controles (tratados con SF), previa dislocacién
cervical bajo anestesia con éter. Se extrajeron y
compararon macroscopicamente los siguientes
organos: higado, rifiéon e intestino delgado; por
estar afectados en una intoxicacion por Fe.

RESULTADOS

Se observé una notoria diferencia de mortalidad
entre los animales tratados con el producto ap6-
crifo, el original y SF (100%, 0% y 0% respectiva-
mente). Los 10 ratones inicialmente tratados con
el producto apdcrifo murieron el dia dos del ensa-
yo y mostraron signos severos de toxicidad pocos
minutos después de la administracién del produc-
to. En la repeticion del ensayo con un grupo de 20
ratones mas, dos murieron el dia uno y los diecio-
cho restantes el dia dos del ensayo.

La administracion del producto original en una
concentraciéon 3.5 veces mayor que la recomen-
dada provoc6d una mortalidad del 90 %. En el
ensayo con diez ratones, nueve murieron el dia
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uno y uno el dia tres del ensayo. En la repeticién
con veinte ratones mas, dieciséis murieron el dia
uno del ensayo, uno el dia cuatro y tres ratones
sobrevivieron (Tabla 1).

PRODUCTO ENSAYADO MORTALIDAD %

Producto apédcrifo 100
Producto original 0
Produqiio original en con- 90
centracion 3.5 veces mayor
Solucién Fisioldgica 0

Tabla 1. Mortalidad producida por preparaciones con hierro.

En el caso de intoxicacion sistémica en humanos
se debe administrar 15 mg/kg/hora de Deferoxa-
mina por infusion intravenosa hasta normalizar la
ferremia. Ante la imposibilidad de realizar un trata-
miento similar en los ratones en nuestro laborato-
rio se decidio tratar a los mismos con el esquema
propuesto en la parte experimental. Esto se reali-
26 con el objetivo de observar reversion de la toxi-
cidad por el uso del antidoto especifico para el Fe.
No obstante, a pesar de no ser el tratamiento de
desintoxicacion el recomendado, la disminucién
de la mortalidad a un 50 % demuestra que la into-
xicacion observada se debe al alto contenido de Fe.
Los ratones tratados con el producto apocrifo
mostraron inmediatamente signos de toxicidad
con respecto a los controles. Presentaron: somno-
lencia, piloereccién, menor nimero de movimien-
tos, dificultades respiratorias, alteraciones neuro-
I6gicas (pardlisis del tren posterior), alteraciones
del ritmo cardiaco y heces negras. Los ratones
tratados con el producto original o con SF no pre-
sentaron estos signos. No hubo diferencias entre
Sexos.

La necropsia revel6 un aumento de tamafio y
decoloracion del higado y de los rifiones, asi como

Foto 1. Necropsia (observacién macroscépica) PApo: producto apdcrifo (rifion, higado e intestino delgado). SF: solucién fisiolégica
(rifién, higado e intestino delgado).
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depdsitos oscuros en intestino delgado en los ani-
males tratados con el producto apdcrifo (Foto 1).

DISCUSION

Las especialidades medicinales deben cumplir
con los requisitos establecidos en la Farmacopea
Argentina o Farmacopeas internacionalmente
reconocidas. La Farmacopea Britanica requiere
gue un inyectable que contiene Fe (sorbitol) cum-
pla con el requerimiento del ensayo de Toxicidad
descripto en la monografia correspondiente (3). El
producto apdcrifo no satisface este requerimiento.
Por tratarse de un medicamento apécrifo se des-
conoce el método y las condiciones de elabora-
Cioén, las materias primas utilizadas y controles
realizados; por lo tanto, no puede descartarse a
priori que la toxicidad sea producida por una sus-
tancia distinta al Fe. La mortalidad registrada del
100 % en los animales tratados con el medica-
mento apdcrifo, la observacion en los mismos de
signos compatibles con intoxicacién por Fe y la
observacion macroscépica de 6rganos como
higado, rifién e intestino delgado con caracteristi-
cas también compatibles con intoxicacién por Fe
demostraron que el medicamento apdcrifo es alta-
mente toxico y que esta toxicidad podria deberse
al elevado contenido de Fe (1, 2,4y 5).

La administraciéon del medicamento original en
una concentracion 3.5 veces mayor produjo un
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porcentaje de mortalidad similar (90%) al produci-
do por el medicamento apdcrifo y la administra-
cion del antidoto a los animales tratados con el
medicamento apodcrifo redujo considerablemente
el porcentaje de mortalidad. Estos hechos
demuestran que los efectos observados estan
relacionados con el contenido de Fe.

Se puede concluir que la administracion de un
inyectable que contiene Fe en una concentracion
3.5 veces superior a la habitual representa un ries-
go sanitario elevado pudiendo comprometer la
vida humana.
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Resumen: EFECTO DEL HERBICIDA ACIDO 2,4-DICLOROFENOXIACETICO SOBRE LA FIMBRIACION DE BACTERIAS
UROPATOGENAS. Claudia Balagué y Ana Maria Evangelista de Duffard. Acta Toxicol. Argent. (2006) 14 (1): 12-17. Existen
algunos datos epidemiolégicos que demuestran que, en poblaciones rurales, la frecuencia de lesiones inflamatorias de origen
infeccioso en el rifion es mayor en individuos expuestos a pesticidas. Estudios previos han demostrado que el herbicida 2,4-
D altera las propiedades de adherencia bacteriana a rifién, mediada por fimbrias de Escherichia coli uropatégena, si bien ain
no se ha estudiado el mecanismo que podria estar involucrado. El 2,4-D demostr6 capacidad de generar uniones covalentes
a proteinas de bacilos gram negativos. Debido a este hallazgo, se hipotetizé que la unién del herbicida a proteinas involucra-
das en la sintesis, exportacion o ensamble de las subunidades fimbriales podia alterar la expresién de las fimbrias. En este tra-
bajo se demuestra una unién covalente del herbicida a proteinas de membrana externa de Escherichia coli uropatégena y para-
lelamente una disminucién de la fimbriacion, determinada por tres técnicas diferentes: hemoaglutinacién, cuantificacion de
proteinas de superficie y microscopia electrénica. Una conclusién importante esta referida a que la exposicién accidental de
trabajadores rurales al 2,4-D en muy bajas dosis y durante un corto periodo de tiempo tendria un efecto protector de la pielo-
nefritis por disminucién de la fimbriacién; mientras que los altos niveles de exposicién predispondrian a la recurrencia del pro-
ceso infeccioso en el modelo de la pielonefritis ascendente no obstructiva en raton (Balagué et al 2002). Probablemente los
estudios epidemiolégicos que asocian exposicion a los herbicidas e infeccion renal estén relacionados con este Ultimo tipo de
exposiciones.

Abstract: EFFECT OF THE HERBICIDE 2,4-DICHLOROPHENOXYACETIC ACID ON FIMBRIATION OF UROPATHOGENIC
BACTERIA. Claudia Balagué y Ana Maria Evangelista de Duffard. Acta Toxicol. Argent. (2006) 14 (1): 12-17. Epidemiological
data demonstrate, on rural populations, that the frequency of inflammatory lesions in renal tissue is higher for individuals
exposed to pesticides. Previous studies demonstrated that the herbicide 2,4-D altered the bacterial adherence properties to
renal tissue, mediated by fimbriae in uropathogenic Escherichia coli, but the mechanism involved is still unknown. The acid 2,4-
D has the ability to perform covalent bonds to proteins in gram-negative bacteria. Because of this fact, we hypothesized that
the 2,4-D acid binds proteins involved in the synthesis, export or ensemble of fimbrial subunits, modifying fimbrial expression.
In this work we demonstrated a covalent bond of the herbicide to outer membrane proteins in uropathogenic E. coli and a par-
allel decrease of fimbriation, assayed by three different methods: hemmaglutination, surface protein quantification and electron
microscopy. An important conclusion is that the accidental exposure of rural workers to 2,4-D may have a protective effect by
a decrease in fimbriation, when it is used in low doses and during a short period of exposure. But, it must be considered that
high doses and several days of exposure had adverse effects, like recurrence of infection, in the mouse model of ascending
pyelonephritis (Balagué et al, 2002). Probably, the epidemiological studies that associate the herbicide exposure with renal
infection were due to the last kind of exposure described.

Palabras clave: 2,4-D, fimbrias, Escherichia coli, infeccién urinaria.
Key Words: 2,4-D, fimbriae, Escherichia coli, urinary infection.

INTRODUCCION

La exposicion accidental u ocupacional a xeno-
bidticos puede maodificar la interaccion hospede-
ro-bacteria. Existen algunos datos epidemiolégi-
cos que demuestran que en poblaciones rurales la
frecuencia de lesiones inflamatorias de origen
infeccioso en el riidn es mayor en individuos
expuestos a pesticidas (7,9-13,4%) que en indivi-
duos controles (1,5%), (1). El acido 2,4-Diclorofe-
noxiacético (2,4-D) es un herbicida que se excreta
por la via renal de manera inalterada o, en baja
proporcién, en sus formas conjugadas (2) en el
sitio de adhesion de las cepas de Escherichia coli
productoras de pielonefritis - las células tubulares
renales -.

Las bacterias que exitosamente infectan el tracto
urinario poseen una constelacion de factores que
contribuyen a la virulencia (3). La adherencia bac-
teriana es un pre-requisito de patogenicidad, dado
que el sistema de flujo continuo de orina elimina
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permanentemente los microorganismos. Colonizar
especificamente a los tabulos renales a través de
interacciones adhesina - receptor requiere de la
presentacién de diversos tipos de adhesinas y/o
de una regulacion estricta de su expresion. Los
principales tipos de adhesinas de superficie de E.
coli uropatégena son de naturaleza fimbrial.
Duguid et al (4) describi6 que las fimbrias son
apéndices de la superficie celular bacteriana com-
puestas por subunidades proteicas ensambladas
que median la adherencia a células epiteliales y
simultdneamente la aglutinaciéon de eritrocitos; y
ademas clasificd a las fimbrias en dos tipos: las
que producian un tipo de hemoaglutinacion que se
inhibi6é por la adicién de manosa en el medio de
reaccion (manosa - sensibles, MS) y las hemoa-
glutinantes manosa - resistentes (MR).

En E. coli pielonefritogénica las fimbrias se en-
cuentran codificados en el cromosoma bacteriano
en un segmento denominado isla de patogenici-



dad. En esta cepa, los determinantes de virulencia
hallados constantemente, son hemolisina (una
proteina citolitica) y fimbria P o la fimbria relacio-
nada Prs (5,6). Se han descrito varios mecanismos
diferentes que intervienen en la regulacion de la
expresién de la fimbria P. Uno de ellos involucra al
fendmeno de variacion de fase, que permite a la
poblacion bacteriana el cambio de fase fimbriada
a no fimbriada con una frecuencia de 10 -2 células
por generacion (7).

Muy diversas condiciones del medio ambiente
regulan la expresion de la fimbria P tales como
cambios en la temperatura, osmolaridad y la adi-
cion al cultivo de concentraciones subinhibitorias
de algunos antibidticos u otros compuestos tales
como salicilato. Sin embargo no todos los cam-
bios ambientales alteran la expresién de P en el
mismo nivel regulatorio y algunos interfieren con el
ensamble de las subunidades fimbriales. Estudios
previos han demostrado que 2,4-D altera las pro-
piedades de adherencia mediada por fimbrias en
E. coli (8), si bien aln no se ha estudiado el meca-
nismo que podria estar involucrado. El objetivo de
este estudio fue conocer cual seria el mecanismo
por el cual 2,4-D modifica la colonizacion renal por
bacterias uropatdgenas en personas expuestas a
este herbicida.

MATERIAL Y METODOS

Ensayo de hemaglutinacion: La cepa uropatége-
na en estudio, T149, y la cepa control no patogé-
nica HB101 (9), fueron clasificadas segun su capa-
cidad de hemoaglutinacién. Para ello se obtuvie-
ron glébulos rojos humanos y de cobayo, elegidos
por sus receptores predominantes globdsidos y
mandsidos, respectivamente, se lavaron y resus-
pendieron en buffer fosfato salino (PBS, pH 7,2)
con o sin manosa al 2%. Se determind el titulo de
hemoaglutinacion de las cepas crecidas en agar
factor antigénico de colonizacion (CFA) y resus-
pendida en PBS hasta un valor de 10%° bacte-
rias/ml. Diluciones seriadas de la suspension de
microorganismos (50ul) se enfrentaron con una
gota de una suspension de cada tipo de eritrocito
al 5% en microplacas. La hemoaglutinacion se
observé por 10 min. a temperatura ambiente y se
consideré6 manosa - resistente cuando se produjo
el mismo titulo de aglutinacion en presencia de
manosa (10).

Ensayo de reconocimiento del receptor especi-
fico: La cepa T149 que resulté manosa-resistente,
a partir del ensayo anterior, fue caracterizada
seguln la especificidad de su receptor. Para ello, se
prepararon suspensiones en PBS de antigeno de
Forssman (GbO5) o de globosido (GbO4) de 200
pg/ml. A 0,5 ml de cada solucion se le agrego 20
[l de una suspension al 20% en PBS de eritrocitos
de cobayo y las mezclas fueron incubadas por 3 h
a 37°C. Luego de 3 lavados, los eritrocitos se
resuspendieron en PBS al 3 % y se usaron para
los ensayos de hemoaglutinacion descriptos ante-
riormente (11).
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Cuantificaciéon de hemolisina: Las cepas se
desarrollaron durante 4 h en caldo de carne alca-
lino suplementado con 0,2 % de glucosa. Luego
de una centrifugacion, los sobrenadantes en dilu-
ciones seriadas, se incubaron durante 2 h a 37°C
con igual volumen (0,5 ml) de una suspensién de
eritrocitos de carnero al 2 % en SE
Posteriormente se efectué una centrifugacion de 3
min. a 7.000 rpm para descartar los glébulos rojos
no lisados. La hemoglobina liberada se midié a
540 nmy el valor se normalizé por unidad de den-
sidad optica (DO) de cultivo bacteriano (12).
Determinacion de proteinas de superficie: La
extraccion de proteinas de superficie se realizo
segun la técnica descripta por Hoschitzky et al
(13). Brevemente, en 2ml de NaCl 75mM se sus-
pendieron 1013 bacterias/ml desarrolladas en
agar CFA durante 24 h. Las suspensiones se
calentaron a 65°C durante 30 min. con agitacion.
Luego de una centrifugacion para separar las bac-
terias defimbriadas, el sobrenadante se traté con
glicina 20 MMy EDTA 5 mM y se precipitd con sul-
fato de amonio 10%. Para separar a los lipidos
contaminantes se redisolvieron en etanol al 50% vy
se precipitaron las proteinas de superficie con LiCl
250 mM. Se realiz6 su cuantificacion por el méto-
do de Bradford (14).

Microscopia electrénica: Se realizé la observa-
cion de las células bacterianas por tincion negati-
va. Se colocé una gota de cada suspensién bac-
teriana de 100 - 10! bacterias/ml, desarrolladas
en caldo CFA, en la superficie de una grilla sopor-
te recubierta con Formvar (polivinil formaldehido).
Se mezclé una gota de colorante negativo electro-
denso (1 % de acido fosfotungtico) y se dej6
secar. La observacion de 100 células por ensayo
se hizo en un microscopio electrénico de transmi-
sion perteneciente al Centro de Investigacion en
Ciencias Veterinarias (INTA, Castelar). Las fimbrias
y flagelos se vieron como estructuras filamentosas
transparentes al haz de electrones.

Ensayos con 2,4-D: Se efectuaron todos los
ensayos anteriormente descriptos, en medios
controles o suplementados con distintas concen-
traciones de 2,4-D (Sigma Chemical), segun se
observa en tablas y figuras.

Determinacion de la union del 2,4-D a proteinas
de E. coli: Las cepas bacterianas se desarrollaron
en 10 ml de medio Vogel-Bonner (V-B) durante 6 h
a 37°C. Luego de sucesivos lavados, los microor-
ganismos se resuspendieron en 2 ml de PBS. La
exposicion de las células comenzo con el agrega-
do del herbicida **C-2,4-D (2.10°% dpm/ml) conjun-
tamente con una solucion concentrada de 2,4-D
(en etanol) para lograr una concentracion final de
100 puM de 2,4-D. La incubacién se realiz6 duran-
te 2 h a 37°Cy luego de 3 lavados las bacterias se
resuspendieron en 1 ml de PBS. Los niveles del
xenobidtico radioactivo unido a las proteinas de E.
coli se determinaron precipitando la suspension
con igual volumen de acetona (4°C), se centrifugé
(2.000 rpm durante 10 min.) para obtener el sedi-
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mento de proteinas y se lavo
varias veces para eliminar el

Especie de eritrocitos y receptor

radioactivo libre. Finalmente, el

. e N Cepa
sedimento se solubilizé en Tris 50

Humanos grupo
A (P1)

Tipo

Cobayo fimbrial

mM (pH 7,4), 2% SDS , y se lo
calenté a 80°C durante 10 min.

manosa - manosa GbO5 GbO4

Los niveles de #C provenientes

- . T149
de las proteinas bacterianas se

1,81£0,17

1,81£0,00| - - - 1,81£0,17 P

midieron por espectrometria
liquida de centelleo. Se tomaron

HB101 -

alicuotas conteniendo 400 ug de
proteinas, se las coloc6 en viales
con 3,5 ml de medio de centelleo
[PPO 5 mg/ml y POPOP 0,5

Tabla I. Titulos de hemoaglutinacion de eritrocitos recubiertos de receptores especificos.
Los valores se expresan como el log de la inversa de la maxima dilucion con aglutina-
dos visibles y representan la media de tres ensayos independientes + DS.

GbO5: globopentaosilceramida o antigeno de Forssman; GbO4: globotetraosilceramida

mg/ml en Tritén X-100 — Tolueno  © globdsido.

(34:66)] y se realiz6 la lectura en

un espectrofotbmetro de cente- -

lleo liquido (Beckman Instruments . Titulo de Proteinas de Células
Co, Fullerton, CA). La eficiencia  [M*!% SUPISMeN Ihemoagiutinacion 2| SUPSTCR® (M9/9 | fimbriadas (%) b
de conteo se determiné mediante P

el método de estandar externo control 1,81 £ 0,17 0,24 + 0,06 80 = 12
segun Horrocks (15). Luego, las

proteinas se resolvieron mediante 2,4-D 0,1 mM 1,20 = 0,00 * 0,12+ 0,04 * 25+9*
electroforesis en gel de poliacrila-

mida con dodecilsulfato de sodio 2,4-D1mM 0,90 + 0,17 ** 0,05 = 0,01** 8x2*

(SDS-PAGE) al 12%. Se sumergio
el gel en solucion intensificadora
de sefal (Enlighting Amershan)
durante 45 min. y se seco al
vacio. El gel se expuso frente a
una placa X-Omat de alta sensi-
bilidad a —-80°C durante 2 meses.
Analisis estadistico: Todos los
datos se presentan como la media = el desvio
estandar, las diferencias fueron analizadas por
ANOVA seguido de la prueba de comparaciones
multiples de Tukey-Kramer.

RESULTADOS

Identificacion de las fimbrias: Los resultados de
las cepas estudiadas por hemoaglutinacion se
representan en la Tabla I. T149 se presenté como
una cepa P fimbriada, mientras que HB101 no
revel6 fimbrias hemoaglutinantes.

Efecto de 2,4-D sobre la hemolisina y sobre la
fimbriacién: La cepa T149 presentd caracteristi-
cas hemoliticas sobre glébulos rojos de carnero.
El titulo de hemolisina resulté 1:8 y se calcul6 en
base al porcentaje de hemdlisis que genera esta
dilucién con respecto a la méaxima hemoglobina
liberada (Absorbancia = 1). T149 alcanzé un 25 %
de este valor en la dilucion 1:8, mientras HB101 no
provocOd una hemodlisis significativa. El titulo de
hemolisina no se modific6 en presencia de 2,4-D
1 mM (Figura 1).

Los resultados cuantitativos de los efectos de 2,4-
D, ensayado en dos concentraciones diferentes,
sobre la fimbriacion de T149 se presentan en la
Tabla Il. Ambas concentraciones del herbicida (0,1
y 1 mM) disminuyeron la adherencia bacteriana a
glébulos rojos. Asimismo, los valores obtenidos
de la cuantificacion de proteinas superficiales y

Tabla Il. Efecto de 2,4-D sobre la adherencia a eritrocitos, proteinas de superficie y fim-
biacién de E. coli T149.

Los valores representan la media + DS de tres ensayos independientes; a log de la inver-
sa de la maxima dilucion con aglutinados visibles; b observadas por microscopia elec-
tronica; * p < 0,05, * p < 0,01 significativamente diferente respecto al control.

los nimeros de células fimbriadas fueron signifi-
cativamente menores por efecto de los tratamien-
tos. En las microfotografias electronicas se pre-
sentan algunos microorganismos representativos
de la poblacion en las condiciones de cultivo

09
0.8
0,7
06
0,5
0,4
03
0.2

0,1

Figura 1. Actividad hemolitica de las cepas, expresada como
la cantidad de hemoglobina liberada de glébulos rojos de
carnero. Los valores representan la media de tres experimen-
tos independientes +DS. La letra a significa exposicion a 2,4-D
a la concentracion 1 mM.
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il G300 CIF [ —
LaTo N R

Figura 2. Microscopias electronicas de células representativas de la poblacién de la cepa bacteri-
ana T149, desarrolladas en medio control (izquierda) o suplementado con 2,4-D 1 mM (derecha). Las
estructuras con aspecto de pelos son las fimbrias, mientras que las prolongaciones mas largas son
los flagelos bacterianos.

b 3000 THE 4]
-'Exiﬁ' amnst Bl

negativo. El tratamiento
con 2,4-D disminuyé la
proporcién de células
fimbriadas y ademas
cada célula mostré una
menor fimbriacion (de-
recha). Estas alteracio-
nes persistieron con la
concentracion 0,1 mM
del herbicida, no obs-
tante resultaron menos
notorias.

Union del 2,4-D a pro-
teinas bacterianas: El
2,4-D ha podido generar
uniones covalentes a
proteinas de bacilos
gram negativos (16).
Debido a este hallazgo,
se hipotetiz6 que la
unién del herbicida a
proteinas involucradas
en la sintesis, exporta-
cién o ensamble de las
subunidades podia alte-
rar la expresion de las
fimbrias; en consecuen-
cia se decidié analizar
esta posibilidad me-

400 KD

diante la union especifi-
ca del *C-UL-2,4-D a proteinas
en experimentos in vivo del culti-
vo bacteriano. La cantidad de
compuesto radioactivo unido a
proteinas esta representada por
la medida de la radioactividad, ya
que la precipitacién de las protei-
nas celulares fue seguida de lava-
dos exhaustivos (17). La radioac-
tividad detectada en la prepara-
cion proveniente de las bacterias
incubadas durante 2 h con el her-
bicida marcado correspondié a
una actividad especifica de 2.350
+ 200 dpm/mg de proteina para

Figura 3. Unién covalente del 14C-UL-2,4-D a proteinas de E. coli pielonefritogénica en
cultivos bacterianos. La calle 1 muestra a la cepa T149 y la calle 2 a la cepa HB101 no
patogénica. Izquierda: electroforesis de proteinas totales en gel de poliacrilamida al 12
%. Se sembraron en cada calle 30 pg. Derecha: fluorografia que demuestra exclusiva-
mente en la calle 1 unién covalente del 14C-UL-2,4-D con proteinas de pesos molecu-
lares préximos a los 40 kD. La ubicacién en ambos paneles fue corroborada mediante

los marcadores de peso molecular.

ensayadas (Figura 2). El 80% de las células bacte-
rianas desarrolladas en el medio control (izquierda)
se mostré abundantemente fimbriada y con algu-
nos flagelos. Las fimbrias tenian una longitud entre
0,25y 1 nm, y se encontraron distribuidas sobre
toda la superficie celular. Las zonas oscuras que
rodean a las células se asocian a los carbohidra-
tos de superficie que no excluyen el colorante
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la cepa T149. Al explorar la selec-
tividad del xenobiotico radioacti-
VO para unirse covalentemente,
se detect6 radiactividad median-
te fluorografia sobre bandas de
proteinas correspondientes a
pesos moleculares proximos a
los 40 kD para esta cepa uropa-
tdgena y no se detecto radioacti-
vidad en el perfil proteico de la cepa no patogéni-
ca HB101 (Figura 3).

DISCUSION

Debido a la relevancia de la fimbria P en la pielo-
nefritis y a su asociacion con hemolisina en la
misma isla de patogenicidad, se resolvid proseguir
los estudios previos de los efectos de 2,4-D sobre



Acta Toxicol. Argent. (2006) 14 (1): 12-17

la cepa que expresaba alto titulo de ambos facto-
res de virulencia (T149). Con anterioridad demos-
tramos alteraciones inducidas por 2,4-D en la
capacidad de adherencia a eritrocitos de esta
cepa (8). En este trabajo se demuestra que el her-
bicida disminuyé significativamente el contenido
de proteinas de superficie, resultados que son
confirmados y relacionados con fimbrias por
microscopia electrénica. Cabe destacar que el tra-
tamiento con ambas concentraciones del herbici-
da (0,1 y 1 mM) disminuyo la proporcioén de célu-
las fimbriadas del 80% al 25% y 8 % y adicional-
mente estas células revelaron una menor fimbria-
cion (Figura 2). Estos resultados demostraron que
las reducciones de los titulos de hemoaglutinacion
y la disminucién del contenido de proteinas de
superficie se debieron a una menor fimbriacion de
la poblacién bacteriana. Por el contrario, la pre-
sencia de flagelos y la actividad de la exotoxina
hemolisina no se encontré alterada por la exposi-
cion a 2,4-D, por lo que se dedujo que estos fac-
tores permanecieron intactos.

La disminucién de la expresién fimbrial puede
obedecer a varios mecanismos: una alteracion en
la exportacion y/o ensamble de las subunidades
proteicas a nivel de las membranas citoplasmatica
y/o externa, una inhibicién de la sintesis de las
mismas por alguno de los mecanismos regulato-
rios como variacion de fase, o una pérdida de la
isla de patogenicidad, como ha sido descripto
para otras cepas uropatogenas (5). Algunos de
estos eventos podrian ser descartados, asi si fim-
bria P y hemolisina se encuentran en la misma isla
de patogenicidad, no habria una delecion de la isla
en presencia de 2,4-D debido a que la actividad
hemolitica se mantuvo inalterada. Tampoco seria
probable una alteracion generalizada de las prote-
inas de exportacién de subunidades flagelares,
fimbriales y hemolisina por rigidez de las membra-
nas. Si bien previamente determinamos un au-
mento significativo en la proporcion de acidos
grasos saturados / insaturados (18), esta rigidez
no alteraria la funcionalidad de las proteinas de
membrana involucradas en la expresion de todos
los factores de virulencia.

La especificidad de la inhibicion fimbrial podria
responder a una modificacion de la sintesis, y/o
exportacion de las subunidades proteicas de
estas estructuras. La translocacion inicial de las
subunidades a través de la membrana citoplas-
matica ocurre por el sistema de secrecion general
Sec (19), dicha translocacion podria encontrarse
alterada por los cambios en el ambiente lipidico
de la membrana citoplasmatica. Una hipotesis
probable, entonces, seria una funcionalidad dismi-
nuida del sistema Sec. Sin embargo Sec es una
proteina esencial y la alteracién de su funcién
involucraria modificaciones de parametros de cre-
cimiento microbiano.

Estas modificaciones no fueron detectadas, tal
como se demostré previamente (18), por lo que
podria asumirse que la via de exportacion a través
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de la membrana citoplasmatica no se encuentra
alterada.

La fimbria P se exporta completamente por la via
chaperona periplasmica - acomodador de mem-
brana externa, y las proteinas implicadas son
especificas de cada tipo fimbrial. La unién cova-
lente a proteinas involucradas en la exportacion o
ensamble de las subunidades en la membrana
externa podria alterar la fimbriacion. Para corrobo-
rar esta presuncion se efectud el ensayo de unién
de 2,4-D radioactivo a proteinas de E. coli. La
banda radioactiva se detectd dentro del rango de
pesos moleculares de proteinas de membrana
externa (40 kD, Figura 3). Considerando que no se
reveld esta union covalente (2,4-D - proteina) en la
cepa no fimbriada HB101, podria tratarse de pro-
teinas de membrana externa implicadas en el en-
samblaje fimbrial como PapC y/o sus precursores.
Probablemente la unién del xenobidtico a estas
proteinas altere sus funciones de acomodadoras.
Otra probable hipotesis es que la union del 2,4-D
a proteinas de membrana dispare la variacion de
fase fimbrial. No se puede descartar la induccion
de variaciones de fase de estas fimbrias. Esta es
una respuesta muy rapida a cambios ambientales
y permite una adecuada adaptacion. Se conoce
que una proteina involucrada en el metabolismo
global de aminoacido y que responde a la con-
centracion de leucina intracelular (Lrp) participa de
este mecanismo regulatorio. Previamente, fue
descrito por Fabra et al (20) un ingreso disminuido
de leucina al interior celular de bacilos gram-nega-
tivos inducido por el 2,4-D.

Hasta el momento no existen evidencias claras
con respecto a cuales son las sefiales que dispa-
ran estos cambios de fase. Podria sugerirse que
los desbalances en la composicion de fosfolipidos
de la membrana citoplasmatica, asi como la unién
covalente del 2,4-D a proteinas de membrana
externa pueden desencadenar las transformacio-
nes fenotipicas observadas. La regulacion de la
expresion fimbrial ha sido estudiada generando
variantes del cultivo in vitro que simulan a las con-
diciones presentes dentro del huésped (tempera-
tura, osmolaridad, privacion de nutrientes), pero
no se conocen hasta el momento variaciones de
fase inducidas por la exposicidon a xenobioticos.
Resulta entonces de interés continuar con estos
estudios.

Una conclusion importante esta referida a que la
exposicion accidental de trabajadores rurales al
2,4-D en muy bajas dosis y durante un corto peri-
odo de tiempo tendria un efecto protector de la
pielonefritis por disminucion de la fimbriacion;
mientras que los altos niveles de exposicion pre-
dispondrian a la recurrencia del proceso infeccio-
so en el modelo de la pielonefritis ascendente no
obstructiva en ratén (8).

Seria importante determinar si los estudios epide-
miolégicos que asocian exposicion a los herbici-
das y cicatrices renales estan relacionados con
este Ultimo tipo de exposiciones.
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INSTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol. Argent.)
(ISSN 03279286) es el érgano oficial de difusion
cientifica de la Asociacion Toxicoldgica Argentina.
Tiene por objetivo basico la publicacion de trabajos
originales, comunicaciones breves, actualizacio-
nes o revisiones, temas de divulgacion, comenta-
rios bibliogréaficos, notas técnicas y cartas al editor.
Asimismo, se publicaran noticias relacionadas con
los diferentes campos de la Toxicologia.

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

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

+ Pagina 1: titulo, subtitulo, nombres completos del
o de los autores, laboratorio o institucién donde se
realiz6 el trabajo, direccion postal completa, inclu-
yendo codigo postal, correo electrénico, teléfono y
fax, autor al cual debe dirigirse toda la correspon-
dencia.

+ Pagina 2: titulo del trabajo en castellano e inglés
y resumenes de hasta 250 palabras en castellano
e inglés. Tres - cuatro palabras clave en castella-
no, portugués e inglés.

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

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

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

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

Los comentarios bibliograficos seran contribucio-
nes solicitadas por el Director. El autor debera emi-
tir una opinion fundamentada del trabajo some-tido
a su consideracion. Ademas debera incluir la
siguiente informacion: titulo en idioma original,
autor/es, edicion considerada, traductor, editorial y
sede de la misma, tomo o volumen, nimero de pa-
ginas y afno de edicion. Se indicara claramente
nombre del comentarista, institucion a la que per-
tenece y domicilio completo. El texto no podra ocu-
par mas de 2 (dos) péaginas.

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

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

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

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

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

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

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



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

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

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

+ Las citas bibliogréaficas en el texto se indicaran
mediante nimeros correlativos, por orden de apa-
ricién, entre paréntesis; por ejemplo: "la separa-
cion de las isoenzimas se hizo por electroforesis
de acuerdo a la técnica de Dietz y Lubtano (4)"
En el caso de citar articulos de méas de dos auto-
res, se indicard el apellido del primero seguido de
la expresion et al.: "Castané et al. (5) fueron los
primeros en..."

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

El formato de las citas es el siguiente:

Articulo en publicacion periodica:

"Malla Reddy, P. and M. Bashamohideen (1989).
Fenvalerate and cypemmerhrin induced changes

INSTRUCTIONS TO CONTRIBUTORS
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in the haematological parameters of Cyprinus car-
pio. Acta Hidrochim. Hidrobio. 17 (1), 101-107"
Libro: " Dix, H.M. (1981), Environmental pollution.
John Wiley & Sons, New York, 286 pp."

Las abreviaturas de la denominacioén de la revista
serén las que ellas mismas indican en su texto.

+ Cualquier modificacion excepcional de las nor-
mas estipuladas que los autores soliciten sera con-
siderada por el Director.

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

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

Toda la correspondencia referida a "Acta Toxico-
l6gica Argentina" debera ser dirigida al Comité
Editorial, Alsina 1441 (1088) Buenos Aires,
Argentina Telefax ++54-11-4381-6919.

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

Acta Toxicologica Argentina (Acta Toxicol. Argent.)
(ISSN 03279286) is the official journal of the
Asociacion Toxicolégica Argentina (Argentine
Toxicological Association) for scientific diffusion.
Acta Toxicoldgica Argentina (herein below "Acta")
is basically aimed at publishing original full-length
papers, short communications, reports on research
in progress or review papers, topics of interest to
workers in Toxicology, book reviews, technical
communications as well as letters to the Editor.
News relevant to the different fields of Toxicology
will also be published.

ATA will publish articles written in either Spanish,
Portuguese or English. Every article will be evalua-
ted by two examiners. Only the Editorial Board will
be responsible for selecting articles with —that is,
decisions about (a) rejected articles, (b)accepted
articles with, however, changes to be introduced by
authors, or (c) accepted articles with no changes
whatsoever are a privilege of the Editor Board. In
all cases, authors will receive an unsigned copy of
the examiners’ evaluation. Scientific original manu-
scripts submitted to the consideration of the
Editorial Board should adhere to the following basic
format:

+ Page 1: Title, and subtitle of paper. Author’s full
names; academic or professional affiliation, and
complete name of the laboratory or institution
where research was done.

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

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

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

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

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

Review papers, updating, and reports on research
in progress should be as concise as can be. Such
articles should not exceed three pages. Their
wording should address a scientifically educated
reader-ship that, however, can be unfamiliar with
topics involved. Review papers, updating, and
reports on research in progress previously request-
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ed to authors by the Editorial Board will be privi-
leged.

Book review should have been requested to
authors by the Editor. Authors should sustain their
contention on the book submitted to their attention.
Besides, authors of any book review should submit
the following information: Title of the book in its
original language, full names of authors or editors
of the book, edition number of the book, transla-
tor’s name if any, publisher’s full name, city, volume
number if any, number of pages and publishing
years. The full name and academic or profession-
al affiliation of the author of any book review should
be stated clearly. Book review should not exceed
two pages.

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

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

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

-Organisms should be denominated according to
internationals standards. Gender and species
should be stated unabridged. When using a com-
puter word processor, authors should use italics.
When using a typewriter, authors should underline.
-lllustrations (photographs, diagrams, etc.) should
be made on top quality materials, the technique of
which should allow illustration to be reproduced
without special treatments whatsoever. It is advis-
able that illustrations be the same size as in Acta
page. As regards illustrations that must be
reduced, authors should see to it that letters, fig-
ures, and/or any other element in illustration be
bigger-sized on the original so that such letters, fig-
ures or elements be still clearly readable once illus-
tration has been reduced. lllustrations should also
be sent in triplicate (one original and two copies).
On the reverse of illustration the following elements
should be written with a soft lead pencil: Figure
corresponding to illustration, last name (surname)
of author (or first author). An arrow should point out
the upper pan of illustration. Captions to illustration
should be typed on a separated sheet.

INSTRUCOES PARA OS AUTORES

Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol. Argent.),
(ISSN. 153279286) é o orgao especial de difuséo
cientifica da Associagdo de trabalhos originais,
livros, comunicagdes, actualiza¢gdes ou revisoes,
tema de divulgacdo, comentarios bibliograficos,
notas técnicas e cartas ao editor. Igualmente serao
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Authors should be aware that any extra change
caused by the printing of illustrations will be levied
for each illustration.

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

-Literature references in the text should be given at
the appropriate places by numbers between
brackets. For example: "lsoenzymes separation
was performed by electrophoresis according to a
technique developed by Diestz and Lubrano (4)".
When referring to an article written by more than
one author, the last name (surname) of the first
author will be followed by "et al." For example:
"Castané et al. (5) have been the first researches in..."
+ Literature references should be listed under the
heading "References". References should be
arranged according to the numbers given to citations
in the text of article. Format of references is as
follows:

* A paper published in a journal.

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

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

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

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

Proofs will be sent to author whose address has
been stated in paper. Author should review proof
and airmail proof back to the Editor as soon as
possible (with in 48 hours of receiving proof, in the
Argentine Republic).

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

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

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

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

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

publicadas noticias relacionadas com diferentes
campos da Toxicologia.

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



Editorial. Este processo determinara que o men-
cionado Comité opte por eliminar, aceitar com
alteracdes ou aceitar para publicagdo o trabalho
submetido para sua consideracdo. Em todos os
casos 0s autores receberéo copia sem assinatura
da opinidao dos avaliadores.

As contribuicdes cientificas originais enviadas a
consideracdao da Acta deverdo ajustar-se a
seguinte estrutura basica:

+ Pagina 1: titulo, subtitulo nomes completos do ou
dos autores, laboratorio ou instituicio onde se
realizou o trabalho; enderego postal completo,
incluindo codigo postal, telefone e fax; autor ao
qual toda a correspondéncia devera ser dirigida.

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

+ Pagina 3 em seguida: o Introdugcéo, Material e
Métodos, Resultados, Discusséo,

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

Junto con as cdpias do manuscrito, os autores
deverdo enviar uma versdao em disquete (de 3
1/2"), em um dos seguintes processadores de
texto: WORD for MS-DOS, WORD for MACIN-
TOSH, WORD PERFECT for MS-DOS. Caso os
revisores recomendem revisdo do trabalho, a nova
versdo também devera ser acompanhada de uma
copia em disquete e 3 jogos do texto em papel.
As comunicac¢des breves deverao respeitar um for-
mato semelhante ao indicado para as con-
tribuicdes cientificas. O texto néo
necessariamente sera dividido nas panes indi-
cadas (Introdugéo, Material e Métodos, etc.); ndo
obstante, devera conter em forma concisa a infor-
macao que corresponde a estas partes. A exten-
s&o desta categoria de aportes nao devera super-
ar 3 (tres) paginas.

As revisdes, actualizacbes e temas de divulgacao
deverao ser 0 mais conciso possivel e sua exten-
sdo nao excedera de 6 (seis) paginas. Sua
redacao devera contemplar leitores com formagéo
cientifica, porém, estranhos ao tema.
Considerar-se-ao preferentemente as revisdes
solicitadas pelo Comité Editorial.

Os comentarios bibliograficos serao contribui¢cdes
solicitadas pelo Diretor.

O autor devera emitir uma opinidao fundamentada
sobre o trabalho submetido & sua consideracao.
Além disso, devera incluir a seguinte informacao:
titulo em edioma original, autores, edicao conside-
rada, tradutor, editorial e respectivo

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

Sera claramente indicado 0 nome do comentarista,
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instituicdo a qual pertence e endereco completo. O
texto ndo podera ocupar mais que 2 (duas) paginas.
As notas técnicas referir-se-d0 exclusivamente a
modificacdes de métodos, determinagcdo dos
respectivos erros etc. Sua extenséo nao ultrapas-
sard 2 (duas) paginas; ao final deverao constar os
dados que identifiquem claramente os autores.

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

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

+ Em todos os casos dever-se-a consignar no
angulo superior direito de cada folha o sobrenome
do autor ou do primeiro autor e 0 numero correlati-
vO que corresponde, inclusive as paginas com
quadros.

* No caso de substancias quimicas, se adotara
como referencia prioritaria as normas da IUPAC.

+ Os organismos serdao denominados segundo as
normas internacionais, indicando sem abreviaturas
0 género e a espécie em itdlico ou sublinhados.

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

+ Serao enviados um jogo de originais e duas copias.
Cada uma das ilustracdes deverd levar no verso,
escrito com lapis suave, o numero que lhe corres-
ponda, nome do primeiro autor e mediante uma
seta sera indicada a posigdo superior. Os titulos
irdao em folha separada.

+ Os custos adicionais que possam produzir-se
pela edi¢cdo do referido material ficaréo a cargo do
autor.

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

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

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

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

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

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

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

+ As abreviacdes do nome das revistas serdo as
que el as mesmas indiqguem no texto.

+ Qualquer modificagdo excepcional das normas
estipuladas que os autores solicitem sera conside
rada pelo Diretor.

+ As provas de impresséo serdo enviadas ao autor
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indicado como receptor da correspondéncia.

* As mesmas serdo revistadas e devolvidas dentro
de 48 horas apds recebidas.

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

Toda a correpondencia relativa a Acta Toxicoldgica
Argentina

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

Solicita-se troca com outras publica¢des tematica-
mente afins com a Acta Toxicoldgica Argentina.



