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EXPOSICION A ESTIRENO EN CABINAS PREFABRICADAS.
ESTUDIO COMPARATIVO 2003 - 2005

Cousillas, Adriana;* Martinez, Gabriela; Mafay, Nelly

Catedra de Toxicologia e Higiene Ambiental, Facultad de Quimica. General Flores 2124. Uruguay Tel: 00598 2 9241809
* Correspondencia E-mail: azcousil@fg.edu.uy

Resumen: EXPOSICION A ESTIRENO EN CABINAS PREFABRICADAS. ESTUDIO COMPARATIVO 2003 - 2005. Adriana
Cousillas; Gabriela Martinez; Nelly Mafiay. Acta Toxicol. Argent. (2007) 15 (2): 35-38. Los objetos fabricados con las resinas
reforzadas pueden liberar al medio ambiente, vapor de estireno, lo que conlleva a tener una exposicion al disolvente. En
Uruguay, para el desarrollo de diferentes tareas administrativas, de vigilancia, de comercio, etc. se utilizan unas cabinas que
son fabricadas con resinas de poliester no saturadas.

En un trabajo anterior se comprobd que existia exposicion a estireno en este tipo de cabinas.

El objetivo de este trabajo fue estudiar los riesgos higiénicos a los que esta expuesto el personal de empresa que desarrolla
sus tareas administrativas en cabinas de fibra de vidrio reforzadas de resina.

Se realizaron muestreos ambientales en cabinas ubicadas en diferentes zonas del Montevideo durante el afio 2004 y 2005. Los
valores de referencia que se utilizaron fueron los de la American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) de
2006.

El trabajo realizado demuestra que no existe exposicion del personal a vapores de estireno en sus lugares de trabajo con el
consiguiente riesgo descrito para estos productos. Considerando los resultados del afio 2003, se concluye que los valores
obtenidos ese afio fueron puntuales del tipo de cabinas.

Palabras clave: Estireno; Monitoreo de ambiente de trabajo; Cabinas de fibra de vidrio.

Abstract: STYRENE EXPOSURE IN PRE-BUILT CABINS COMPARATIVE STUDY 2003 - 2005. Adriana Cousillas; Gabriela
Martinez; Nelly Mafiay. Acta Toxicol. Argent. (2007) 15 (2): 35-38. The objects made with reinforced resins can release styrene
steam to the indoor environment, which involves worker's exposure to this toxic solvent. In Uruguay, some administrative, com-
merce, and more tasks are carried out in those fiber glass cabins which are manufactured with those resins.

In a previous study we had high values of styrene in air and his metabolites in urine for people working in this buildings. The
aim of this study is the evaluation of the hygienic risks to exposed workers from different companies who perform their admin-
istrative tasks in reinforced fiber glass cabins. Environmental samplings were made. The reference values used were those of
the American Conference of Industrial Governmental Hygienists of 2005 (ACGIH). The results obtained demonstrates that there
was no exposure to styrene released from the cabin. The study in 2003 was a particular cabins problem.

Key words: Styrene; Indoor air monitoring; Fiber glass cabins.

INTRODUCCION

El estireno se conoce también. como vinilbenceno,
etenilbenceno, cinameno o feniletileno. Es usado,
como diluyente reactivo para resinas de poliester
no saturadas tiene un olor desagradable y es un
conocido irritante para los ojos, nariz y garganta.
A altas concentraciones, la exposicion a vapor de
estireno produce narcosis y la exposicion repetida
puede inducir efectos citogénicos de linfocitos
periféricos en las personas expuestas en ambien-
tes laborales. La actividad cancerigena en el hom-
bre sigue siendo incierta pero se ha reportado
este efecto en animales. (1,2)

Estas resinas plasticas, reforzadas con estireno,
se emplean para la fabricacién de objetos de gran
volumen como piscinas, yates, carrocerias de
automoviles, cabinas y otras partes de vehiculos,
contenedores, tubos, laminas y también en pintu-
ras y cementos. (2-4)

La mayoria de estos productos contienen estireno
en forma de una cadena larga (poliestireno) como
también estireno sin formar cadenas. Bajos nive-
les de estireno también ocurren naturalmente en
una variedad de alimentos tales como frutas, hor-
talizas, nueces, bebidas y carnes. (4)

El estireno (liquido o vapor), puede penetrar en el
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organismo por inhalacién o por via dérmica. En el
organismo es oxidado a 6xido de estireno y segui-
damente hidrolizado a estirenglicol que se trans-
forma en acido mandélico y luego en acido fenil-
glicoxilico. (5). Una pequefia porcién puede ser eli-
minada por vias respiratorias en forma inalterada
pero la mayor parte lo hace a través de la orina
como acido mandélico y acido fenilglicoxilico, con
una vida media entre 5y 10 horas (1)

Los objetos fabricados con las resinas reforzadas
pueden liberar al medio ambiente, vapor de esti-
reno (2) lo que conlleva a tener una exposicion
indirecta al disolvente.

En Uruguay, estas cabinas son ampliamente utili-
zadas para el desarrollo de diferentes tareas:
administrativas, de vigilancia, de comercio, etc.
Existe gran variedad de las mismas, de diferentes
procedencias, calidad y tamafio. La gente puede
trabajar todo el dia dentro de ellas (con diferentes
grados de confort) o utilizarlas en forma parcial.
Las sustancias utilizadas en el proceso de fabrica-
cion de cabinas son: cera desmoldante, alcohol
polivinilico, resina isoftélica, resina viniléster,
agente tixotrépico (SiO2), acelerante A (con cobal-
to), monémero de estireno.

Los pasos para la fabricaciéon son los siguientes:
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« Fase 1: se usa cera desmoldante y alcohol poli-
vinilico

« Fase 2: se aplica gel coat: mezcla de resina isof-
télica, resina viniléster, agente tixotrépico, ace-
lerante A y monoestireno

» Fase 3: para finalizar el proceso se utiliza resina
de poliéster insaturada, preparada a partir de resi-
na ortoftalica, monoestireno, acelerante A y pero-
xido de metiletilcetona

Es normal verlas por la ciudad de Montevideo y en
otras ciudades del interior del pais.

ANTECEDENTES

En el afio 2003, a través de un asesoramiento que
realiz6 la Catedra de Toxicologia, se realizé una
evaluacion de los riesgos higiénicos en el personal
de una empresa que desarrollaba sus tareas admi-
nistrativas en cabinas de fibra de vidrio reforzadas
de resina. Los empleados se quejaban del olor y
presentaban malestares durante el desarrollo de
las tareas administrativas.

El estudio se realiz6 en 3 centros poblados del
interior del Uruguay (6).

Se realizaron mediciones ambientales (estireno en
aire) y bioldgicas (4cido mandélico en orina). En
aquel afio, 2003, se concluyd que existia exposi-
cién del personal a vapores de estireno en sus
lugares de trabajo con el consiguiente riesgo des-

crito para estos productos. Los resultados con-
cordaban con la sintomatologia que presentaban
las personas. Se realizé un detallado informe a la
empresa que decidid cerrar las cabinas y despla-
z0 el personal a otras areas mientras se consegui-
an locales adecuados para la realizacion de las
tareas administrativas.

OBJETIVO

La Catedra de Toxicologia e Higiene Ambiental ini-
cia en el afio 2004, una investigacion sobre la
posible exposicion del personal que utiliza cabi-
nas de fibra de vidrio reforzadas con estireno. El
objetivo fue evaluar si los resultados del asesora-
miento del 2003, fueron sobre un hecho puntual, o
si se trataba de una situacion general.

MATERIAL Y METODOS

El proyecto del afio 2004 consistié en iniciar una
investigacion con las empresas que fabrican o
ensamblan este tipo de cabinas pero no acepta-
ron la propuesta. Fue una tarea complicada inten-
tar hacer el relevamiento de las empresas por el
temor de los empresarios de que los resultados no
fueran aceptables y por consiguiente tener proble-
mas con el personal o sindicales.

Después de un gran esfuerzo con notas y entre-
vistas, se invitd a participar del estudio a empre-

Tabla 1. Descripcion de los lugares y condiciones de muestreo en el afio 2004.

Fecha Empresa Lugar Clima/ Temp.. Tamaio cabina FIujp Tierppo

dentro de cabina en metros L/min min
17/03/04 1 Hipédromo soleado / 29°C 1x1x2 0,34 188
17/03/04 1 Hipédromo soleado / 29°C 1x1x2 1,17 188
17/03/04 1 Hipédromo soleado / 31°C 0,75x0,75x2 0,20 178
17/03/04 1 Hipédromo soleado / 28°C 1x1x2 0,37 172
17/03/04 1 Hipédromo soleado / 28°C 1x1x2 0,19 172
24/05/04 2 Puerto lluvia / 20°C 4x2x2 0,15 164
24/05/04 2 Puerto lluvia / 20°C 4x2x2 0,35 165
25/05/04 2 Puerto lluvia / 19°C 4x2x2 0,34 156
26/05/04 2 Puerto lluvia / 17°C 4x2x2 0,17 140
26/05/04 2 Puerto lluvia / 18°C 4x2x2 0,17 156
07/05/04 3 Laboratorio lluvia / 18°C 2x2x2 0,35 36
17/05/04 3 Laboratorio lluvia / 19°C 2x2x2 0,17 36
07/06/04 4 Fabrica soleado / 20°C 1x1x2,5 0,17 241
07/06/04 4 Fabrica soleado / 21°C 1x1x2,5 0,35 237
07/06/04 4 Laboratorio soleado / 20°C 1x1x2,5 0,35 237
21/05/04 5 Courrier Sin dato 4x2,5x2 0,17 240

- 36 -
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Figura A. Cabina en el puerto de
Montevideo (24/05/04).

Figura B. Cabina en courrier particular (21/05/04).

Tabla 2. Descripcion de los lugares y condiciones de muestreo en el afio 2005.

Catin el
Fecha 15/09/05 19/09/05 22/09/05
Flujo L/min 0.2 0.2 0.2
Tiempo (min) 378 360 234
T (°C) / Hr (%) 24.0/35.4 241/ 45.0 26.2/31.0

sas de seguridad
privadas, que utili-
zaban este tipo de
cabinas para sus
empleados. Afortu-
nadamente, en este
caso, hubo una bue-
na aceptacion y se
realizo el trabajo en
el mismo afio 2004.
Aceptaron a partici-
par 5 empresas de
vigilancia reconoci-
das en el pais. Se
evaluaron 16 cabi-
nas distribuidas en
Montevideo y en ca-
da una se tomé una
muestra ambiental
(Tabla 1).

Las Figuras A y B muestran algunas de la cabinas
que se utilizaron para el trabajo.

En el afio 2005, se repitid el estudio en otras 3
cabinas de Montevideo ubicadas en 3 barrios dife-
rentes. Se realiz6 también, un muestreo ambiental
en cada una (Tabla 2). En la Figura C se observa

Figura C. Equipo de muestreo
en la cabina de la Facultad de
Quimica.

-37-

el equipo utilizado en la Facultad de Quimica
durante el muestreo del dia 19/09/05.

La toma y andlisis de muestras se realiz6 segun el
Instituto Nacional de Seguridad y Salud Ocu-
pacional de Estados Unidos, NIOSH (método
1501) (7) Se utilizaron tubos de carbén (150/50
mg) y bombas autébnomas, con un flujo conocido.
Los tubos se trasladaron al laboratorio, se colocé
el carboén en viales, se agreg6 disulfuro de carbo-
no. Se realizd el andlisis para la identificacion y
cuantificacion de estireno por Cromatografia de
Gases con detector de llama (FID). El limite de
deteccion del Cromatégrafo de gases utilizado
SRI 8610 para el estireno es de 2 ppm.

RESULTADOS

La American Conference of Governmental
Industrial Hygienists (ACGIH) (8) establece los
valores TLV (Threshold Limit Value) que se refieren
a concentraciones ambientales. aceptadas para
diferentes contaminantes presentes en ambientes
laborales. Nuestro pais adopta dichos valores a
través del Ministerio de Salud Pablica del Uruguay.
El nivel recomendado por ACGIH (2006) es 20
ppm, lo que corresponde a 85.2 mg/m3.

Todas las muestras tomadas en los afios 2004 y
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2005 dieron por debajo del limite de deteccion.

CONCLUSIONES

Los valores de vapores estireno en el ambiente
laboral del afio 2003 superaron en todos los casos
el valor de 100 mg/m? de aire.

A través de este estudio se concluye que el traba-
jo del afio 2003 fue un hecho puntual, una situa-
cion particular denunciada.

Sin embargo, a pesar de no haber detectado la
presencia de estireno en los estudios del 2004 y
2005, se recomienda tener en cuenta la posible
exposicion a estireno frente a problemas de salud
para personas que permanezcan en este tipo de
construcciones.
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ESTUDIO DE GENOTOXICIDAD DE Picrasma crenata (Vell.) Engl.
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Resumen: ESTUDIO DE GENOTOXICIDAD DE Picrasma crenata (Vell.) Engl. -SIMAROUBACEAE-. Roxana M. Roldan;
Maria F. Noriega.; Marcelo L. Wagner; Alberto A. Gurni y Graciela B. Bassols. Acta Toxicol. Argent. (2007) 15 (2): 39-42. En la
medicina popular se utiliza el lefio de Picrasma crenata en infusion como pediculicida y como ténico amargo no astringente.
Los principios activos responsables de la actividad son los quasinoides. Los objetivos de este trabajo son: determinar la acti-
vidad de las infusiones sobre el desarrollo de raices y la division celular mediante el Test de Allium cepa; analizar la correla-
cion de las concentraciones y los parametros macro y microscépicos e interpretar la posible genotoxicidad de la infusion. Las
concentraciones empleadas fueron 2,5 mg%; 5,0 mg%, 10,0 mg%, 20,0 mg% y 40,0 mg%. Se observé una correlacion esta-
disticamente significativa de las concentraciones con las longitudes de las raices y las anomalias macroscopicas; ademas, una
correlacion significativa de los indices mitéticos con las longitudes de las raices y las anomalias microscopicas. Asi, se puede
inferir que los extractos en las concentraciones ensayadas podrian presentar actividad genotdxica.

Palabras clave: Picrasma crenata; Test de Allium cepa; Genotoxicidad.

Abstract: GENOTOXICITY STUDY ON Picrasma crenata (Vell.) Engl.-SIMAROUBACEAE-. Roxana M. Roldan; Maria F
Noriega.; Marcelo L. Wagner; Alberto A. Gurni y Graciela B. Bassols. Acta Toxicol. Argent. (2007) 15 (2): 39-42. Infusions of
Picrasma crenata woods are used in folk medicine against lice and as a non astringent bitter tonic. The active principles respon-
sible for the activity are the quasinoides. The objectives of this work are: to establish the activity of the infusions on the devel-
opment by roots and the cellular division by means of the Test of Allium cepa; to analyze the correlation of the concentrations
with macro and microscopic parameters and to conclude about the possible genotoxicity of the infusion. The used concen-
trations were 2.5 mg%; 5,0 mg%, 10,0 mg%, 20,0 mg% and 40,0 mg%. A statistically significant correlation between the con-
centrations and the roots lengths and macroscopic aberrations and a significant correlation between the mitotic index and the
roots lengths and microscopic aberrations have been observed. Thus, it is possible to deduce that the extracts in the tested
concentrations could present genotoxic activity.

Key words: Picrasma crenata; Allium cepa test; Genotoxicity.

Palavras chaves: Picrasma crenata; teste da Allium cepa; Genotoxicidade.

INTRODUCCION

Picrasma crenata (Vell.) Engl. [= Aeschrion crenata
Vell., Picrasma palo amargo (Speg.) Speg.] -
(Simaroubaceae), es un arbol que crece en el este
de Brasil y el noroeste de la Republica Argentina
principalmente en la provincia de Misiones. Es
conocida en la region con los nombres vulgares de
“palo amargo”, “cuasia”, “paraih”, entre otros
1,2).

En la medicina tradicional argentina, el tallo entero
se emplea, en forma de infusion, como antiperio-
dico, antisifilitico y ténico (1). El lefio se utiliza
como amargo en la composicion de bebidas alco-
hélicas y aperitivos (Foto 1); también se lo usa
como insecticida y en la elaboracion de tinturas
alcohdlicas como sustituto de la Quassia amara L.
y de Picrasma excelsa (Swartz) Planchon. para el
tratamiento de la pediculosis (3).

Polonsky y Lederer, en 1959, aislaron del lefio de
palo amargo 2,6-dimetoxibenzoquinona y cuassi-
na (4,5). Posteriormente se han aislado varios
alcaloides con estructura 2-carbolina: 1-carbome-
toxi-2-carbolina; 1-etil-4-metoxi-2-carbolina (cre-
natina) y 1-etil-4,8-dimetoxi-2-carbolina (crenatidi-
na) (5). Ademas, se aislaron tres cuasinoides: 12-
norcuasina, paraina e isoparaina (6).

Los cuasinoides son los compuestos que se

encuentran en mayor cantidad en el lefio de P, cre-
nata. Son principios amargos y poseen activida-
des farmacolégicas importantes como antiviral,

Foto 1: lefio de Picrasma crenata
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antimalarico, amebicida, antitumoral, antileucémi-
co y citotoxico (4,7). En la actualidad se estan
estudiando los principios amargos para ser utiliza-
dos como insecticidas en cultivos y en alimentos
almacenados (8).

Los objetivos del presente trabajo son :

a) Determinar la correlacion entre la actividad de
las diferentes concentraciones de la infusion, el
desarrollo de las raices y la division celular (mito-
sis) mediante el test de Allium cepa (test de pri-
mera aproximacion).

b) Analizar la correlacién de las diferentes concen-
traciones de la infusién y los pardmetros macro y
microscopicos.

C) Interpretar, en base a los resultados obtenidos,
la posible actividad genotdxica del extracto.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon muestras comerciales de lefio
autenticadas, provenientes de la provincia de
Misiones, Republica Argentina.

Se trabaj6 con infusiones preparadas segln
Farmacopea Nacional Argentina VI edicion (9).
Las concentraciones empleadas para dicho estu-
dio fueron 2,5 mg%,; 5,0 mg%; 10,0 mg%; 20,0
mg% vy 40,0 mg%

El ensayo genotdxico utilizado fue el Test de
Allium cepa siguiendo el modelo de Fiskesjo (test
de primera aproximacion)(10).

Se seleccionaron 50 bulbos de cebollas (Allium
cepa L. -Alliaceae-), de 5 cm de didmetro prome-
dio adquiridos en el comercio. Se lavaron, se des-
pojaron de las catéfilas externas, sus discos se
rasparon y eliminaron las raices preexistentes, con
el fin de dejar expuestos los primordios radicales.
Asi preparados se colocaron en agua durante 48
horas. Luego se realizd una seleccién de las cebo-
llas tomando como parametro el buen desarrollo
de sus raices. Se dividieron en lotes de 5 bulbos
cada uno, para las concentraciones a testear y
para los controles. Posteriormente se pusieron en
contacto con las distintas infusiones a ensayar por
el término de tres dias. Al tercer dia se retiraron 5
raices de cada bulbo y se realiz6 el “squash” de
cada éapice a fin de analizar los pardmetros
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Foto 2: Cromosomas arrestados

Foto 3: Cromosomas en c-mitosis

microscépicos. Los “squash” se tifieron con una
solucion de orceina lactopropidnica. Al cuarto dia
se cuantificaron las raices restantes, se midieron
sus longitudes y se analizaron los parametros
macroscopicos (tipificacion de anormalidades). Se
utilizé como control negativo agua mineral cuya
relacion Ca?*/ Mg?* fuera de 50-70 mg/l y como
control positivo una solucién de dicromato de
potasio (Cr,0,K,) 2.10°° M.

Determinacion de la toxicidad aguda

Los parametros macroscopicos analizados fueron:
longitud de las raices, cuantificacion vy tipificacion
de las anomalias apicales tales como ganchos,
tumores, necrosis, estrias, coloracién y gelatiniza-
cion (10).

Determinacion de la genotoxicidad

Se realizod en base a los parametros microscopi-
cos observados en el “squash”. Se analizaron
1000 células por apice y se determinaron los
siguientes parametros:

- Indice naimero de células en division
mitético = ~ - X 1000
(IM) numero de células totales
= indice namero de células en cada fase
de fases =— - — 000
(IF) numero total de células en division

- Cuantificacién de anomalias de cada fase y to-
tales.

- Tipificacion de anormalidades: cromosomas
arrestados (Foto 2), pegajosos, c-mitosis (Foto
3), “vagrant” (Foto 4), puentes cromosomicos,
entre otros.

= Andlisis estadistico: para el analisis estadistico
se empled el método de regresion lineal y corre-
lacion.

Foto 4: Cromosomas en “vagrant”



RESULTADOS

a) Determinacién de toxicidad aguda:

Sobre el total de raices que se desarrollaron se
calcul6 el porcentaje de anomalias macroscoépi-
cas (Tabla 1):

Tabla 1. Anomalias macroscopicas observadas.
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b) Determinacion de genotoxicidad:
Las anomalias microscopicas observadas para
cada concentracion (Tabla 3) fueron:
a) 2,5 mg%: cromosomas pega-josos y/o rezaga-
dos, vagrant, anafases arrestadas, con efecto c-
mitosis.
b) 5,0 mg%: cromosomas

Concentraciones

pega-josos Yy/o rezagados,
vagrant, anafases arrestadas,

2,5mg % 5 mg% 10 mg%

20 mg%

con efecto c-mitosis y puen-

40 mg% tes.

Tumores 2,5 % 6,8 % 6,4 %

c) 10,0 mg%: cromosomas pe-
gajosos y/o rezagados,
vagrant, anafases arrestadas,
con efecto c-mitosis.

23,3 %

Ganchos 3,8 % 5,1 % 71 %

d) 20,0 mg%: anafases arresta-
das, con efecto c-mitético.
e) 40,0 mg%: no se observaron

6,7 % f _ Ol
anomalias microscopicas.

ny —~—w3o0osS>

Puntas
necrosa-
das

8,8 % 18,2 % 18,6 %

Sobre la base del conteo de
células en cada fase y totales
se calcularon los distintos indi-
ces mitoticos y de fases cuyos

6,7 %

Concentracion al 2,5 mg%: tumores (2,5 %),
ganchos (3,8 %) y puntas necrosadas (8,8 %).
Concentracioén al 5,0 mg%: tumores (6,8 %),
ganchos (5,1 %) y puntas necrosadas (18,2 %).
Concentracion al 10,0 mg%: tumores (6,4 %),
ganchos (7,1 %) y puntas necrosadas (18,6 %o).
Concentracion al 20,0 mg%: tumores (25,0%),
ganchos ( 5,8%) y puntas necrosadas ( 3,8%).
Concentracion al 40,0 mg%: tumores (23,3%),
ganchos (6,7 %) y puntas necrosadas (6,7 %).
Ademas, se midieron las raices cuyos promedios y
rangos se muestran en la Tabla 2.

resultados aparecen en la
Tabla 2.

De acuerdo con los resultados anteriores se
determinaron las siguientes correlaciones:

a) 92 % entre las longitudes de las raices y las
concentraciones (0,02 < p < 0,05)

b) 91 % entre las anomalias macroscoépicas y las
concentraciones (0,02 < p < 0,05)

) 93 % entre los indices mitéticos y las longitudes
de las raices (0,02 < p < 0,05)

d) 91 % entre los indices mitdticos y las anomali-
as microscopicas (0,02 < p < 0,05)

Tabla 2. indices mitéticos y de cada fase, longitudes de las raices obtenidas y relacién porcentual de la anomalias macroscépicas
observadas en cada concentracion.

Concentracion

Concentracion

Concentracion

Concentracion

Concentracion

Control 2,5mg % 5mg % 10mg% 20 mg % 40 mg %
indice Mitético 3,4 % 1,25 % 1,37 % 1,20 % 1,6 % 0,00 %
Longitud 27 mm 17,9 mm 16,2 mm 11,9 mm 13,7 mm 12,9 mm
de raices (8mm - 50mm) |[(10mm - 26mm)| (6mm - 35mm) | (5mm - 31mm) | (6mm - 22mm) | (8mm - 23mm)
Al li
noma’ Iés 9,33 % 15,17 % 30,11 % 32,14 % 34,6 % 36,7 %
macroscopicas
indice de profase 56,54 % 55,27 % 60,36 % 59,20 % 69,6 % 0,00 %
- 0,00 %
Indice de metafase 18,85 % 18,44 % 14,02 % 12,27 % 4.3 %
indice de anafase 20,77 % 22,54 % 19,51 % 20,60 % 21,7 % 0,00 %
indice de telofase 3,65 % 2,46 % 6,10 % 7,94 % 4,3 % 0,00 %
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Tabla 3. Anomalias microscépicas observadas.

Concentracion
2,5 mg% 5 mg% 10 mg% 20 mg% 40 mg%
Cr. pegajosos + ++ ++ - -

Cr. vagrant + + ++ - -
cro&%%%t%?cos - + + - -
CLgedndnee + + ++ + -
FoEmisse + + + + -

DISCUSION Y CONCLUSIONES
Los valores obtenidos muestran una correlacion 2da. Ediciéon, Tomo |l, Fasciculo 8-2. Editorial

de las concentraciones analizadas con las longitu-
des de las raices y las anomalias macroscépicas;
asi como de los indices mitéticos con las longitu-
des de las raices y las anomalias microscépicas.
Por lo tanto, se puede establecer que existe una
relacién directa entre las concentraciones estudia-
das y las anomalias macro y microscopicas.

Se observo que a altas concentraciones se produ-
ce el arresto de la division mitética. Esto demues-
tra actividad genotOxica de este material en el
ensayo. El fenébmeno genotdxico también se aso-
cia a la presencia de cromosomas en c-mitosis y
pegajosos. De acuerdo con esto se puede inferir
gue las concentraciones empleadas por la pobla-
Cién serian seguras debido a que las anomalias se
presentan a concentraciones mas altas que las
utilizadas tradicionalmente.

Este test de Allium cepa es de caracter preliminar,
orientativo y constituye el punto de partida para la
realizacién de andlisis mas especificos y sensibles
(cultivos de linfocitos para la evaluacion de bio-
marcadores como test del cometa, intercambio de
crométides hermanas, cinética de proliferacion
celular, etc.) para poder evaluar un posible riesgo
genotéxico humano, ya que estos ensayos son in
vitro y no permiten una exacta correlacion con lo
que ocurre in vivo debido a las modificaciones que
ocurren en el organismo.
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Resumen: METABOLITOS DEL EFAVIRENZ COMO PROBABLE CAUSA DE FALSOS-POSITIVOS EN TEST
INMUNOLOGICO PARA BENZODIACEPINAS EN ORINA. Patricia N. Quiroga; Daniel J.E. Mirson; Adriana S. Ridolfi; Silvia
Fuentes; Maria de los Angeles De Cristéfano; Julio Navoni; Edda C. Villaamil Lepori. Acta Toxicol. Argent. (2007) 15 (2): 44-50.
En el tratamiento del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) una de las drogas antirretrovirales usadas es el efavirenz
(EFV). Existe una asociacion entre el consumo de drogas de abuso y la probabilidad de adquirir el SIDA, razén por la cual se
solicita su investigacién en orina.

Como método de screening para detectar el consumo de estas drogas se utilizan habitualmente los ensayos inmunoldgicos.
Una caracteristica especial de estos métodos son las reacciones cruzadas que pueden presentarse con sustancias estruc-
turalmente relacionadas dando origen a resultados falsos positivos.

Al analizar 18 muestras de orina de pacientes con SIDA, se observé un 78% de resultados falsos positivos para benzodia-
cepinas (BZD) cuando fueron analizados mediante el ensayo inmunolégico Triage® (Ascend Multi Immune Assay). El estudio
confirmatorio por cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masa (GC-MS) revel6 la ausencia de BZD en todos los
casos y el 100% de los resultados falsos positivos observados correspondieron a las muestras de los pacientes tratados con
EFV.

Con el proposito de dilucidar el origen de esta reaccion cruzada fueron aislados el EFV y sus metabolitos de las muestras de
orina, mediante extraccion en fase sélida (SPE) y cromatografia en capa delgada de alta resolucién (HPTLC), e identificados
por cromatografia gaseosa- espectrometria de masa (GC-MS y GC-MS/MS/MS).

Los resultados obtenidos en este estudio indicarian que los metabolitos del EFV (8-OH-EFV y/o 7-OH-EFV) y no el EFV podrian
ser los responsables de la reaccién cruzada observada en el ensayo inmunologico.

Palabras claves: Efavirenz; Falsos positivos; Benzodiacepinas; Triage®; SIDA.

Abstract: FALSE-POSITIVE IMMUNOASSAY RESULTS FOR URINE BENZODIACEPINES PROBABLY CAUSED BY
EFAVIRENZ METABOLITES. Patricia N. Quiroga; Daniel J.E. Mirson; Adriana S. Ridolfi; Silvia Fuentes; Maria de los Angeles
De Crist6fano; Julio Navoni; Edda C. Villaamil Lepori. Acta Toxicol. Argent. (2007) 15 (2): 44-50. Efavirenz (EFV) is an antiretro-
viral drug used in the acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) treatment. Imnmunoassay techniques have been widely used
for abuse drug screening test. The presence of structurally related substances in urine samples can interfere by cross reactions
causing false positive results. High percentage of false positive results (78%) for benzodiazepines (BDZ) had been established
for 18 urine samples assayed by immunoassay test Triage® (Ascend Multi Immune Assay). Gas chromatography-mass spec-
trometry (GC-MS) evaluation was negative for BDZ for all cases. One hundred percent (100%) of the positive results came from
patients treated with EFV.

With the aim to determine the cause of this cross- reaction, EFV and its metabolites were isolated by solid phase extraction
(SPE) and high performance thin-layer chromatography (HPTLC) and then, identified by gas chromatography mass spectrom-
etry (GC-MS and GC-MS/MS/MS). GC-MS/MS/MS analysis showed that EFV metabolites (8-OH-EFV and/or 7-OH-EFV) could
probably be responsible for the cross reaction observed in the immunologic assays.

Key Words: Efavirenz; False positive; Benzodiacepine; Triage®; AIDS.

INTRODUCCION

La relacién entre el abuso de drogas y el sindrome
de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) constituye
un complejo problema sanitario en el mundo. Uno
de los factores méas importantes en la propagacion
de la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), causante del SIDA, es el cambio del
comportamiento asociado al consumo de drogas
de abuso (1-7).

El tratamiento de pacientes con SIDA consiste en
terapias antirretrovirales que tienen por objeto
reducir la carga viral tanto como sea posible (8,9).
Entre las distintas clases de antirretrovirales se
encuentra el Efavirenz (EFV), un potente inhibidor
no nucleosidico de la HIV-1 transcriptasa reversa
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(10-12). Este compuesto es metabolizado por el
organismo y excretado en la orina en sus formas
libres y conjugadas. El glucurénido del 8-hidroxi-
efavirenz (8-OH-EFV) es el principal metabolito
excretado, siguiéndole en importancia los glucuro-
nidos del 7-hidroxi-efavirenz (7-OH-EFV) y del EFV
(13).

Dado que el abuso de drogas facilita la propaga-
Cién de la infeccién por HIV, aumenta el riesgo de
contraer o transmitir otras enfermedades y com-
plica la aceptacion del tratamiento por parte de los
pacientes, la prevencion integral del VIH/ SIDA
contempla tratamientos para el abuso de drogas,
que con frecuencia requieren de la investigacion
de estas drogas en orina (14).



Las pruebas de deteccibn mas utilizadas como
método de screening de estas drogas, son los
ensayos inmunolégicos (15). Son procedimientos
sensibles, simples, con tiempos cortos de proce-
samiento, aplicables sobre diferentes matrices y
de especificidad aceptable (16-21), ain cuando
tienen la desventaja de presentar reacciones cru-
zadas con sustancias que pueden estar estructu-
ralmente relacionadas y que no pertenecen al
grupo de interés (22-25). Por este motivo es nece-
sario y recomendable confirmar los resultados
positivos obtenidos por los métodos de screening
por cromatografia gaseosa- espectrometria de
masa (GC-MS).

En el trabajo cotidiano en el Centro de Aseso-
ramiento Toxicolégico Analitico (CENATOXA), se
observo un alto porcentaje de resultados positivos
para benzodiacepinas al analizar muestras de
orina de pacientes con SIDA tratados con antirre-
trovirales. Esta observacion se obtuvo cuando fue
utilizado el método inmunolégico Triage®
(Ascendent Multi Immunoassay test) como méto-
do de screening capaz de detectar cocaina, anfe-
taminas, benzodiacepinas, barbitlricos, tetrahi-
drocannabinol (THC), opiaceos y fenciclidina.

La historia clinica de todos los pacientes estudia-
dos reveld que 14 eran tratados con EFV, 4 con
Nevirapina (NVP) y ninguno tenia indicado benzo-
diacepinas (BZD).

Del total de muestras de orina analizadas, 14 arro-
jaron resultados positivos para BZD correspon-
diendo al 100% del grupo tratado con EFV. Este
hallazgo, y los antecedentes existentes en la bi-
bliografia sobre la interferencia del EFV en la
investigacion del tetrahidrocannabinol (THC) y del
estradiol por test inmunoldgicos (26-28), permitie-
ron plantear la hipétesis sobre una posible inte-
raccion del EFV, y/o sus metabolitos, con el anti-
cuerpo usado en este ensayo para las BZD, lo que
podria explicar la causa de la reaccién cruzada
observada.

El presente trabajo esta dirigido a dilucidar si la
presencia de EFV y /o sus metabolitos en orina
son capaces de dar falsos positivos para BZD
cuando son investigadas por Triage®.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos y estandares

Metanol, fosfato dibasico de sodio, fosfato mono-
bésico de sodio, 4cido acético glacial, n-hexano,
acetato de etilo, cloroformo y acetona fueron to-
dos de calidad puro para andlisis y provistos por
Merck Quimica Argentina (Buenos Aires, Argen-
tina). El kit inmunolégico Triage® para la deteccion
simultanea de siete grupos de drogas en orina
(cocaina, anfetaminas, benzodiacepinas, barbituri-
cos, THC, opiaceos y fenciclidina) fue provisto por
Biosite® Diagnostics (San Diego, CA). Las placas
de HPTLC, Silica gel 60 F,s, 10 x 10 cm fueron
provistas por Merck Quimica Argentina (Buenos
Aires, Argentina). La B-glucuronidasa de Escheri-
chia coli fue provista por Roche Diagnostics
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Corporation (Buenos Aires, Argentina). Las colum-
nas de fase reversa e intercambio i6nico para
extraccion en fase sélida (SPE) fueron Clean
Screen® (DAU 303, 300 mg/ 3ml, Worldwide
Monitoring® USA). El agente derivatizante N-
Methyl-N-TMS-Trifluoroacetamide (MSTFA) fue
provisto por Pierce (USA). La solucion estandar de
Efavirenz (0,3 mg/ml en metanol) se preparé a par-
tir de una cédpsula comercial de Stocrin® (Bristol -
Myers Squibb Co., Princeton, NJ).

Preparacion de las muestras

Todas las muestras de orina (n=18) correspondie-
ron a pacientes tratados con drogas antirretrovira-
les que concurrieron al CENATOXA por solicitarse-
les la investigacion de drogas de abuso.

Extraccion en fase sélida (SPE)

Extraccion de benzodiacepinas: la extraccion de
las muestras con resultados positivos por scree-
ning inmunoldgico se realiz6 usando el protocolo
para benzodiacepinas en orina del manual de apli-
caciones SPE (United Chemical Technologies Inc.)
(29), con la siguiente modificacién en el paso de
hidrdlisis: 10ml de orina fueron ajustados a pH=6
con buffer fosfato 100 mM vy se hidrolizaron con 50
ul de, B-glucuronidasa a 48°C durante 1 hora. Los
extractos secos obtenidos mediante el protocolo
anteriormente indicado, fueron derivatizados con
70 pl de MSTFA a 70°C durante 20 minutos para
su posterior investigacion por GC-MS. Se investi-
garon solamente las benzodiacepinas comerciali-
zadas en la Argentina (Tabla 1) (30).

Tabla 1. Benzodiacepinas que se comercializan en Argentina

Benzodiacepinas | Numero de productos farmacéuticos
Alprazolam 16
Bromazepam 22
Clordiazepo6xido 2
Clobazam 1
Clonazepam 7
Clorazepato 5
Diazepam 19
Estazolam 1
Flunitrazepam 4
Lorazepam 9
Oxazepam 2
Midazolam 5

Extraccion del Efavirenz y sus metabolitos: la
extraccion se realizo a partir de orina blanco car-
gada con EFV asi como de las muestras de orina
con resultados positivos para BZD por el scree-
ning inmunolégico, aplicando el protocolo para
drogas terapéuticas y de abuso en orina del
manual de aplicaciones SPE (United Chemical
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Technologies Inc.) (31), con la modificacién antes
sefialada.

Cromatografia en capa delgada de alta
resolucion (HPTLC)

Los metabolitos del EFV fueron aislados por cro-
matografia en capa delgada de alta resolucion
(HPTLC) a partir de los extractos acido y neutro
obtenidos por SPE. Los extractos secos se
reconstituyeron en 100 pl de metanol y se sem-
braron en banda en las placas de HPTLC. El siste-
ma de solventes utilizado como fase mévil fue clo-
roformo-acetona (90:10). Las bandas fueron
visualizadas con luz ultravioleta de onda corta (UV
254 nm), aisladas y los componentes extraidos
con metanol.

La identificacion de los compuestos presentes en las
diferentes fracciones obtenidas se realiz6 por GC-MS.

Screening inmunoldgico Triage®

Este ensayo se realiz6 de acuerdo al protocolo
provisto por los fabricantes, en las muestras de
orina de los pacientes, en la orina blanco cargada
con EFV y en la orina blanco cargada con alicuo-
tas de las fracciones separadas por HPTLC.

Cromatografia gaseosa espectrometria

de masa (GC-MS)

GC-MS para BZDs y EFV

Se utilizé un espectrometro de masa Hewlett
Packard cuadrupolar (QMS) (HP, Palo Alto, CA)

modelo 5972A equipado con un cromatégrafo
gaseoso 5890 (GC) y una columna capilar HP-
5MS (5%-fenil-metilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm
x 0,25 um, J&W Scientific, Folsom, CA).

El programa de temperatura para EFV fue: 90-
240°C a 15°C/min; 240°C (4 min); 240-300°C a
30°C/min; 300°C (7 min). Para las BZD el progra-
ma de temperatura fue: 60-300°C a 10°C/min;
300°C (5 min). En ambos casos el inyector fue uti-
lizado en modo split, relacion de split, 1:10 y el
volumen de inyeccion fue 2ul. La temperatura del
inyector fue 265°C; la temperatura de la interfase
fue 290°C; el gas carrier fue helio (0,7 ml/min), vy
se trabajo en modo scan, m/z 50 a 550.

GC-MS/MS/MS para EFV y sus metabolitos

Se utilizd un espectrometro de masa Finnigan
Polaris con trampa de iones (ITMS) acoplado a un
cromatografo gaseoso Trace GC Thermoquest
(San José, CA), con capacidad MS-MS. Para el
analisis por ITMS se utiliz6 una columna capilar
HP-1MS (metil- siloxano, 25 m x 0,2 mm x 0,33
um, J&W Scientific, Folsom, CA). El programa de
temperatura fue el mismo que se indic6d en el
parrafo anterior para el EFV por GC-MS. Como
gas carrier se emple6 helio (1,5 ml/min). La tem-
peratura del inyector fue 265°C y la de la linea de
transferencia, 250 °C. El inyector fue utilizado en
modo split, relacién de split, 1:10 y el volumen de
inyeccion fue 2pl.

El EFV se investigd por GC-MS/MS/MS seleccio-
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Figura 1. Espectro de masa de EFV por GC-MS
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nando el ibn molecular m/z 315 el cual fue aislado
utilizando un voltaje de excitacién de 1,0 V y la
energia maxima de excitacion de g= 0,30
Posteriormente se aisl6 el i6bn m/z 246 utilizando
un voltaje de excitacion de 1,0 V y energia maxima
de excitacion g= 0,225 y finalmente se realiz6 el
andlisis en modo scan de m/z 61 a m/z 250.

Para este procedimiento se tuvo en cuenta el
espectro de masas del EFV (i6bn molecular m/z
315, i6n base m/z 246 producido por pérdida del
fragmento CF) (Figura 1).

El programa Isoform Ver 1.02 de la libreria NIST
(por sus siglas en inglés National Institute of
Standards and Technology) fue utilizado para la
identificacion de los metabolitos del EFV (7-OH-
EFV y 8-OH-EFV). El i6n molecular y el patron iso-
topico fueron calculados en base a la férmula
empirica. Teniendo en cuenta el patrén de frag-
mentacion del EFV y sus similitudes estructurales
(los metabolitos s6lo difieren en la posicion de un
hidroxilo) se hallaron dos moléculas con el mismo
i6bn molecular (m/z 314+17=331) e igual i6n base
m/z 262 (331-69).

Los metabolitos 7-OH-EFV y 8-OH-EFV fueron
analizados aplicando el siguiente método por GC-
MS/MS/MS: el i6bn molecular m/z 331 se aisl6
usando un voltaje de excitacion de 1,0 V y la ener-
gia de excitacién méaxima fue de g= 0,30. Se aisl6
el ibn m/z 262 usando un voltaje de 1,0 V y la
Energia Maxima de Excitacién fue g=0,225. Se
realiz6 analisis en modo scan desde m/z 65 a 266.
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Tabla 2. Resultados por inmunoandlisis y por GC-MS para
benzodiacepinas en orina de pacientes tratados con Efavirenz
(EFV) y Nevirapina (NVP).
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Figura 3. Espectro de masa por GC-MS/MS/MS de las sustancias con Rt = 11,83 y 11,98 minutos que corresponderian a los
metabolitos 7 y 8 OH-EFV

RESULTADOS

El 78% de las orinas analizadas por Triage® arro-
jaron resultados positivos para BZD. Por GC-MS
no se confirmo la presencia de BZD en ninguna de
estas muestras, correspondiendo el 100% de
éstas a orinas de pacientes tratados con EFV
(Tabla 2).

Por HPTLC se aislaron 2 fracciones de Rf 0,31 y
0,61. El andlisis por GC/MS de ambas fracciones
permitié identificar en la banda de Rf 0,61 la pre-
sencia de dos sustancias con peso molecular
igual a cada uno de los metabolitos 7-OH y 8-OH-
EFV. Como estos metabolitos difieren sélo en la
posicién de un hidroxilo, era esperable que la
separacion por HPTLC no fuera posible. Por GC-
MS se caracterizaron en dicha fraccién dos sus-
tancias con tiempos de retencién de 11,83y 11,98
minutos (Figura 2). Por GC-MS/MS/MS se estimo
con alta probabilidad la presencia de estos meta-
bolitos del EFV, de i6n molecular (m/z
314+17=331) e ion base m/z 262 (m/z 331-69)
(Figura 3).

El analisis inmunoldgico de la orina blanco adicio-
nada con la fraccion obtenida por HPTLC de Rf
0,61 dio positivo para BZD, mientras que la orina
blanco a la que se le agreg6 EFV resulté negativa
para este grupo de sustancias.

DISCUSION Y CONCLUSION

Los resultados obtenidos en este trabajo indicari-
an que los metabolitos de EFV, 8-OH-EFV y/o 7-
OH-EFV serian los responsables de la reaccién
cruzada observada en el ensayo inmunolégico
Triage® para benzodiacepinas. Este hallazgo difie-
re con la caracterizacién de la interferencia produ-
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cida por EFV en diferentes ensayos inmunolégicos
para el tetrahidrocannabinol realizada por Steven
Rossi et al. (26), la cual postula solo al 8-OH EFV
glucurénido como responsable de la reaccioén cru-
zada.

Si bien para lograr una completa identificacion de
esta reaccion cruzada seria necesario realizar
estudios con testigos de estos metabolitos libres y
conjugados, este trabajo tiene valor por ser la pri-
mera constatacion de esta interferencia en un
método de screening comunmente utilizado para
investigar drogas de abuso que incluye a las BZD,
un grupo de farmacos ampliamente utilizados en
nuestro medio.
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and 3 printouts of the manuscript.

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

Review papers, updating, and reports on research
in progress should be as concise as can be. Such
articles should not exceed three pages. Their word-
ing should address a scientifically educated read-
er-ship that, however, can be unfamiliar with topics
involved. Review papers, updating, and reports on
research in progress previously requested to



authors by the Editorial Board will be privileged.
Book review should have been requested to
authors by the Editor. Authors should sustain their
contention on the book submitted to their attention.
Besides, authors of any book review should submit
the following information: Title of the book in its
original language, full names of authors or editors
of the book, edition number of the book, translator’s
name if any, 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 modifications in scientific methods, determinations
or errors committed in scientific methods, etc.
Technical communications should not exceed two
pages. At the end of a communication, authors full
name and particulars should be clearly identified.
When submitting a full-length paper, authors should
take the following recommendation into account:

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

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

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

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

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

-Literature references in the text should be given at
the appropriate places by numbers between
brackets. For example: "Isoenzymes separation
was performed by electrophoresis according to a
technique developed by Diestz and Lubrano (4)".
When referring to an article written by more than
one author, the last name (surname) of the first
author will be followed by "et al." For example:
"Castafié 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 Toxicologica Argentina — Comité Editorial —
Alsina 1441 (1088) Buenos Aires, Argentina
Telefax:++54-11-4381-6919.

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

Acta Toxicolégica Argentina (Acta Toxicol. Argent.),
(ISSN. 153279286) € o orgao especial de difusédo
cientifica da Associacdo de trabalhos originais,
livros, comunicac@es, actualizacdes ou revisdes,
tema de divulgacdo, comentarios bibliogréaficos,

- 53 -

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

Acta Toxicologica Argentina (em adelante "Acta")
publicara contribuicbes em espanhol, portugués e
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inglés. Todas serdo avaliadas por dois revisores; a
selecdo deles sera atribuicao exclusiva do Comité
Editorial. Este processo determinara que 0 men-
cionado Comité opte por eliminar, aceitar com
alteracdes ou aceitar para publicacdo o trabalho
submetido para sua consideracdo. Em todos os
casos 0s autores receberdo copia sem assinatura
da opinido dos avaliadores.

As contribuigBes cientificas originais enviadas
consideragdo da Acta deverdo ajustar-se
seguinte estrutura basica:

» P4gina 1: titulo, subtitulo nomes completos do ou
dos autores, laboratério ou instituicio onde se
realizou o trabalho; endere¢o postal completo,
incluindo cédigo postal, telefone e fax; autor ao
gual toda a correspondéncia devera ser dirigida.

» P4gina 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 Introducdo, Material e
Métodos, Resultados, Discusséao,

Concluséo, Bibliografia indicada, Titulos de llus-
tracbes 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.
Deverdo ser enviados 3 jogos.

Junto con as coépias do manuscrito, os autores
deverdo enviar uma versdo 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 reviséo do trabalho, a nova
versdo também devera ser acompanhada de uma
cOpia em disquete e 3 jogos do texto em papel.
As comunicacdes breves deverao respeitar um for-
mato semelhante ao indicado para as con-
tribuigdes cientificas. O texto ndo
necessariamente sera dividido nas panes indi-
cadas (Introducao, Material e Métodos, etc.); ndo
obstante, devera conter em forma concisa a infor-
macao que corresponde a estas partes. A exten-
sao desta categoria de aportes ndo devera super-
ar 3 (tres) paginas.

As revisBes, actualizagcbes e temas de divulgacéo
deverdo ser 0 mais conciso possivel e sua exten-
sdo nao excedera de 6 (seis) paginas. Sua
redacéo devera contemplar leitores com formagéo
cientifica, porém, estranhos ao tema.
Considerar-se-8o preferentemente as revisdes
solicitadas pelo Comité Editorial.

Os comentarios bibliograficos serdo contribuicdes
solicitadas pelo Diretor.

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

lugar, o livro ou volume, ndmero de paginas e ano

QD Q-
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da edicao.

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

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

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

« Em todos os casos dever-se-4 consignar no
angulo superior direito de cada folha o sobrenome
do autor ou do primeiro autor e o nimero correlati-
vo que corresponde, inclusive as péaginas com
quadros.

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

» Os organismos serdo denominados segundo as
normas internacionais, indicando sem abreviaturas
0 género e a espécie em italico ou sublinhados.

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

» Serdo enviados um jogo de originais e duas copias.
Cada uma das ilustracBes devera levar no verso,
escrito com lapis suave, o nimero que lhe corres-
ponda, nome do primeiro autor e mediante uma
seta serd indicada a posicdo superior. Os titulos
irdo em folha separada.

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

» Os quadros e suas legendas serédo apresentados
em forma individual, em folhas separadas, identifi-
cadas segundo numeracdo arabica, segundo a
ordem em que aparegcam no texto. A localizacdo
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: 0 "Castafié e ou (5)
foram os primeiros em ..."



» As referéncias bibliograficas serdo agrupadas
segundo o titulo "Bibliografia citada"; a lista sera
organizada segundo 0s nimeros correspondentes.
O formato das citacbes € o seguinte:

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

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

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

» As abreviacdes do nome das revistas serdo as
gue el as mesmas indiqguem no texto.

* Qualquer modificagdo excepcional das normas
estipuladas que os autores solicitem sera conside
rada pelo Diretor.
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« As provas de impresséo serdo enviadas ao autor
indicado como receptor da correspondéncia.

» As mesmas serdo revistadas e devolvidas dentro
de 48 horas ap6s recebidas.

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

Toda a correpondencia relativa & Acta Toxicolégica
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¢gBes tematica-
mente afins com a Acta Toxicologica Argentina.



