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RESUMEN: EVALUACION DE RIESGO POR PLAGUICIDAS SOBRE AGUAS SUPERFICIALES DE LA REGION NORPATAGO-
NICA ARGENTINA. Analia P.Tosi; Ana M. Pechen de D’Angelo; Ménica C. Savini; Ruth M. Loewy; Acta Toxicol. Argent. (2009) 17
(1): 1-6. Aunque el manejo integrado de plagas se aplica en forma creciente en la Regién Norpatagoénica, todavia una amplia gama
de plaguicidas es utilizada con el fin de controlar apropiadamente las principales plagas agricolas. Otros agroquimicos también
son aplicados en las actividades industriales asociadas. El objetivo del presente trabajo es evaluar el impacto potencial causado
por estos plaguicidas sobre los organismos acuaticos y para ello se utilizan datos bibliograficos de toxicidad aguda y resultados
analiticos locales. Se utilizd un procedimiento escalonado, permitiendo la seleccion de aquellos xenobibdticos ambientales que
justificarian un estudio de ecotoxicidad posterior. Los residuos maximos de metil azinfos (S-(3,4-dihydro-4-oxobenzo[d]-[1,2,3]-
triazin-3-ylmethyl)O,0-dimethyl phosphordithioate), indican la probabilidad de efectos agudos en el 37% de las especies estudia-
das en el rio, principalmente peces y zooplancton. Este valor se incrementa en los drenajes hasta un 42%. En el caso del carbaril
(1-napthylmethylcarbamate) los residuos encontrados en drenajes afectarian al 14% de las especies estudiadas, mientras que
en el rio el impacto es despreciable.

Palabras clave: Plaguicidas; Agua superficial; Evaluacion de riesgo; Metil azinfos; Carbaril

ABSTRACT: ASSESSING PESTICIDE HAZARDS ON SURFACE WATER FROM THE NORTHERN PATAGONIAN REGION-
ARGENTINA. Analia P.Tosi; Ana M. Pechén de D’Angelo; Moénica C. Savini; Ruth M. Loewy. Acta Toxicol. Argent. (2009) 17 (1):
1-6. Although the Integrated Pest Management (IPM) is increasingly being applied in the Northern Patagonia Region, different
pesticides are still used in order to properly control agricultural pests. Other agrochemicals are also applied in the agriculture
associated activities like conservation and packaging industries. The potential impact caused by these pesticides on aquatic
organisms is assessed in the present study by means of acute toxicity data available in the literature and local analytical results.
A tiered procedure was used allowing the selection of those environmental xenobiotics that need further ecotoxicity studies. The
observed maximum residues of azinphos-methyl, (S-(3,4-dihydro-4-oxobenzo[d]-[1,2,3]-triazin-3-ylmethyl)O,O-dimethyl phos-
phordithioate), indicate the probability of acute effects in 37 % of the studied species in the river, mainly fish and zooplankton.
This value increased in drainage channels samples up to 42 %. Additionally, carbaryl (1-napthylmethylcarbamate) residues found
in drainage channels affect 14 % of the studied species, while in the river samples the impact was negligible.

Keywords: Pesticides; Surface water; Risk assessment; Azinphos-methyl; Carbaryl

INTRODUCCION

El potencial contaminante de un plaguicida de-
pende tanto de sus propiedades toxicolégicas
como de las concentraciones ambientales. En
el compartimento acuatico de la cuenca del Rio
Negro se han reportado residuos de plaguicidas
en agua superficial y en agua subterranea (1-
3). Respecto de las caracteristicas regionales,
el agua superficial muestra una significativa ca-
pacidad de recuperacion debido al alto caudal y
turbulencia de los rios lo cual genera un impor-
tante proceso de oxigenacion y dilucion. Ade-
mas, el alto nivel de heliofania en el area favo-
rece la ruptura quimica y fotolitica e incrementa
la actividad de los organismos acuaticos. Esta

situacion se torna menos favorable en las pe-
quenas corrientes de agua como los canales de
drenaje. Otro compartimento incluido en esta
evaluacién, a modo de parametro comparativo,
es el correspondiente a las descargas agroin-
dustriales, aunque por cierto no se espera que
ningun organismo se desarrolle en ese medio.
Aunque en nuestra regidn sélo se han regis-
trado unos pocos episodios de intoxicacion
aguda con especies silvestres y poblacién de
peces, es recomendable evaluar si existe algun
nivel de riesgo para las especies acuaticas. Si
a través del presente estudio se confirma un
efecto potencial sera factible efectuar un lla-
mado de atencién temprano.
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Se presenta un diagndstico preliminar acerca
del impacto causado por la actividad agroin-
dustrial en recursos acudticos locales, siguien-
do un procedimiento ordenado de compila-
cion, edicion e interpretacion.

MATERIALES Y METODOS

Descripcion del sitio

El Alto Valle del Rio Negro es una region irri-
gada de aproximadamente 70 mil hectareas
donde se producen fundamentalmente peras y
manzanas. Con relacion a esta actividad, mas
de veinte ingredientes activos se introducen
intencionalmente en el medio ambiente para
el control de plagas. El sistema bajo estudio
comprende una seccion del Rio Negro, cerca-
na a un area agricola, con varios canales de
drenaje que la atraviesan, desembocando en el
rio. A su vez estos canales son receptores de
varios efluentes agroindustriales.

Habitat acuatico

El Rio Negro nace de la unién de dos rios de
montafa, Limay y Neuquén. La comunidad
béntica invertebrada en esta cuenca muestra
los mismos grupos tréficos que en otros rios
templados (4).

El numero de especies decrece desde la parte
alta hacia el sitio en estudio, fundamentalmen-
te por cambios del clima y la vegetacion. Vein-
tinueve especies fueron identificadas como ex-
clusivas de la parte alta, 27 del area media y
ninguna especie en particular pertenecia a la
cuenca baja (5).

Prediccion de las concentraciones
ambientales

El modelo de “screening” GENEEC (6) fue apli-
cado para obtener una estimacion preliminar de
la concentracion de plaguicidas en agua para
metil azinfos y carbaril, compuestos detecta-
dos previamente como residuos en diferentes
compartimentos acuaticos del area estudio.

Coleccion de datos toxicolégicos

Se compilaron datos de literatura (7) y datos
toxicolégicos locales para los plaguicidas en
uso, incluyendo un amplio rango de organis-
mos acuaticos o aquellos que tuvieran por lo
menos un estadio de vida en el agua. Los orga-
nismos sensibles fueron ordenados por grupos
taxondmicos; se promedié la CL 50 (concen-
tracion letal 50), se calculd la desviacion es-
tandar (DS) y se informd el nimero de datos

incluidos. En todos los casos se seleccionaron
aquellos experimentos llevados a cabo en es-
tadios de desarrollo temprano.

Procedimiento de evaluacion de riesgo

Se realiz6 un procedimiento escalonado en
concordancia con el descripto en el documen-
to Guia Técnica de Evaluacion de Riesgo de la
U.S. EPA (8). Se desarrollé un modelo concep-
tual considerando los agentes perturbadores,
fuentes identificadas, posibles interacciones
y potencial impacto en el ambiente acuatico.
Los datos de CL 50 fueron correlacionados
con la concentracion de residuos en el medio
acuatico; inicialmente con las concentracio-
nes estimadas por GENEEC y después con
las concentraciones reales obtenidas por el
andlisis de plaguicidas en agua. El coeficiente
de riesgo (CR) fue calculado como el cociente
entre la concentracion maxima de plaguicida y
los valores de CL 50 (CR = concentracion de
plaguicidas en agua/CL 50). El criterio de de-
cisién elegido para cada toxico (CR < 0,1) fue
adoptado para identificar claramente aque-
llos plaguicidas con minimo efecto ecolégico.
Aquellos plaguicidas que cumplen con esta re-
gla de decisién se considera que presentan la
minima toxicidad aguda sobre los organismos
acuaticos (9). Se ordenaron las especies (n)
con respecto a su CL 50 creciente para cada
plaguicida. Se les asigné un numero de orden
(i), se calculé el percentilo (percentilo = i/(n+1))
y a partir de él se derivé el porcentaje de espe-
cies afectadas.

El procedimiento presenté ciertas limitaciones
al considerar el impacto sobre organismos in-
dividuales sin tener en cuenta niveles de orga-
nizacion mayores. Asi mismo cada agente se
evalud individualmente, sin considerar efectos
sinérgicos y los efectos crénicos y subletales
no fueron considerados.

Diseifio de muestreo

La intencion del plan de muestreo fue cubrir
el peor escenario, considerando el periodo de
mayor actividad agroindustrial y aquellas loca-
lizaciones mas influenciadas por las descargas
industriales.

Los plaguicidas investigados en muestras de
agua de rio y canales de desagle fueron 6r-
ganofosforados, conocidos como de uso fre-
cuente en el area estudiada. La difenilamina,
antiescaldante, también fue analizada como
producto representativo de la aplicacion post-
cosecha. Cinco sitios se muestrearon en cana-



les de drenaje y cinco en rio, aguas abajo de
cada desagle. Una muestra adicional se tomé
en el rio aguas arriba de la zona en estudio,
como puede verse en la Figura 1. Los mues-
treos se llevaron a cabo en marzo-abril durante
dos anos consecutivos. Adicionalmente, datos
del contenido de plaguicidas en los efluentes
agro industriales fueron evaluados retrospec-
tivamente, con el fin de usarlos comparativa-
mente como indicadores del mayor nivel de
polucién esperado.

Figura 1. Localizacion geografica y sitios de muestreo
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Métodos analiticos

Las muestras fueron analizadas por extraccion
liquido-liquido (cloruro de metileno) y cuan-
tificadas por cromatografia gaseosa (Agilent
6890, NPD). Los limites de deteccion fueron
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0,1 ug/Ly 1 pg/L para aguas de rio/desagties y
efluentes industriales respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las predicciones de concentracion maxima
obtenidas con la aplicacién del GENEEC fue-
ron de 29,02 ug/L y 78,38 pg/L para metil az-
infos y carbaril, respectivamente. Estos valores
son, con respecto a las concentraciones reales
detectadas en el rio, por lo menos diez veces
mayores para metil azinfos y cuatro veces ma-
yores para carbaril, discrepancia que puede
ser atribuida a las caracteristicas conservati-
vas del modelo. Aungue un modelo es una he-
rramienta para evaluar hipotesis alternativas,
no puede ser considerado como una hipétesis
en si misma (10).

Considerando los resultados estimados por el
modelo, se tomd la decisidén de monitorear el
rio y los drenajes, teniendo como objetivo eva-
luar la concentracién de los plaguicidas y su
frecuencia de deteccion en el peor escenario
seleccionado. Los resultados confirmaron la
hipétesis que las descargas de efluentes con-
tribuyen a la contaminacién del agua superficial
con residuos quimicos aplicados en la agricul-
tura y lavados de las frutas durante el proce-
so industrial, encontrandose una disminucion
en la concentracién de plaguicidas desde los
efluentes, pasando por los desaglies hasta el
rio, debido a procesos de dilucion consecuti-
vos (Tabla 7). Las concentraciones y frecuen-
cias de deteccién en drenajes y rio mostraron
un aumento en el segundo afo en coincidencia
con un leve aumento en las cantidades vendi-
das en ese periodo.

Tabla 1. Concentraciones maximas y frecuencias de deteccién de distintos plaguicidas en: rio, drenajes y descargas de

efluentes.

RiO CANALES DE DRENAJE DESCARGA

Afo 1 Afo 2 Afo 1 Afo 2 EFLUENTES
COMPUESTOS Max Frec Max Frec Max Frec  Max Frec Max Frec
(o) (%) (o) (%) (Ho/L) (%) (o) (%) (bo/L) (%)
difenilamina 0,386 10 0,448 30 6,614 25 8,886 37,5 99,1 61,9
carbaril ND 0 0,394 10 5,619 62,5 9,009 62,5 0,93 29,6
dimetoato ND 0 ND 0 0,243 25 ND 0 ND ND
fosmet ND 0 ND 0 0,317 50 ND 0 0,83 46,5
m azinfos 0,193 30 1,19 50 0,906 100 1,774 50 2,05 77,5

Max: Concentracién maxima detectada; Frec: frecuencia de deteccion. Datos de rio y drenajes obtenidos en Marzo-Abril/2001- 2002. Datos

de efluentes obtenidos en Marzo-Abril/2000.

-3-
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Tabla 2. Resumen de evaluacion de riesgo: metil azinfos.

Rio Rio Drenaje Drenaje Descarga
METIL AZINFOS : ) 9
2001 2002 2001 2002 de efluentes
Minimo nivel detectado (ug/L) ND ND 0,201 ND ND
Sin acuerdo con
< 7,99 <7,99 15,52 < 7,99 39,66
CR (MIN) < 0,1 (% de especies)
Maximo nivel detectado (ug/L) 0,193 1,19 0,906 1,774 2,05
Sin acuerdo con
CR (MAX) < 0,1 (% de especies) 18,26 37,0 30,61 42,04 100

CR: Coeficiente de riesgo; (MIN) Calculado con las minimas concentraciones detectadas en el compartimento analizado; (MAX) Calculado con las maximas

concentraciones detectadas en el compartimento analizado; ND: No detectado, concentracién menor a 0,1 pg/L.

Se obtuvieron datos de base temporal a través
de un muestreo realizado durante la estacion
de “no aplicacion”, cuando las industrias loca-
les tienen actividad minima. En este caso, las
concentraciones se mantuvieron por debajo
del limite de deteccion.

Con respecto a la evaluacion de riesgo, las Ta-
blas 2 y 3 ilustran un resumen de los resultados
obtenidos, clasificados por tipo de comparti-
mento y periodo para metil azinfos y carbaril.

En el caso del metil azinfos la fraccion de es-
pecies susceptibles de ser dafhadas aumentoé
de un ano al otro de acuerdo a las mayores
concentraciones halladas en el proceso de
monitoreo, observandose en el segundo ano
una afectacién del 37 y 42% en rios y cana-
les respectivamente. Las especies afectadas
pertenecen a peces, zooplancton, insectos y
crustaceos. El percentilo fue calculado sobre
un total de 57 especies.

Tabla 3. Resumen de evaluacién de riesgo: carbaril.

Rio Rio Drenajes Drenajes Descarga
CARBARIL
2001 2002 2001 2002 de efluentes
Minimo nivel detectado (ug/L) ND ND ND ND ND
Sin acuerdo con
< 0,65 < 0,65 < 0,65 <0,65 <0,65
CR (MIN) < 0,1 (% de especies)
Maximo nivel detectado (ug/L)) ND 0,394 5,619 9,009 0,93
Sin acuerdo con
CR (MAX) < 0,1 (% de especies) < 0,65 0,65 13,73 13,73 70,59

CR: Coeficiente de riesgo; (MIN) Calculado con las minimas concentraciones detectadas en el compartimento analizado; (MAX) Calculado con las maximas
concentraciones detectadas en el compartimento analizado; ND: No detectado, concentraciéon menor a 0,1 pg/L.



Para el carbaril, no se observaron cambios sig-
nificativos entre los 2 periodos. Si bien la con-
centracion se duplicd de un afo a otro, sélo una
especie se incluye en ese segmento particular
incrementando muy levemente el percentilo.
Los coeficientes de riesgo para los demas pla-
guicidas estudiados fueron siempre menores
que el criterio seleccionado (CR<0,1), lo que
significa un minimo riesgo agudo para los or-
ganismos acuaticos (datos no mostrados).

Se construyé un gréafico de Distribucion de Es-
pecies Sensibles (11) para los 2 plaguicidas en
estudio, distribucion estadistica estimada de
una muestra de datos toxicoldgicos y visuali-
zada como una funcién de distribucién acumu-
lativa (Figura 2). Ambos plaguicidas han sido
identificados como los de mayor probabilidad
de producir efectos agudos en las especies
mas sensibles. Este grafico puede ser usado
para visualizar rapidamente el niumero de es-
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pecies que pueden ser afectadas por un deter-
minado nivel de téxico encontrado en un dado
compartimento acuatico y también puede ser
aplicado para calcular la concentracion para
la cual una especifica proporcidon de especies
puede sufrir efectos téxicos directos, en refe-
rencia a la concentracion de riesgo (12).

CONCLUSIONES

Este estudio presenta una evaluacion de riesgo
basada en la informacién de exposicién obte-
nida del modelo de screening, la concentracion
real de los compuestos en el agua superficial y
la toxicidad de las sustancias, representada por
su CL 50. El primer paso del procedimiento es-
calonado permitié la prediccion de concentra-
ciones en agua, de los plaguicidas mas usados
en la region. La caracterizaciéon de las fuentes
de contaminacién no puntuales es comple-
ja, debido a la dispersién difusa y episodica,

y =9,0988Ln(x) + 11,907
R?=0,9822

100

Porcentaje de especies (%)

y=10,202Ln(x) - 26,848

R’ =0,844
100

T T 1

1000 1000000 1E+09

Porcentaje de especies (%)

Figura 2. Distribucion de Especies Sensibles A: Toxicidad Aguda: metil azinfos B: Toxicidad Aguda: carbaril

Porcentaje de especies afectadas =i x 100/ (n+1)

i= nUmero de orden de las especies listadas de acuerdo a su CL 50 creciente. n= nimero total de especies.

y a menudo la estandarizacion de los puntos
y tiempos de muestreos no simulan adecua-
damente la aplicacién intermitente de los resi-
duos quimicos. Sin embargo, las estimaciones
alcanzadas acordaron razonablemente bien
con los resultados quimicos, pudiéndose atri-
buir la discrepancia a las caracteristicas con-
servativas del modelo GENEEC.

El siguiente paso fue relacionar los datos de
toxicidad con los riesgos ambientales. Por lo
menos 2 insecticidas, carbaril y metil azinfos
fueron potencialmente capaces de afectar la
supervivencia de algunas especies en el Rio
Negro y en los drenajes adyacentes. Otros con-
taminantes, tales como dimetoato, fosmet y
difenilamina, fueron menos peligrosos para las
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especies acuaticas, teniendo en cuenta su con-
centracion y toxicidad en el ambiente acuatico.
Los desbalances en el ecosistema podrian
ocurrir cerca de las descargas de los drenajes.
Dado que no viven especies endémicas en la
region estudiada, las especies afectadas pue-
den ser reincorporadas con el flujo permanente
del rio, sin riesgo de extincion o destruccion de
la cadena tréfica. Sin embargo, no puede des-
preciarse que las condiciones hidrogeoldgicas
podrian cambiar en el tiempo, la biodisponibili-
dad de los contaminantes puede ser alterada y
asi variar su efecto sobre el sistema.

El desarrollo agricola, forestal y urbano es
esencial para el estilo de vida humano, en con-
secuencia se requiere la caracterizacion y ma-
nejo de los polutantes para garantizar la co-
existencia del desarrollo de la tierra y la preser-
vacion del ecosistema acuatico.
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Resumen: ALTERACIONES DEL DESARROLLO EMBRIONARIO, POLIAMINAS Y ESTRES OXIDATIVO INDUCIDOS POR
PLAGUICIDAS ORGANOFOSFORADOS EN Rhinella arenarum. Cecilia Inés Lascano; Verénica Sotomayor; Ana Ferrari; Andrés
Venturino. Acta Toxicol. Argent. (2009) 17 (1): 8-19. Los plaguicidas organofosforados (OP) son masivamente aplicados en el Alto
Valle de Rio Negro y Neuquén, afectando al ecosistema. Utilizamos un modelo embrionario de anfibios (Rhinella arenarum) para
estudiar mecanismos por los cuales OP como metilazinfos (MA) y clorpirifos (CP) podrian provocar teratogénesis. Los embriones
fueron desarrollados en diferentes concentraciones de MA o CP hasta opérculo completo (OC), analizando: malformaciones,
histologia, glutation reducido (GSH) y enzimas antioxidantes, poliaminas, actividad de ornitina-decarboxilasa (ODC) y proteina-
quinasa-C (PKC).

Ambos OP provocaron un incremento tiempo/concentracion-dependiente de malformaciones, llegando a 100% de teratogénesis
en estadios avanzados y a las mayores concentraciones, incluyendo: exogastrulacion, curvaturas de aleta caudal, acortamien-
to axial, edema, y atrofia branquial. Se evidencié una condicion de estrés oxidativo creciente: las enzimas GSH-dependientes
(S-transferasa (GST), peroxidasa y reductasa) fueron inducidas tempranamente a bajas concentraciones, pero inhibidas en el
estadio de OC a altas concentraciones, junto con una caida significativa de GSH (62%) para MA. MA incrementé significativa-
mente (18X) la actividad de ODC en OC, aumentando los niveles de putrescina (60%) pero disminuyendo espermidina (56%) y
espermina (100%); CP disminuyé en estadios tempranos la actividad de ODC y niveles de poliaminas.

La disminucion de poliaminas podria deberse al incremento de degradacion por poliamino-oxidasa, contribuyendo al estrés oxi-
dativo inducido por OP. Esto causaria la disminuciéon de GSH, y la activacion de PKC en OC (55%), que participaria en el control
positivo de GST y ODC. Finalmente, el estrés oxidativo y la disminucion en los niveles de poliaminas podrian ser causantes de
alteraciones del desarrollo embrionario.

Palabras clave: Teratogénesis; Anfibios; Plaguicidas; Biomarcadores

Abstract: ALTERATIONS IN EMBRYONIC DEVELOPMENT, POLYAMINES AND OXIDATIVE STRESS INDUCED BY OR-
GANOPHOSPHATES IN Rhinella arenarum. Cecilia Inés Lascano; Verénica Sotomayor; Ana Ferrari; Andrés Venturino. Acta
Toxicol. Argent. (2009) 17 (1): 8-19. Organophosphate (OP) pesticides are widely applied in the region of Alto Valle de Rio Negro y
Neuquén, affecting the ecosystem. We use an amphibian embryonic model (Rhinella arenarum) in order to assess the mechanisms
by which the OP pesticides azinphos methyl (AM) and chlorpyrifos (CP) could cause teratogenesis. The embryos were developed
in different concentrations of AM or CP until they reached the stage of complete operculum (CO). We analyzed malformations,
histology, reduced gluthatione content (GSH) and activity of antioxidant enzymes, polyamine content, ornithine decarboxilase
(ODC) and protein kinase C (PKC) activities.

Both OP pesticides caused a time- and dose-dependent increase in the number of malformations, reaching 100% teratogenesis
in late embryonic development at the highest OP concentrations used. Malformations assessed include exogastrulation, caudal
fin curvature, axial shortening, edema, and gill atrophy. Increasing evidence of oxidative stress was observed: GSH dependent
enzymes (S- transferase, GST; peroxidase and reductase) were early induced in embryos exposed to low concentrations of the OP
pesticides, but their activities were inhibited in the stage of CO at high concentrations of OP. These changes were accompanied
by a significant decrease in GSH content (62%) in embryos exposed to AM. Besides, AM significantly increased (18X) ODC activ-
ity in the stage of CO, along with putrescine levels (60% of increase) but spermidine and spermine levels were significantly de-
creased (56% and 100%, respectively). The OP pesticide CP caused and early decrease in ODC activity and polyamine levels.
The decrease in polyamine levels could be due to an increase in their degradation by polyamine oxidase, contributing to the
oxidative stress induced by OP. This, in turn, would cause the decline in GSH levels and the activation of PKC in the embryonic
stage of CO (55%), which is involved in the positive feedback of GST and ODC. Finally, the oxidative stress and the decrease in
PA levels could be the cause of the observed embryonic alterations.

Keywords: Teratogenesis; Amphibians; Pesticides; Biomarkers
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INTRODUCCION

El sapo comun Rhinella arenarum (anteriormen-
te Bufo arenarum, Hensel) es una especie am-
pliamente distribuida en Argentina. Al igual que
otros anuros, se encuentra ubicado estratégica-
mente en la cadena tréfica y es sensible a la
contaminacién ambiental durante su desarrollo
embrionario y larval, periodos en los que su ha-
bitat es acuatico (1). R. arenarum se encuentra
amenazado en zonas de intensa actividad fruti-
cola como consecuencia de la contaminacién
acuatica por aplicacion masiva de plaguicidas
organofosforados (OP) (2). Particularmente,
metilazinfos (MA) es el principal OP aplicado
en el Alto Valle de Rio Negro y Neuquén, tan-
to en la frecuencia de aplicacion (cada 15 dias
en el periodo productivo; 0,7 kg por hectarea)
como en la cantidad empleada, alcanzando un
total de 600 toneladas de MA pulverizadas so-
bre 200.000 ha por afno (3). Por otra parte, 22,5
toneladas del OP clorpirifos (CP) son aplicadas
anualmente a razon de 0,72 kg por ha. MA 'y
otros OP han sido detectados en aguas subte-
rraneas y superficiales del valle (2,4). Por lo tan-
to, por efecto de la deriva y el escurrimiento, di-
chos plaguicidas podrian afectar la fauna acua-
tica que habita los cuerpos de agua de la region
como estadios larvales de R. arenarum (5).

Las especies reactivas del oxigeno (EROs) son
producidas constantemente en animales aero-
bicos durante su metabolismo normal y partici-
pan en el control fisiolégico de diversas funcio-
nes celulares. La exposicidn a contaminantes
ambientales como plaguicidas y otros quimi-
cos pueden aumentar la produccion de EROs
y afectar el estado redox normal de la célula
(6). El sistema antioxidante comprende un gru-
po de enzimas y compuestos antioxidantes de
bajo peso molecular como vitamina E, acido
ascorbico, GSH y otros tioles no proteicos (7).
Entre las enzimas, la superdoxido dismutasa
(SOD) y la catalasa (CAT) constituyen la prime-
ra linea de defensa antioxidante. Ademas, las
enzimas dependientes de GSH participan en
la detoxificacion y los procesos antioxidantes.
Entre ellas se encuentran las GSH peroxidasas
dependientes o no de Se (GPox), la GSH-re-
ductasa (GR) y las GSH-transferasas (GST).
Ademas de su papel como co-sustrato de las
enzimas dependientes de GSH, este tripéptido
actua como barredor de EROs contribuyendo
al control del estado redox celular (8). GSH se
encuentra en altas concentraciones dentro de
la mayoria de las células y participa de diver-
sas reacciones metabdlicas (9). Se ha infor-

Acta Toxicol. Argent. (2009) 17 (1): 8-19

mado que una disminucién del 20-30% en los
niveles de GSH podria afectar la respuesta an-
tioxidante y conducir al dafio oxidativo y muer-
te celular (10,11). Las defensas antioxidantes
son esenciales durante el desarrollo embrio-
nario (12-14), ya que el aumento de EROs po-
dria alterar el desarrollo normal y conducir a la
aparicion de malformaciones (15,16). En em-
briones de la rana africana, Xenopus laevis, las
enzimas dependientes de GSH aumentan su
actividad en respuesta a la exposicion al aire y
a la luz luego de la eclosion de los embriones,
momento a partir del cual el riesgo de exposi-
cién a contaminantes ambientales también se
incrementa (13). Diversas lineas demuestran
que contaminantes agroquimicos podrian ac-
tuar como pro-oxidantes, generando EROs vy
afectando la actividad de las enzimas del siste-
ma antioxidante (17-21). Ademas de su accion
anticolinesterasica, los plaguicidas OP son ca-
paces de inducir estrés oxidativo y/o alterar la
respuesta antioxidante de diferentes especies
acuaticas (21-23). La detoxificacion de MA vy
otros OP conduce al consumo de glutation re-
ducido (GSH) debido a la actividad de gluta-
tién-S-transferasas (GST) (11), enzimas que re-
sultan inducidas por compuestos electrofilicos.
La actividad de proteina quinasa C (PKC) se in-
crementa por estos compuestos, fosforilando
y activando al factor Nrf2, el cual incrementa
la transcripcién de GST (24,25). Por lo tanto,
el estudio de las defensas antioxidantes de
Rhinella arenarum es importante a fin de com-
prender los efectos subletales que surgen de la
exposicion a plaguicidas y que contribuyen al
declinamiento de las poblaciones de anfibios.
Por otra parte, entre los factores involucrados
en el desarrollo normal y patolégico, se ha de-
mostrado la importancia fundamental de las
poliaminas (PAs) (26-28). Los niveles alterados
de PAs han sido relacionados con el cancer y
la respuesta a toxicidad (29,30). La degrada-
cion oxidativa de PAs por poliamino oxidasa
(PAO) y diamino oxidasa (DAQO) genera meta-
bolitos tales como H,0, y acroleina, involucra-
dos en el estrés oxidativo (31,32). A su vez, los
niveles de PAs son regulados en el primer paso
biosintético a través de la actividad de la en-
zima clave ornitina decarboxilasa (ODC), que
se encuentra a su vez altamente regulada por
diversos factores de crecimiento a nivel trans-
cripcional, traduccional, postraduccional y de-
gradacion dirigida por antizima (28,33,34). Las
PAs intracelulares participan practicamente en
todos los niveles de regulacion.
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Se ha descripto la interaccion téxica entre el
insecticida OP malation y PAs exdgenas en el
sapo comun Rhinella (Bufo) arenarum (35), ha-
llando efectos sobre los niveles endégenos de
éstas, la actividad de esterasas y estrés oxidati-
vo (10,36). Sin embargo, no han sido aun diluci-
dados los mecanismos de accioén de OP sobre
la sintesis y degradacién de PAs. Es importante
ademas evaluar el impacto de OP sobre la re-
gulacién de ODC, ya que los xenobiéticos des-
encadenan la regulacién de diversos genes en
respuesta al estrés (24,25,37), incluido el gen
de ODC (38,39). Por lo tanto, el propdsito del
presente trabajo fue evaluar el impacto de los
insecticidas organofosforados en embriones
de Rhinella arenarum analizando alteraciones
en el desarrollo embrionario y diversos factores
que afectan el mismo, como: el metabolismo
de PAs, el sistema antioxidante y PKC.

MATERIALES Y METODOS

Obtenciéon y exposicion de embriones de
Rhinella arenarum

La ovulacion de hembras de R. arenarum se
indujo por inyeccién de 2500 Ul de gonado-
trofina coriénica humana. Los ovocitos obteni-
dos se fertilizaron in vitro con homogenado de
testiculo. Los embriones fueron expuestos de
manera continua a los plaguicidas OP desde
fertilizacidn, sin retirar su cubierta gelatinosa,
hasta el ultimo estadio embrionario de opércu-
lo completo (OC) en recipientes de vidrio. Se
mantuvo una relacién de 1 embrién/mL medio
Ringer de anfibios para los controles o medio
Ringer més plaguicida para los expuestos. Se
realizaron soluciones estandar de ambos pla-
guicidas en acetona. La concentracion final del
solvente en la solucién de ensayo no fue ma-
yor a 0,3%. Las concentraciones de metilaz-
infos (MA) ensayadas fueron 0,5 mg/L, 2 mg/L
y 9 mg/L (CL,, 96 h: 15,57 mg/L) (40), y las de
clorpirifos (CP) fueron 2 mg/L, 4 mg/L, 8 mg/L
y 16 mg/L (CE,, 48 h para arresto embrionario:
24 mg/L). Se utilizé un esquema semi-estati-
co, con renovacion de la solucion de plagui-
cida cada 48 h. El desarrollo de los embrio-
nes se monitoreé bajo lupa estereoscépica y
se determinaron los estadios embrionarios de
acuerdo a Del Conte y Sirlin (41). Se tomaron
muestras en los estadios de brote caudal (BC),
boca abierta (BA) y OC, que corresponden a
4, 7 y 10 dias de desarrollo respectivamente.
Cada muestra consistié en 50 embriones (en el
estadio de BC) o 25 embriones (en los estadios
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mas avanzados) por mL de buffer de homoge-
nado (buffer fosfato de potasio 143 mM pH 7,4
mas 6,3 mM EDTA). Las muestras se tomaron
al menos por duplicado de cada tratamiento,
en cada experimento independiente. La activi-
dad de enzimas antioxidantes se determiné en
sobrenadante de 10000 x g, realizandose por
triplicado la determinacion para cada muestra.
Para la determinacion de PKC se tomaron 50
embriones OC en 1 mL de buffer Tris 20 mM
pH 7,4 mas EDTA 2 mM y EGTA 2 mM, y se
utilizé el sobrenadante de 1000 x g. Se realiza-
ron dos experimentos independientes con tra-
tamientos por duplicado. Las determinaciones
se realizaron por triplicado para cada muestra.

Monitoreo de malformaciones en embrio-
nes de R. arenarum expuestos a MA

Se determiné el porcentaje de embriones mal-
formados en cada estadio y se documentaron
los defectos morfoldgicos encontrados.

Determinacion de la actividad de enzimas
del sistema antioxidante en embriones ex-
puestos a MA

La actividad de las enzimas involucradas en la
reduccion de hidroperéxidos: CAT (14,42,43) y
GPox Se-dependiente (14,44,45); en el metabo-
lismo de glutation: GR (14,46); y en la detoxifica-
cién de xenobidticos, GST (14,47), se determind
por métodos espectrofotométricos cinéticos.

Determinacion del contenido de glutation
reducido (GSH) en embriones expuestos
a MA

El contenido de GSH se determiné como tio-
les acido-solubles (10,14) en homogenado
completo.

Determinacion de niveles de poliaminas
(PAs) en embriones expuestos a MA 'y CP
Se prepararon los derivados dansilados de las
PAs putrescina (Put), espermidina (Spd) y es-
permina (Spm), y se determinaron sus niveles
por HPLC en fase reversa (48).

Determinaciéon de la actividad enzimatica
de Ornitina Descarboxilasa (ODC) en em-
briones expuestos a MAy CP

La actividad de ODC se determind utilizan-
do ™C-Ornitina como sustrato para monito-
rear la reaccion de decarboxilacion. El “CO,
liberado por la actividad de ODC presente en
la muestra fue atrapado en un papel de filtro
embebido en KOH 2M. Dicho papel se transfi-



rié a un vial y se llevé a contador de centelleo
liquido (49).

Analisis inmunohistoquimico de ODC en
embriones expuestos a MA

Se analizo la presencia y distribucion embrio-
naria de la proteina ODC por métodos inmu-
nohistoquimicos descriptos para larvas de R.
arenarum por Yovanovich et al. (50). Se utilizé
un anticuerpo primario de conejo contra ODC
humana (Santa Cruz Biotechnology; ODC (H-
71) sc-33539) y un anticuerpo secundario bio-
tinilado anti IgG de conejo, seguido del agre-
gado de estreptavidina-peroxidasa de rabano.
El revelado de los cortes se realizd utilizando
diaminobencidina.

Actividad de proteina-quinasa C (PKC) en
embriones expuestos a MA

La actividad de proteina-serina/treonina-quina-
sas basal y PKC se realiz6 en sobrenadante de
1000 x g de embriones en OC (51,52). Se uti-
liz6 histona como sustrato, en presencia o0 no
de diacil glicerol/fosfatidil serina y Ca?* como
activador especifico para PKC, y se inicio la re-
accion con **PyATP. Se termind la reaccion con
acido fosférico en papel de fosfocelulosa. Se
midié la radioactividad de histona fosforilada
por centelleo liquido.

Andlisis estadistico

Se realizaron al menos dos experimentos in-
dependientes para cada estudio, a partir de
ovulaciones distintas, en los cuales cada trata-
miento se realizé por duplicado, excepto para
el andlisis de mortalidad y malformaciones
donde se realizaron triplicados. Los datos se
analizaron por ANOVA seguido de Fisher LSD
como test a posteriori. Para los datos de por-
centaje de malformaciones se realizé previa-
mente una transformacién arcsen (raiz cuadra-
da (porcentaje/100)).
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RESULTADOS

Monitoreo de malformaciones en embrio-
nes de Rhinella arenarum

El porcentaje de embriones malformados se
incrementd significativamente en embriones
expuestos a2 mg/Ly 9 mg/L MA (Tabla 1), tan-
to en el estadio de BA como en el de OC. Se al-
canzo6 un 100% de embriones malformados en
OC debido a que todos se encontraban arres-
tados en el desarrollo. Bajas concentraciones
de CP no causaron un incremento significativo
del numero de malformaciones, mientras que
16 mg/L (valor cercano a la CL, ) produjo mal-
formaciones significativas desde BC, llegando
al 100% en OC. Entre las malformaciones y de-
fectos del desarrollo se observaron: arresto del
desarrollo en estadios tempranos con exogas-
trulacion y profusa descamacion celular, atro-
fia, protuberancias notorias en el cuerpo que
alteraron la movilidad, desbalance hidrico con
desarrollo de hidropesia con distintos grados
de severidad, alteraciones de la aleta caudal,
etc. (Figuras 1 y 2). La exposicién al plaguicida
MA incrementé la frecuencia de aparicién de
dichas situaciones.

Tabla 1. Porcentaje de malformaciones en embriones de R. are-
narum expuestos a MA o CP.

Tratamiento %Emb Malformados/Total Emb vivos
BC BA 0C

Control 6 9 15

MA 0,5mg/L 2 9 15

MA 2mg/L 2 17+ 27

MA 9mg/L 2 16* 100*

CP 2mg/L 8

CP 4mg/L 8

CP 8mg/L 11

CP 16mg/L 18* 82** 100**

Los asteriscos denotan diferencias significativas con el correspondiente
control; *p<0,05; **p<0,01. Los valores informados corresponden al
promedio del porcentaje de malformaciones obtenido de triplicados de
tratamiento, en dos experimentos independientes.

Figura 1. Morfologia de embriones de R. arenarum expuestos a MA.
A. Embrion control en estadio de respuesta muscular (4 dias). B, C, D.
Embriones en estadio de respuesta muscular expuestos a 0,5, 2 y 9

mg/L MA, respectivamente. E. Embrién
control en estadio de circulacion en
aleta caudal (7 dias y medio). F, G, H.
Embriones en estadio de circulacion en
aleta caudal expuestos a 0,5, 2 y 9 mg/L
MA, respectivamente. I. Embriéon control
en estadio de opérculo completo (10
dias). J, K, L. Embriones en estadio de
opérculo completo expuestos a 0,5, 2 y
9 mg/L MA, respectivamente.
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Figura 2. Malformaciones en embriones de R. arenarum en estadio de brote caudal
expuestos a 16 mg/L CP desde fertilizacion. A. Control; B-F. Expuestos a CP.

En la Figura 3 se muestran cortes transversa-
les de embriones de R. arenarum en estadio
de BC. Los embriones expuestos a CP poseen
una mayor masa vitelina endodérmica, un ar-

Endodermal Yolk Mass

Aeorta

Tubo Neural

Central canal

Spinal cord

Neural

quenteron (intestino primitivo) de reducidas
proporciones, primordios pronéfricos de gran
tamano, y alteracién de somitas, entre otros.

crest cells

Figura 3. Histologia de embriones de R. arenarum en estadio de BC en embriones control (izquierda) y embriones expuestos a 2 mg/L

CP (derecha).

Efecto del plaguicida MA sobre el sistema
antioxidante

Se procedio a la determinacién del contenido
de GSH y de la actividad de las enzimas CAT,
GST, GR y Gpox Se-dep en embriones de R.
arenarum. El contenido de GSH se incremento
en los controles a lo largo del desarrollo em-
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brionario de R. arenarum (Tabla 2), y la exposi-
cion al plaguicida OP MA caus6 una tendencia
al incremento a bajas concentraciones de MA
y una caida en sus niveles cuando los embrio-
nes fueron expuestos a 9 mg/L (53% y 45%
de disminucion en los estadios de BA y OC
respectivamente).
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Tabla 2. Niveles de GSH (nmol/mg prot) en embriones de R. arenarum expuestos en forma continua a MA.

GSH (nmol/mg prot) BC BA oC
Control 0,99+0,017 2,18+0,67 3,21+1,36
MA 0.5mg/L 1,67+0,49 2,43+0,34 3,62+0,73
MA 2mg/L 1,64+0,075 3,71+£1,14 2,64+0,082
MA 9mg/L 1,37+0.33 1,01+0,005 1,77+0,11

Los valores informados corresponden a la Media + ES de dos experimentos independientes, con tratamientos

realizados por duplicado.

Tabla 3. Actividad de CAT, GPox Se-dep, GST y GR en embriones expuestos en forma continua a MA.

CAT GST GR Gpox Se-dep

BC (Ul/mg prot) (mUIl/mg prot) (mUIl/mg prot) (mUIl/mg prot)
Control 115,24 + 2,45 84,04 + 4,89 2,87 + 0,35 37,53 + 8,22
MA 0,5mg/L 107,30 + 1,59 103,45 + 1,09 2,89 + 0,004 52,43 + 2,56
MA 2mg/L 99,21 + 13,51 108,77 + 2,12 2,78 + 0,28 40,17 + 4,71
MA 9mg/L 117,79 + 0,08 111,24 £ 0,15 3,32 + 0,51 31,17 £ 3,75

BA
Control 93,97 + 4,49 54,31 + 0,20 2,84 + 0,20 86,15 + 2,98
MA 0,5mg/L 91,52 + 14,95 63,31 + 0,74 3,34 £ 0,55 103,20 + 14,08
MA 2mg/L 91,17 + 0,58 64,47 + 1,79 4,71 £ 0,02* 94,18 + 16,99
MA 9mg/L 93,12 + 1,67 58,33 + 2,10 3,93 £ 0,28 62,62 + 3,14*

oC
Control 98,87 +11,73 162,30 + 2,81 6,36 + 1,40 98,91 + 0,19
MA 0,5mg/L 106,10 + 0,06 170,92 + 2,22 9,77 + 0,44* 71,64 + 4,36*
MA 2mg/L 100,79 + 0,51 192,47 +1,18* 10,73 + 0,07** 76,32 + 14,34
MA 9mg/L 108,18 + 10,27 139,56 + 8,91* 6,38 + 0,74 67,89 +0,1*

Los asteriscos denotan diferencias significativas con el correspondiente control; *p<0,05; **p<0,01. Los valores informados corresponden
a la Media + ES de dos experimentos independientes, con tratamientos realizados por duplicado.

Por otra parte, la respuesta del sistema enzi-
matico antioxidante fue mas variable (Tabla 3).
La actividad enzimatica de CAT se mantuvo
elevada y constante durante todo el desarrollo
embrionario; no se observaron cambios signi-
ficativos en su actividad por exposicion al pla-
guicida MA. La actividad enzimatica de GPox
Se-dep se incrementd a lo largo del desarrollo
embrionario. En los estadios de BC y BA se ve-
rificé una tendencia al incremento en la activi-
dad de GPox Se-dep en embriones expuestos
a la menor concentracién de 0,5 mg/L MA, que
fue reduciéndose proporcionalmente a mayo-
res concentraciones llegando a una tendencia
a la disminucion en embriones expuestos a 9
mg/L MA. En el estadio de OC la actividad de
GPox Se-dep disminuyd significativamente en
embriones expuestos a MA, excepto para la
concentracion de 2 mg/L, probablemente de-
bido a la alta dispersion experimental obtenida.
La actividad enzimatica de GST se incremen-
6 significativamente en el estadio de BC a las
tres concentraciones de MA empleadas: 23%,

-13-

29% y 32% para 0,5, 2 y 9 mg/L MA, respec-
tivamente. Dicho incremento se revirtid luego
de 7 dias de exposicion (BA), mientras que en
el estadio de OC para embriones expuestos a
9 mg/L MA la actividad de GST disminuy®6 sig-
nificativamente un 14% respecto del control.
La actividad enzimatica de GR se increment6
significativamente en un 66% en el estadio de
BA frente a 2 mg/L MA. En OC la actividad de
GR fue mayor que en estadios anteriores, sien-
do inducida significativamente por exposiciéon
a 05 mg/Ly2mg/L MA en un 53% y 69%
respectivamente, mientras que en embriones
expuestos a 9 mg/L MA la actividad retorno a
valores control.

Observamos una correlacion directa (r=0,877;
p=0,0008) entre la deplecion de las reservas de
GSH vy la frecuencia de aparicion de alteracio-
nes morfoldgicas en los embriones expuestos
al plaguicida MA (Figura 4). Esto sugiere una
conexion entre el estado de estrés oxidativo,
dado por la caida en los niveles de GSH, y la
alteracion de procesos de proliferacion y/o di-
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ferenciacioén celular que llevan a la aparicion de
malformaciones.
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Debido a la importancia que reviste la enzima
ODC en el metabolismo de PAs, se procedi6 a
su deteccidon inmunohistoquimica. Se detecto
claramente la proteina en zonas particulares
del embrién, como en las glandulas cementa-
les, siendo la marca mas intensa en embrio-
nes tratados que en aquellos no expuestos a
MA (Figura 7). Esto concuerda con la elevada
actividad de ODC determinada en embriones
expuestos a 9 mg/L MA (Tabla 5) respecto de
embriones control.

Tabla 5. Niveles de Put, Spd y ODC en embriones expuestos
a MA.

Figura 4. Correlacién entre el porcentaje de malformacionesy la
inhibicion de GSH en embriones de R. arenarum expuestos en
forma continua a MA.

Efectos de los plaguicidas OP sobre el me-
tabolismo de PAs

Los niveles de PAs se incrementaron paulati-
namente durante el desarrollo embrionario de
R. arenarum. Put es la PA mayoritaria, seguida
por Spd y Spm, que alcanzo6 niveles detecta-
bles en el estadio de OC (0,25 nmol/mg prot).
CP (8 y 16 mg/L) produjo una caida temprana
de Put y de Spd (Figura 5). Por otra parte, los
niveles de Put se incrementaron significativa-
mente en un 60% en embriones expuestos a
9 mg/L MA en el estadio OC, a diferencia de
los niveles de Spd que sufrieron un descenso
altamente significativo del 56% en dicho esta-
dio, respecto de embriones control (Tabla 5). El
tratamiento con 9 mg/L MA provocé también
un descenso en los niveles de Spm por debajo
del limite de deteccion de la técnica.

La actividad de ODC en el estadio de BC fue
semejante en embriones control y expuestos
a MA (Tabla 5), mientras que CP provocd una
disminucion progresiva hasta los 8 mg/L (Figura
5). La actividad enzimatica de ODC de embrio-
nes control se incrementd en el estadio de BA
respecto a BC; la actividad fue inhibida por la
exposicion a 0,5y 2 mg/L MA (53%; p<0,05),
mientras que 9 mg/L MA provocd su aumen-
to. En el estadio de OC la actividad de ODC se
increment6 en forma altamente significativa en
embriones expuestos a 9 mg/L (18 veces), com-
parado con embriones control. El analisis de co-
rrelacion de la actividad de ODC y el porcentaje
de malformaciones provocado por CP en el es-
tadio temprano de BC marcoé una alta correla-
cion negativa; r=0,837, p=0,0001 (Figura 6).

BC [ BA [ 0C

Put (hmol/mg prot)
Control 4,60+0,50 | 8,06+0,77 13,09 + 2,60
MA 0,5mg/L | 6,29 + 0,96 11,23+1,10 [11,91 +£0,78
MA 2mg/L 6,06 + 0,16 14,07 3,29 15,68 +2,10
MA 9mg/L 6,44 + 0,82 16,73 £ 5,10 |20,93 = 3,94*

Spd (nmol/mg prot)
Control 1,24 + 0,21 5,01 + 0,08 10,92 + 2,29
MA 0,5mg/L | 1,32 £ 0,44 | 5,03 0,29 9,58 + 0,37
MA 2mg/L 1,48 +£0,06 | 6,60 +1,34 13,12 + 1,11
MA 9mg/L 1,71 £0,10 | 5,08 +1,32 4,79 + 0,66*

ODC (nmol CO,/h/mg prot)

Control 2,78 0,04 | 7,26 £1,29 0,26 + 0,03
MA 0,5mg/L | 3,06 £ 0,04 | 3,84 +0,46* |0,31 +0,06
MA 2mg/L 2,60+0,09 | 4,31+0,34* [0,27 + 0,04
MA 9mg/L 2,51+ 0,34 11,01 +1,00* | 3,17 = 1,00**

Los asteriscos denotan diferencias significativas con el correspondien-
te control; *p<0,05; **p<0,01. Los valores informados corresponden a la
Media + ES de dos experimentos independientes, con tratamientos rea-
lizados por duplicado.
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Figura 5. Niveles de PAs y actividad especifica de ODC en em-
briones de R. arenarum en estadio de BC expuestos a CP. Las ba-
rras corresponden a Media + ES de duplicados de tratamiento.
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Figura 6. Analisis de correlacién entre el porcentaje de embrio-
nes malformados y la actividad especifica de ODC en embrio-
nes de R. arenarum expuestos a CP (2, 4, 8 y 16 mg/L) hasta el
estadio de BC.

Figura 7. Analisis inmunohistoquimico de ODC en cortes trans-
versales de embriones de R. arenarum en estadio de OC ex-
puestos en forma continua a 9 mg/L MA.
Detalle de las glandulas cementales A) Control. B) Tratado. Las flechas
indican células que expresan la proteina ODC.

Se determind el efecto de la exposicion em-
brionaria de R. arenarum a OP sobre la activi-
dad de proteina quinasas. La actividad de se-
rina/treonina quinasas basal se incrementé 3,2
veces en embriones en estadio de OC debido a
la exposicion continua a 9 mg/L MA (0,22+0,01
vs. 0,70+0,08 nmol P/mg prot controles y MA
respectivamente; p<0,01). Por otra parte, la
actividad medida en condiciones especificas
para PKC marcé un aumento altamente sig-
nificativo debido a MA 9 mg/L respecto tanto
a la actividad de PKC en controles (1,08+0,13
vs 0,27+0,01 nmol P/mg prot respectivamente,
4,0X de incremento; p<0,01) como a su activi-
dad quinasa basal (1,5 veces; p<0,05).

DISCUSION

CAT, junto con SOD, constituyen la primera li-
nea de defensa antioxidante en R. arenarum
(14) y Xenopus laevis (13). En larvas de rana
toro (Lithobates catesbeiana) expuestas a gli-
fosato se verifica un incremento de actividad
de dichas enzimas en tejido hepatico frente al
aumento de EROs provocado por el plaguicida
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(53). La actividad especifica de enzimas rela-
cionadas al glutation es menor que la activi-
dad de CAT, siendo GST la mas activa, seguida
por GPox Se-dep y GR. En condiciones basa-
les, la actividad de dichas enzimas responde
a cambios en el ambiente del embrién, como
una mayor exposicion al O, ambiental al mo-
mento de la eclosion o al procesamiento del
agua a través de sus branquias (13,14). GST
es una enzima detoxificante de fase Il que se
encuentra bajo control del factor de transcrip-
cion Nrf2, a través del elemento de respuesta
antioxidante (ARE). GST incrementa significati-
vamente su actividad por exposicion a MA en
embriones en BC como respuesta detoxifican-
te, siendo finalmente inhibida en embriones
en OC expuestos a la mayor concentracion
ensayada. La inhibicién de la actividad espe-
cifica de GPox Se-dep en el estadio de OC en
embriones expuestos a MA, de manera simi-
lar a lo que ocurre con GST, sugiere un efecto
debido a un exceso de EROs que supera las
defensas antioxidantes, situacién debida pro-
bablemente a lo prolongado de la exposicion a
la concentracion mas alta de MA ensayada (9
mg/L). Como se mencioné anteriormente, GR
posee una baja actividad en embriones de R.
arenarum comparada con otras enzimas de-
pendientes de glutation. Esto ha sido obser-
vado en otros embriones de anfibios (13). Hay
una clara induccién de la actividad de GR en
embriones expuestos hasta OC a 0,5y 2 mg/L
de MA. El incremento de actividad de GR po-
dria indicar la necesidad de reciclar el GSH que
habria sido oxidado por el aumento de EROs
inducido por MA. Por otra parte en embriones
expuestos a 9 mg/L MA la actividad es seme-
jante a los valores control. Esto es concordante
con lo descripto previamente para GPox, refor-
zando entonces la hipétesis del predominio de
EROs sobre la capacidad antioxidante. Los re-
sultados sugieren claramente una situacién de
estrés oxidativo en donde el GSH es depletado
gradualmente; la respuesta inductiva sobre la
sintesis de GSH y las enzimas antioxidantes se
veria sucesivamente superada por el impacto
de EROs sobre sitios susceptibles de ataque
sobre las proteinas.

La correlacion observada entre la deplecion de
GSH vy la proporcion de malformaciones ob-
servadas (Figura 4), lleva a pensar en primer
lugar en un efecto dirigido por el estrés oxida-
tivo sobre procesos de proliferacion y/o dife-
renciacion celular. La biotransformaciéon de OP
por los sistemas oxidativos de detoxificacion
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llevaria a una situacion de estrés y consumo
de defensas antioxidantes como el GSH. De
esta manera, el estrés oxidativo causado por
la metabolizacion de OP podria ser uno de los
mecanismos a través de los cuales estos pla-
guicidas causan malformaciones durante el
desarrollo embrionario de anfibios (54).

Es reconocida la importancia de las PAs en di-
versos procesos celulares que incluyen prolife-
racion, diferenciacion, muerte celular e incluso
desarrollo embrionario (26). El patron de PAs
determinado en embriones de R. arenarum
es coincidente con el de otros anfibios como
X. laevis. Put es mayoritaria, seguida de Spd,
mientras que Spm es la minoritaria o incluso in-
detectable (27). El incremento de Put por expo-
siciéon de los embriones a MA seria consecuen-
cia de un incremento de la actividad de ODC,
una de las enzimas limitantes en la biosintesis
de PAs. La disminucién de Spd y Spm podria
deberse a un incremento en su degradacién
oxidativa (via PAO y DAO) o bien a una alte-
racion a nivel de la enzima S-adenosilmetioni-
na decarboxilasa, que proporciona los grupos
aminopropilo que se adicionaran sobre Put y
que la transformaran en Spd, y luego a ésta en
Spm. La degradacién oxidativa de Spd y Spm
también podria ser causante del aumento de
Put. En el estadio de desarrollo temprano BC
no se ven alterados los niveles de PAs o la ac-
tividad de ODC por exposicién a MA. En el es-
tadio de BA se altera la actividad de ODC sin
modificar los niveles de PAs, y finalmente, en
el estadio de OC se altera tanto la actividad de
ODC como los niveles de PAs, incrementan-
dose la actividad de ODC y aumentando Put.
Esta situacion de incremento de la actividad de
ODC desencadenada por la exposiciéon de los
embriones a MA seria una respuesta de tipo
reparadora u homeostatica, a fin de permitir al
embrion continuar con su desarrollo. Si bien se
requieren profundizar los estudios histoquimi-
cos de expresion de la ODC, en un primer ana-
lisis los niveles aumentados de la enzima se
corresponderian con una mayor proliferacion
de ciertos tejidos (Figura 7).

La via de sefalizacion de respuesta a estrés
oxidativo est4 dirigida por la regulacion sobre
el factor de transcripcion Nrf-2 a través de la
disminucién de GSH, actuando también po-
sitivamente la fosforilacion por PKC (24,25).
Nuestros resultados son coincidentes con
esta via de regulacién, ya que el OP MA es ca-
paz de aumentar notoriamente la actividad de
PKC en el final del desarrollo embrionario, en
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respuesta a una deplecion de GSH por estrés
oxidativo. Este aumento es en principio un re-
gulador positivo de GST, que aliviaria el estrés
oxidativo, y de ODC, que actuaria en la repa-
racion proliferativa de tejidos. Sin embargo, si
los OP aumentasen la degradacion oxidativa
de las PAs en su accion deletérea sobre teji-
dos, estarian entonces potenciando el estrés
oxidativo y provocando en consecuencia un
mayor dafo (10,33). Por su parte, CP produ-
jo un descenso de la actividad de ODC que
concuerda con la disminucién de los niveles
de Put y Spd en embriones de desarrollo tem-
prano. El descenso de la actividad de ODC en
el estadio embrionario temprano de BC se en-
cuentra altamente correlacionado con el por-
centaje de embriones que desarrollan diversas
malformaciones. Estas circunstancias serian
indicativas de la activaciéon de una via apop-
totica que conduciria finalmente al arresto del
desarrollo embrionario. Ambos OP estarian
entonces activando diferentes respuestas, de-
bidas a una distinta capacidad pro-oxidante, o
bien a acciones a través de vias diferenciales
de sefalizacién teniendo en cuenta su variabi-
lidad estructural.

En conclusion, el estrés oxidativo inducido por
los insecticidas organofosforados y la accion
potenciadora o sinérgica causada por su efec-
to sobre el metabolismo de PAs conllevaria a
una alteracion de los procesos de proliferacion
y diferenciacion, al modificar la actividad de di-
versos factores de transcripcion relacionados
al destino celular, ocasionando asi las altera-
ciones observadas a nivel del desarrollo em-
brionario de Rhinella arenarum.
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Resumen: REVISION DE LA TOXICOCINETICA Y LA TOXICODINAMIA DEL ACIDO CIANHIDRICO Y LOS CIANUROS. Pa-
tricia N. Quiroga; Valentina Olmos. Acta Toxicol. Argent. (2009) 17 (1): 20-32. El cianuro es uno de los toxicos mas peligrosos por
su rapida y potente accion, muchas veces letal. Los diferentes tratamientos de la intoxicacién tienen su base o explicaciéon en
el conocimiento de la toxicocinética y la toxicodinamia. La revision de la toxicocinética del cianuro muestra que, si bien la via de
la tiosulfato-cianuro sulfotransferasa (rodanasa) es la principal via metabdlica, el complejo con albumina sérica seria el primer
proceso de detoxificacion del cianuro en el metabolismo normal. El efecto protector de formadores de cianhidrinas en casos de
intoxicacion sigue siendo evaluado a nivel experimental. Los estudios actuales sobre la toxicodinamia del cianuro se enfocan en
la afinidad de la union del cianuro al centro binuclear hemo a,-Cu, de la citocromo oxidasa en sus diferentes estados redox y en
el mecanismo de inhibicion de enzimas antioxidantes. Un mayor y mejor entendimiento de la detoxificacién del cianuro asi como
de los mecanismos de accion toxica podrian llevar al desarrollo de potenciales antidotos.
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Abstract: REVIEW OF TOXICOKINETICS AND TOXICODYNAMICS OF CYANIDES AND HYDROGEN CYANIDE. Patricia N.
Quiroga; Valentina Olmos. Acta Toxicol. Argent. (2009) 17 (1): 20-32. Cyanide is one of the most dangerous poisons because of its
rapid and potent toxicity, most times with lethal outcomes. Different poisoning treatments are based on knowledge of cyanide’s
toxicokinetic and toxicodynamic. The review of cyanide’s toxicokinetics shows that, although thiosulfate-cyanide sulfotransferase
(rhodanese) is the major metabolic pathway, binding serum albumin would be the first process of detoxification of cyanide in nor-
mal metabolism. The protective effect of cyanohydrin formers in cases of poisoning remains experimentally evaluated. Cyanide’s
binding affinity to the binuclear center heme a,-Cu, of cytochrome oxidase within their different redox states and cyanide’s
mechanism of inhibition of antioxidant enzymes are currently still being investigated. More and better understanding of cyanide’s

detoxification pathways and/or mechanisms of toxic action could lead to the development of new potential antidotes.

Keywords: Cyanide; Toxicokinetic; Toxicodynamic

INTRODUCCION

El acido cianhidrico es un liquido incoloro a
20°C, con ligero olor a almendras amargas.
Tiene un punto de ebullicién de 26°C lo cual
permite muy facilmente su pasaje al estado ga-
se0so0. Los cianuros alcalinos como el cianuro
de sodio y de potasio son solidos blancos muy
solubles en agua.

El hombre puede estar expuesto a cianuro a
través de una gran variedad de compues-
tos, los cuales pueden ser de origen natural y
antropogénico.

Ejemplos de compuestos de origen natural
son los glucdsidos cianogenéticos, sustan-
cias complejas formadas por una aglicona, un
azucar y una molécula de acido cianhidrico.
Alrededor de 1000 especies de plantas con-
tienen estos glucésidos (1), que son capaces
de liberar la molécula de cianhidrico en deter-
minadas condiciones de temperatura, tiempo
y/o accion de enzimas vegetales o bacterianas
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(1). Se conocen aproximadamente 25 glucosi-
dos cianogenéticos diferentes, de los cuales
la amigdalina, la durrina, la linamarina, la lo-
taustralina, la prunasina y la taxifilina son los
de mayor importancia en plantas comestibles
(2). Estos compuestos estan naturalmente pre-
sentes en alimentos como las almendras, las
habas, la mandioca, la soja, el sorgo y la es-
pinaca (3,4); en las semillas de manzana, los
carozos de duraznos, cerezas y ciruelas (5).
Aunque esta descripto que el pH gastrico no
es capaz de hidrolizarlos, existe evidencia que
la flora intestinal de los mamiferos si puede ha-
cerlo (1,2).

Las principales fuentes de contaminacion de
origen antropogénico son las descargas (dese-
chos) de las industrias mineras de extraccion
de metales preciosos, de las industrias meta-
lurgicas del hierro y el acero y de las industrias
quimicas que producen distintos compuestos
de cianuro tales como ferro y ferricianuros (3).



Algunas industrias utilizan compuestos de cia-
nuro en procesos de sintesis para la fabricacion
de plasticos, papel, telas, gomas, fotografia,
plaguicidas (5). Otras fuentes de acido cianhi-
drico son las emisiones vehiculares, el humo
de cigarrillo y las emanaciones en la quema de
basura y en los incendios.

La administracion terapéutica de nitroprusiato
de sodio como agente hipotensor puede oca-
sionar intoxicacioén por cianuro (6-10).

La etiologia de la intoxicacion con acido cianhi-
drico y cianuros puede ser intencional (suicida
u homicida), accidental, iatrogénica, alimenta-
ria, ambiental y profesional.

La exposicion al toxico puede ser aguda o cro-
nica. Las etiologias intencional y accidental es-
tan mas frecuentemente asociadas a exposi-
cién aguda (11-15) y las etiologias profesional,
ambiental y alimentaria estan mas frecuente-
mente asociadas a exposicion cronica (16-19).
La toxicidad de los cianuros se manifiesta por
accion general, es decir, se pueden distinguir
las etapas de absorcion, distribucion, metabo-
lismo y eliminacion del toxico (7). En el caso de
cianuro de sodio, la accidén caustica al entrar
en contacto con las mucosas (20), puede con-
siderarse una accioén local.

La principal caracteristica del perfil toxicolo-
gico del cianuro es su rapida y potente toxi-
cidad aguda, y los diferentes tratamientos de
la intoxicacion tienen su base o explicacion
en el conocimiento de la toxicocinética y la
toxicodinamia.

El objetivo de este trabajo fue realizar una re-
vision de la toxicocinética y toxicodinamia del
acido cianhidrico y los cianuros, sus relaciones
con los antidotos utilizados en la actualidad,
y una actualizacion del tema con vistas a po-
tenciales mecanismos de accion para nuevos
antidotos.

ABSORCION

El acido cianhidrico es una molécula pequena
y tiene un pKa de 9,21 (21) que hace que no
esté ionizada al pH fisiol6gico. En el estado ga-
Seoso es un compuesto de elevada difusibili-
dad. Atraviesa rapidamente membranas por un
mecanismo de difusion simple.

El acido cianhidrico se absorbe por piel y mu-
cosas Yy puede ingresar al organismo por via
inhalatoria, oral, conjuntival y dérmica (22,23).
Los factores que modifican la velocidad de ab-
sorcion pueden ser: a) propios del compuesto,
como la liposolubilidad, la constante de diso-
ciacion (24), la concentracion en el sitio de ab-
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sorcion (directamente relacionada con la con-
centracién o dosis de exposicion); y b) propios
del sitio de absorcion, como la superficie de
contacto, la irrigaciéon o perfusiény el pH en el
sitio de absorcion.

La absorcién gastrointestinal de sales de cia-
nuro es mas lenta que la absorcion inhalato-
ria del gas cianhidrico y se ve afectada por la
presencia de alimentos (22). El tiempo transcu-
rrido entre la exposicion y la aparicion de los
sintomas depende del tipo de compuesto in-
volucrado (gas cianhidrico, cianuros hidrosolu-
bles, cianuros insolubles en agua y compues-
tos cianogenéticos), la via de ingreso y la do-
sis. Por ejemplo, la hiperpnea puede aparecer
15 segundos después de la exposicion a gas
cianhidrico (25) o los sintomas pueden demo-
rarse hasta 12 horas luego de la ingestion de
glucésidos cianogenéticos (22).

DISTRIBUCION

Si la absorcién fue por via oral, una importante
porcion es detoxificada en higado por el pro-
ceso de primer pasaje (5,22,26).

La distribucion del cianuro absorbido es rapi-
da (minutos a horas) y uniforme, se lo encuen-
tra en practicamente todos los tejidos (27), sin
embargo, los mayores niveles suelen encon-
trarse en higado, pulmones, sangre y cerebro
(22,28).

Se une a muchas metaloenzimas, inactivando-
las, entre las cuales encontramos enzimas que
contienen hierro, cobre y cobalto (29).

En sangre, la mayor proporcién de cianuro se
halla dentro del eritrocito. La relacion concen-
tracion de cianuro en glébulo rojo/concentra-
cion de cianuro en plasma varia de acuerdo a
distintos autores: 2/1 (29), 100/1 (30) y 199/1
(22). La alta afinidad de los eritrocitos por el
cianuro podria ser interpretada como un me-
canismo de detoxificacion (5,31).

El cianuro puede atravesar la barrera placenta-
ria (32). Esta afirmacion se basa en que se en-
contraron mayores niveles de tiocianato (prin-
cipal metabolito del cianuro) en sangre de cor-
dén umbilical de fetos de madres fumadoras
comparados con los niveles hallados en sangre
de corddn de fetos de madres no fumadoras,
lo que sugiere que el tiocianato y posiblemente
el cianuro atraviesen placenta (23).

No se ha descripto acumulacién del cianuro en
sangre o tejidos luego de exposicién crénica al
toxico (22).
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METABOLISMO Y ELIMINACION

El proceso de detoxificacion de cianuro invo-
lucra una via metabdlica principal en la que
participan enzimas intracelulares (sulfotrans-
ferasas) y vias metabdlicas alternativas meno-
res conformadas por procesos de oxidacién y
union a cistina, entre otros.

Las sulfotransferasas catalizan la adicion de
azufre al cianuro de modo irreversible forman-
do tiocianato (33,34), de menor toxicidad que
el cianuro, que posteriormente es eliminado en
la orina. El metabolismo a través de las sulfo-
transferasas es critico en el proceso de detoxi-
ficacion. Varias enzimas han sido caracteriza-
das que favorecen la transferencia de sulfuros
bivalentes a aceptores nucleofilicos como el
cianuro: tiosulfato —cianuro sulfotransferasa (ro-
danasa) EC 2.8.1.1, B-mercaptopiruvato-cianu-
ro sulfotransferasa (MPST) EC 2.8.1.2, tiosulfa-
to reductasa (tiosulfato tiol sulfotransferasa) EC
2.8.1.3 y cistationasa y-liasa EC 4.4.1.1 (7).

La rodanasa (EC 2.8.1.1) es una enzima mito-
condrial, ubicua, presente en diferentes orga-
nismos vivos, desde bacterias al hombre (35-
42). Convierte el cianuro en tiocianato al trans-
ferirle un atomo de azufre desde el tiosulfato u
otro dador de azufre (Ecuacion 1).

Rodanasa
8203 +CN- ——— > SCN -+ SOSZ‘
Ecuacion 1

Por esta via se detoxifica el 80% de la dosis
absorbida de cianuro (43).

El sulfito producido en esta reaccién es conver-
tido a sulfato por la enzima sulfito oxidasa (EC
1.8.3.1) (44). En tejido humano se ha descripto
la presencia de isoenzimas de la rodanasa (45)
y una actividad de rodanasa elevada en rindn
seguida por higado, cerebro, pulmén, musculo
y estébmago (40).

La MPST (EC 2.8.1.2) cataliza la transferencia
de azufre sélo desde el 3-mercaptopiruvato,
que se forma durante el catabolismo de la cis-
teina, a un aceptor de azufre como el cianuro
(Ecuacion 2).

MPST
HSCHZCOCOO' + CN- ——>SCN- + CHSCOCOO'
Ecuacion 2

El 3-mercaptopiruvato es el unico sustrato de
la MPST. Este hecho estaria relacionado con
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la presencia del grupo a-ceto y la posicién del
grupo sulfuro (46). Esta enzima se halla tanto
en células eucariotas como procariotas. Pre-
senta segun la especie diferencias en su dis-
posicion, asi, en rata se encuentra en mayor
proporcion en rindn e higado localizandose en
citoplasma y mitocondria (47). En pollo y pa-
loma la actividad de MPST mas alta se exhibe
en higado seguido por riidn. En pato y mur-
ciélago de la fruta los niveles mas elevados se
localizan en rindn (48).

La distribucion subcelular de la MPST pone en
evidencia que primero detoxifica el cianuro en
el citoplasma y luego en la mitocondria en co-
operacion con la rodanasa (49). La MPST y la
rodanasa son miembros de la misma familia y
estan evolutivamente relacionadas (50).

En la MPST humana se identificaron 3 polimor-
fismos genéticos, de los cuales la mutacion sin
sentido Tyr® Stop, que da lugar a la sintesis de
una proteina inactiva, podria estar relacionada
con un mayor riesgo de desarrollar neurotoxi-
cidad tras la exposicién a cianuro (51).

La tiosulfato reductasa (EC 2.8.1.3) cataliza la
desulfuracion de tiosulfatos oxidando GSH a
GSSG. Durante esta reaccion se forma gluta-
tion persulfito (GSS’), compuesto altamente
reactivo, que reacciona con el cianuro si éste
esta presente (52). Esta enzima se encuentra
en higado, rifdn, corazén, cerebro, intestino y
testiculo (53). Se localiza a nivel subcelular en
citoplasma y mitocondria (36).

La cistationasa y-liasa (EC 4.4.1.1) es la cuarta
enzima que participa en la detoxificacion en-
dbégena del cianuro (54). Esta enzima cataliza
la formacion de tiocistina, un dador de azu-
fre sustrato de la rodanasa, a partir de cistina
(55).

Entre las vias metabdlicas alternativas meno-
res se encuentran: 1) formacion del acido 2-
aminotiazolidin-4-carboxilico, por reaccién del
cianuro con cistina, que se elimina por orina
(56,57). Esta via corresponde a un 20% del
metabolismo, el cual se incrementa con dosis
téxicas de cianuro (25,56); 2) oxidacion enzi-
matica y no enzimatica del cianuro a cianato,
que se elimina como diéxido de carbono por
via respiratoria (58); 3) combinacion del cianuro
con hidroxicobalamina para formar cianocoba-
lamina (vitamina B12), que se elimina por via
renal (33,59); 4) incorporacion en el pool meta-
bélico de compuestos mono carbonados (58).
Los pasos metabdlicos planteados se mues-
tran en la figura 1.
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Figura 1. Esquema de los pasos metabdlicos de cianuro (tomado de ATSDR, 2006 (33) con modificaciones).

El cianuro también puede ser removido por
otros procesos importantes como la formacion
de cianmetahemoglobina en glébulos rojos por
Su reaccion con el hierro en estado férrico de
la metahemoglobina (25,31) y por la interac-
cion con la albumina del suero a través de los
grupos azufre — sulfona, la que exhibe un com-
portamiento andlogo a una enzima en el pro-
ceso de detoxificacion de cianuro (53,60-65).
Las reacciones de cianuro con las sales o los
ésteres de algunos aminoacidos (piruvato, o-
cetoglutarato, oxalacetato) conducen a la for-
macion de intermediarios cianhidrinas y a su
incorporacién en el metabolismo intermediario
(33,53).

La combinacién de las rutas metabdlicas en el
humano genera una capacidad de detoxifica-
cién de 0,017mg de cianuro por kilo de peso
por minuto (25,66).

En humanos de ambos sexos tratados con ni-
troprusiato de sodio se observé una detoxifi-
cacioén espontanea de cianuro de aproximada-
mente 1ug/kg de peso por minuto (22,67).

El metabolismo enzimatico, principal ruta de
metabolizacién del cianuro, es eficiente, pero
no tiene suficiente capacidad de detoxificacion

en intoxicaciones agudas por falta de dadores
de azufre enddgenos; y la proteccién conferi-
da por la formacién de cianatos derivados es
limitada, porque las células no pueden utilizar
el oxigeno (22,25).

Existe escasa y muy variada informacion so-
bre datos toxicocinéticos del cianuro y sus
compuestos en el hombre. Las dosis letales
medias para humano estimadas en base a
estudios de reporte de casos son: para ex-
posicion por via inhalatoria CL, 524 ppm por
10 minutos, por via oral DL, 1,52 mg/kg y
por via dérmica DL, 100mg/kg (33). Algu-
nos datos provenientes de reportes de ca-
sos se presentan en la tabla 1 junto a datos
toxicocinéticos provenientes de estudios en
diferentes especies animales. En esta tabla
se observan variaciones de la vida media re-
lacionadas con la especie, el tipo de expo-
sicion, la dosis, el compuesto, la via de ad-
ministracion y el tiempo de exposicion. Ade-
mas, se distingue que, de las tres especies
(monogastrica: rata y cerdo, no monogastri-
ca: cabra) evaluadas en las mismas condi-
ciones experimentales con dosis subletales,
en la cabra el cianuro presenta una vida me-
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dia mayor con una constante de eliminacion
(Kel) menor. Este hecho permitiria asumir que
el cianuro permanece mas tiempo en esa es-

pecie no monogastrica, posiblemente prolon-
gando la exposicién a tiocianato, su principal
metabolito.

Tabla 1. Datos toxicocinéticos en diferentes especies

Especie Compuesto Dosis (via adm) Vida media (hs) Kel (hs) Fuente bibliografica
Humano CNK 1g (VO) 19* Hall, 1987 (68)
Leiken, 1996-97 (69)
Humano 0,7-2,1 Baselt, 2000 (43)
ATSDR, 2006 (33)
Humano HCN 10ppm por
1min (VInh) 0,0045* Stamyr, 2008 (70)
Perro CNNa 20,4 _mol/kg (VI) 0,0568 Sylvester, 1983 (71)
Rata CNK 3mg/kg (VO) 0,64 1,08 Sousa, 2003 (72)
Cerdo CNK 3mg/kg (VO) 0,54 1,28 Sousa, 2003 (72)
Cabra CNK 3mg/kg (VO) 1,28 0,54 Sousa, 2003 (72)
Caballo CNNa 1mg/kg/hs (Inf.l 00,74 o 0,9436
por 1 hora) B16 B 0,0461 Dirikolu, 2003 (73)

Nota: VO: via oral; VInh: via inhalatoria; VI: via intravenosa; Inf.l: infusion intravenosa; *fase terminal; **en aire exhalado.

El cianuro absorbido es excretado principal-
mente como tiocianato en orina. Trazas de cia-
nuro de hidrégeno también pueden ser excre-
tadas, sin cambio, a través de pulmén, saliva,
sudor u orina, como diéxido de carbono en el
aire expirado o como f tiocianoalanina en sa-
liva y sudor (26). Algunos autores han comu-
nicado la existencia de dos fases de elimina-
cién para el cianuro, una fase rapida o oy una
terminal o B en un modelo bicompartamental
(68,73).

MECANISMO DE ACCION

Se conoce que el cianuro se une e inactiva
aproximadamente 40 enzimas (22), entre las
cuales se pueden mencionar las siguientes:
catalasa, acido ascérbico oxidasa, peroxida-
sa, tirosinasa, fosfatasa, xantino oxidasa, suc-
cinico deshidrogenasa, superdxido dismutasa,
carboxilasa vitamina K dependiente y anhidra-
sa carbonica (7,22,33,74). Ademas, se une a
la metahemoglobina y a la hidroxicobalamina
(83). Pero, la accion mas importante desde el
punto de vista toxicolégico es la union a la ci-
tocromo ¢ oxidasa (22,25,33).

La citocromo oxidasa es una superfamilia de
proteinas las cuales actuan como enzimas ter-
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minales en las cadenas respiratorias celulares.
Como consecuencia de la unién del cianuro a
la enzima, se impide la utilizacion del oxige-
no a nivel celular y se manifiesta un estado de
anoxia histotoxica.

La estructura de la enzima y el mecanismo
de union del cianuro han sido estudiados en
numerosos trabajos (75-78) y aun contintan
siendo investigados. La union del cianuro a la
citocromo ¢ oxidasa es compleja y depende
del estado redox de la enzima. Jones y co-
laboradores (75) propusieron la existencia de
dos formas o estados de la enzima citocromo
c oxidasa y las denominaron formas unibles y
no unibles al cianuro. Consideraron forma uni-
ble a la enzima en su estado parcialmente re-
ducido y formas no unibles a todos los otros
estados redox de la enzima. Los mismos au-
tores también demostraron que el cianuro se
une a la forma parcialmente reducida de la en-
zima (75).

Varios estudios indican que el cianuro se une
al centro binuclear hemo a,-Cu, (77,79-81).
El centro binuclear puede existir en tres esta-
dos: reducido, oxidado o parcialmente redu-
cido (82). El oxigeno sélo puede unirse en el
estado totalmente reducido (Fe**a, Cu*,). El




cianuro puede unirse al centro binuclear en los
tres estados, pero tendria una mayor afinidad
de union por el estado parcialmente reducido
(Fe**a, Cu+y) (77).

Al ser un nucledfilo fuerte, el acido cianhidri-
co tiene multiples efectos en varios sistemas
del organismo. En el sistema nervioso central,
puede llevar a la acumulacion de calcio intra-
celular en las neuronas (83). Puede provocar
la liberacién de neurotransmisores excitatorios
en cerebro y la liberacion de catecolaminas
desde las glandulas adrenales y terminales
nerviosas adrenérgicas (83).

A dosis subletales, se han descripto secuelas
como sindrome simil Parkinson (19), relaciona-
dos con la muerte de células nerviosas dopa-
minérgicas inducida por cianuro (84,85).
También se ha descripto que el cianuro induce
peroxidacion lipidica, principalmente en el ce-
rebro (7) debido, probablemente, a la inhibicion
de enzimas antioxidantes superéxido dismu-
tasa, catalasa y glutation peroxidasa (33,83).
Adicionalmente, el cianuro estimula directa-
mente los quimiorreceptores del cuerpo caro-
tideo y de los cuerpos aorticos, produciendo
hiperpnea (86). Esta estimulacién seria conse-
cuencia de la hipoxia provocada por el cianuro
a nivel de las células tipo | (células glomus) del
cuerpo carotideo (87). Asi, el cianuro afecta la
respiracion en dos niveles, el nivel celular en la
cadena respiratoria y el nivel fisiolégico a tra-
vés de los quimiorreceptores.

Todos estos mecanismos explicarian la pre-
dominancia de afecciones neurologicas en los
intoxicados con dosis subletales de cianuro
(88-90) ya que el sistema nervioso central es
mas vulnerable debido a su alta demanda me-
tabolica de oxigeno (33).

El cianuro también tiene una accién sobre la
tiroides atribuida a su principal metabolito, el
tiocianato. El ion tiocianato es un compuesto
bociégeno que compite con el ibén ioduro por
el ingreso a la tiroides y, como consecuencia,
altera la sintesis de las hormonas tiroideas:
triiodo tironina y tiroxina (T3 y T4) (22,26,33).

TRATAMIENTO

El paradigma de tratamiento clasico en toxico-
logia clinica incluye: 1) tratamiento de soporte;
2) prevencion de la absorcion de los compues-
tos toxicos; 3) fortalecimiento de su elimina-
cion; 4) tratamientos especificos, incluidos los
antidotos (7,30,86,91). El tratamiento con an-
tidoto, sobre una base toxicocinética, implica
una disminucién de la concentracién del toxico
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a nivel del blanco celulary, sobre una base toxi-
codinamica, conduce a una modificacién de la
sintomatologia clinica sin afectar la concentra-
cién del compuesto en el blanco celular (92).
En la intoxicacién por cianuro cuyas acciones
son complejas y no pueden atribuirse exclu-
sivamente a la inhibicion de la utilizacion del
oxigeno, se produce un rapido inicio de la
toxicidad que debe tener un tratamiento efi-
caz e inmediato para evitar el sindrome toxico
(89,93-95).
Los compuestos utilizados como antidotos en
la intoxicacién con cianuro pueden ser clasifi-
cados en cuatro grupos basados en su meca-
nismo de accion (96,97).
Secuestrante. Son compuestos que

e inactivan al cianuro por unién a él,
por ejemplo: hidroxicobalamina o hi-
droxocobalamina (93,98,99), EDTA di
Co (100,101), otras sales de cobalto
(102,103), compuestos formadores
de cianhidrinas como el o cetogluta-
rato cuyo efecto protector continua
siendo estudiado a nivel experimental
(104-108); o compuestos que gene-
ran la formacién de metahemoglobi-
na, a la que a su vez, se une el cianu-
ro, por ejemplo: nitritos (68,93,109),
4- dimetilaminofenol (97).
Detoxificante. Son compuestos do-
nantes de azufre como el tiosulfato,
que favorecen la metabolizacion en-
zimatica del cianuro y su conversion
a tiocianato, relativamente no toxico,
que se elimina rapidamente del orga-
nismo (68,71,110).
Fisiologico. El oxigeno parece ser un
antagonista fisiolégico que puede fa-
cilitar la disociacion del cianuro de la
citocromo oxidasa (96).
Bioquimico. Son compuestos que
disponen de mecanismos en gran
medida sin explicacién y sus accio-
nes pueden estar relacionadas con
dianas intracelulares de cianuro que
no sean la citocromo oxidasa (96).

En el tratamiento especifico de la intoxicacion
con cianuro se hace uso de diferentes clases
de antidotos que se presentan en la tabla 2.

Todos los antidotos actualmente disponibles
para tratar la intoxicacion por cianuro, excepto
el oxigeno, ejercen su accion sobre una base
toxicocinética, especificamente por reduccion
del cianuro libre a nivel de los tejidos (92,109).
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Tabla 2. Antidotos usados en la intoxicacién con cianuro

Clase Prototipo

Metahemoglobinizantes

Secuestrante

Compuestos con cobalto

Ejemplo
Nitrito de amilo
Nitrito de sodio

4-dimetilaminofenol

Hidroxicobalamina ——  Formacion de cianocobalamina

EDTAdi Co

Detoxificante — Donante de azufre —— Tiosulfato

Accion

Formacion de cianmetaHb

—> Quelacion del CN

— Formacion de tiocianato

CONCLUSIONES

Aunque pareciera ser que el cianuro no es
un téxico “moderno”, tanto su toxicodinamia
como su toxicocinética y sus vias de detoxi-
ficacion continuan siendo motivo de estudio
e investigacion. Cada vez que se propone un
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Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol. Ar-
gent.) (ISSN 03279286) es el érgano oficial de
difusion cientifica de la Asociacién Toxicologi-
ca Argentina.Tiene por objetivo basico la publi-
cacion de trabajos originales, comunicaciones
breves, actualizaciones o revisiones, temas de
divulgacion, comentarios bibliograficos, notas
técnicas y cartas al editor. Asimismo, se publi-
caran noticias relacionadas con los diferentes
campos de la Toxicologia.

Acta Toxicologica Argentina (en adelante
“Acta”) publicara contribuciones en espanol,
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 Co-
mité opte por rechazar, aceptar con cambios o
aceptar para su publicacion el trabajo someti-
do a su consideracién. En todos los casos los
autores recibiran copia sin firma de la

opinién de los evaluadores.

Las contribuciones cientificas originales envia-
das a consideracién de ATA deberan ajustarse
al siguiente formato bésico:

e Pagina 1: titulo, subtitulo, nombres comple-
tos del o de los autores, laboratorio o institu-
cion donde se realizé el trabajo, direccion pos-
tal completa, incluyendo cédigo postal, correo
electronico, teléfono

y fax, autor al cual debe dirigirse toda la
correspondencia.

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

e Pagina 3 en adelante: Introduccion, Material
y Métodos, Resultados, Discusion, Bibliografia
citada, Leyendas de llustraciones y Tablas con
leyenda.

La extension maxima de estos aportes no de-
bera superar las 8 (ocho) paginas. El texto de-
bera ser escrito en PC, en papel tamano A4, a
doble espacio, con margenes superior, inferior
e izquierdo de 4 cm. Se deberan enviar 3 jue-
gos. Conjuntamente

con las 3 copias del manuscrito, los autores
deberanremitir una versién en disquete de 3
1/2 pulgadas utilizando alguno de los siguien-
tes procesadores de texto: Word for MS-DOS;
Word for Macintosh; Word Perfect for DOS,
indicando programa y version usados. En el
caso que los revisores recomienden la revision
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del trabajo, la nueva versidon debera enviarse
en disquete y tres copias impresas consignan-
do “version 1”.

Las comunicaciones breves deberan respetar
un formato similar al indicado para las contri-
buciones cientificas exceptuando el resumen
en espanol. El texto no necesariamente se di-
vidira 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.

Las revisiones, actualizaciones y temas de di-
vulgacion deberan ser lo mas concisas posi-
bles y su extensién no excedera de 6 (seis) pa-
ginas. Su redaccion debera considerar lectores
con formacién cientifica pero ajenos o alejados
del tema. Se consideraran preferentemente las
revisiones solicitadas por el Comité Editorial.
Los comentarios bibliograficos seran contri-
buciones solicitadas por el Director. El autor
debera emitir una opinién fundamentada del
trabajo sometido a su consideracion. Ademas
debera incluir la siguiente informacién: titulo en
idioma original, autor/es, edicién considerada,
traductor, editorial y sede de la misma, tomo o
volumen, numero de paginas y afo de edicion.
Se indicara claramente nombre del comenta-
rista, institucion a la que pertenece y domicilio
completo. El texto no podra ocupar mas de 2
(dos) paginas.

Las notas técnicas se referiran exclusivamente
a modificaciones de métodos, determinacion
de errores de las mismas, etc. Su extension no
superara las 2 (dos) paginas; al final deberan
constar los datos que identifiquen claramente
al autor/es.

Las cartas al Editor seran textos de una exten-
sibn no mayor de doscientas palabras y reves-
tiran 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 cuen-
ta las siguientes normas al preparar sus
manuscritos:

¢ En todos los casos se debera consignar en el
angulo superior derecho de cada hoja el ape-
llido del autor o del primer autor y el numero
correlativo que corresponda, incluidas las pa-
ginas con Tablas.

¢ En el caso de sustancias quimicas se tomara
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como referencia prioritaria a las normas de la
IUPAC.

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

e | as ilustraciones (fotografias, graficos) deben
ser confeccionadas sobre materiales de alta
calidad, con técnicas que permitan su repro-
duccién sin tratamientos especiales. Es acon-
sejable que este material tenga las dimensio-
nes de la caja de Acta; los autores deben tener
presente que en los casos de ilustraciones en
las que sea necesario proceder a su reduc-
cién, el tamano de las letras, numeros y demas
elementos de las mismas deben tener dimen-
siones mayores para que la nitidez no se vea
afectada luego de la impresion.

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

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

e | as tablas y sus leyendas se presentaran en
forma individual, en hoja aparte, identificadas
mediante numeracién arabiga conforme al or-
den 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.

e | as citas bibliograficas en el texto se indica-
ran mediante numeros correlativos, por orden
de aparicion, entre paréntesis; por ejemplo: “la
separacion de las isoenzimas se hizo por elec-
troforesis de acuerdo a la técnica de Dietz y
Lubtano (4)”

En el caso de citar articulos de mas de dos au-
tores, se indicara el apellido del primero segui-
do de la expresion et al.: “Castané et al. (5) fue-
ron los primeros en...”

Las referencias bibliograficas seran agrupadas
bajo el acapite “Bibliografia citada”; la lista se
ordenara conforme a los numeros asignados.
El formato de las citas es el siguiente:

Articulo en publicacion periédica:

“Malla Reddy, P. and M. Bashamohideen
(1989). Fenvalerate and cypemmerhrin induced
changes in the haematological parameters of
Cyprinus carpio. Acta Hidrochim. Hidrobio. 17
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(1), 101-107”

Libro: “ Dix, H.M. (1981), Environmental pollu-
tion. John Wiley & Sons, New York, 286 pp.”
Las abreviaturas de la denominacion de la re-
vista seran las que ellas mismas indican en su
texto.

e Cualquier modificacion excepcional de las
normas estipuladas que los autores soliciten
sera considerada por el Director.

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

e E| autor indicado recibira 10 separatas sin car-
go. El excedente solicitado sobre esa cantidad
sera costeado por el/los autores: la cantidad
solicitada debera ser indicada al Editor en el
momento de devolver las pruebas de galera.
Toda la correspondencia referida a “Acta Toxi-
cologica Argentina” debera ser dirigida al Co-
mité Editorial, Alsina 1441 (1088) Buenos Aires,
Argentina Telefax ++54-11-4381-6919.

Se solicita canje con otras publicaciones te-
maticamente afines a Acta Toxicologica
Argentina.
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Acta Toxicologica Argentina (Acta Toxicol. Ar-
gent.) (ISSN 03279286) is the official journal of
the Asociacién Toxicoldgica Argentina (Argen-
tine Toxicological Association) for scientific
diffusion. Acta Toxicologica Argentina (herein
below “Acta”) is basically aimed at publishing
original full-length papers, short communica-
tions, reports on research in progress or re-
view papers, topics of interest to workers in
Toxicology, book reviews, technical communi-
cations 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 Span-
ish, Portuguese or English. Every article will be
evaluated by two examiners. Only the Edito-
rial Board will be responsible for selecting ar-
ticles with —that is, decisions about (a) reject-
ed articles, (b)accepte 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 man-
uscripts submitted to the consideration of the
Editorial Board should adhere to the following
basic format:

e Page 1: Title, and subtitle of paper. Author’s
full names; academic or professional affiliation,
and complete name of the laboratory or insti-
tution where research was done. Complete ad-
dress (city, State or Province, zip code, coun-
try, e-mail, phone number and fax number).

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

e Page 3 onward: As a rule, full length papers
should be divided into sections headed by a
caption: Introduction, Materials and Meth-
ods, Results, Discussion, Acknowledgements,
References, caption of figures and caption of
tables. Full-length papers should not exceed
eight pages. Text should be typed with PC,
on A4 paper, in double-spaced typing with at
least 4 cm upper lower, and left margin. Type-
scripts should be submitted in triplicate. Be-
sides the 3 copies of the manuscript, authors
are requested to submit the paper on diskette
(8 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 ver-
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sions of the paper, because of referee’s rec-
ommendations should always be accompa-
nied by a new diskette and 3 printouts of the
manuscript.

Short communications should adhere to a sim-
ilar format. However it should contain no sec-
tion headings, but text is supposed to contain,
in a concise way, every information relevant to
the above mentioned headings (Introduction,
Materials and Methods, etc.). Short communi-
cations should not exceed three pages.
Review papers, updating, and reports on re-
search in progress should be as concise as
can be. Such articles should not exceed three
pages. Their wording should address a scien-
tifically educated reader- 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 edi-
tors 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 aca-
demic or professional affiliation of the author
of any book review should be stated clearly.
Book review should not exceed two pages.
Technical communications should refer exclu-
sively to modifications in scientific methods,
determinations or errors committed in scien-
tific methods, etc.

Technical communications should not ex-
ceed two pages. At the end of a communica-
tion, authors full name and particulars should
be clearly identified. When submitting a full-
length paper, authors should take the follow-
ing recommendation into account:

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

-When referring to chemicals, IUPAC stan-
dards should be preferred.

-Organisms should be denominated according
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to internationals standards. Gender and spe-
cies should be stated unabridged. When using
a computer 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 advisable that illustrations be
the same size as in Acta page. As regards il-
lustrations that must be reduced, authors
should see to it that letters, figures, and/or any
other element in illustration be bigger-sized on
the original so that such letters, figures or ele-
ments be still clearly readable once illustration
has been reduced. lllustrations should also be
sent in triplicate (one original and two copies).
On the reverse of illustration the following ele-
ments 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 for each illustration.

-Tables and captions thereof should be sub-
mitted 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:

“Castané et al. (5) have been the first research-
esin...”

e Literature references should be listed under
the heading “References”. References should
be arranged according to the numbers given
to citations in the text of article. Format of ref-
erences is as follows:

e A paper published in a journal.

Malla Reddy P.and M. Bashamohiedeen (1989)
Fenvalerate and Cypermethrin induced chang-
es in the haematological parameters of Cypri-
nus carpio. Acta Hidrochim. Hydrobio. 17 (1),
101-107.
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e a book: Dix H. M. (1981) Enviromental pol-
lution. 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
mentioned instructions that authors should re-
quest will be submitted to the attention of the
Editor.

Proofs will be sent to author whose address
has been stated in paper. Author should re-
view proof and airmail proof back to the Editor
as soon as possible (with in 48 hours of receiv-
ing 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 correspondence 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”.



INSTRUGOES PARA OS AUTORES

Acta Toxicol. Argent. (2009) 17 (1): 33-38

Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol. Ar-
gent.), (ISSN. 153279286) € o orgao especial
de difusdo cientifica da Associacdo de tra-
balhos originais, livros, comunicacdes, ac-
tualizagdes ou revisdes, tema de divulgacao,
comentarios bibliograficos, notas técnicas e
cartas ao editor. Igualmente serdo publicadas
noticias relacionadas com diferentes campos
da Toxicologia.

Acta Toxicolégica Argentina (em adelante
“Acta”) publicara contribuicbes em espanhol,
portugués e inglés. Todas serdo avaliadas por
dois revisores; a selecdo deles sera atribuicao
exclusiva do Comité Editorial. Este processo
determinara que o mencionado Comité opte
por eliminar, aceitar com alteracbes ou acei-
tar para publicacdo o trabalho submetido para
sua consideracdo. Em todos os casos os auto-
res receberao copia sem assinatura da opiniao
dos avaliadores.

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

® P4gina 1: titulo, subtitulo nomes completos
do ou dos autores, laboratério ou instituicao
onde se realizou o trabalho; endereco postal
completo, incluindo cdédigo postal, telefone e
fax; autor ao qual toda a correspondéncia de-
vera ser dirigida.

e Pagina 2: titulo do trabalho em espanhol,
portugués em inglés; resumos de até 250 pa-
lavras, em espanhol, portugués e em inglés.
Trés, quatro palavras-chaves em espanhol,
portugués e em inglés.

e Pagina 3 em seguida: o Introducao, Material
e Métodos, Resultados, Discussao,
Conclusdo, Bibliografia indicada, Titulos de
llustracdes e Quadros com legendas. A exten-
sdo maxima destes aportes ndo devera superar
8 (oito) paginas. O texto devera ser escrito com
PC em papel tamanho A4 com espaco duplo,
com margens superior, inferior e esquerda de 4
cm. Deverao ser enviados 3 jogos.

Junto con as cépias do manuscrito, os autores
deverao enviar uma versao em disquete (de 3
1/2”), em um dos seguintes processadores de
texto: WORD for MS-DOS, WORD for MACIN-
TOSH, WORD PERFECT for MS-DOS. Caso os
revisores recomendem revisao do trabalho, a
nova versao também devera ser acompanhada
de uma cépia em disquete e 3 jogos do texto
em papel.
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As comunicagdes breves deverdo respeitar um
formato semelhante ao indicado para as con-
tribuicdes cientificas. O texto ndo necessaria-
mente sera dividido nas panes indicadas (Intro-
ducao, Material e Métodos, etc.); ndo obstante,
devera conter em forma concisa a informacéao
que corresponde a estas partes. A extensao
desta categoria de aportes ndo devera superar
3 (tres) paginas.

As revisdes, actualizacdes e temas de divul-
gacao deverao ser 0 mais conciso possivel e
sua extensdo nao excedera de 6 (seis) pagi-
nas. Sua redacao devera contemplar leitores
com formacao cientifica, porém, estranhos ao
tema.

Considerar-se-ao preferentemente as revisdes
solicitadas pelo Comité Editorial.

Os comentérios bibliograficos serdo contri-
buicdes solicitadas pelo Diretor.

O autor devera emitir uma opinidao fundamen-
tada sobre o trabalho submetido a sua consi-
deracdo. Além disso, devera incluir a seguinte
informacdo: titulo em edioma original, autores,
edicdo considerada, tradutor, editorial e res-
pectivo lugar, o livro ou volume, numero de pa-
ginas e ano da edicéo.

Sera claramente indicado o nome do comen-
tarista, instituicdo a qual pertence e endereco
completo. O texto ndo podera ocupar mais que
2 (duas) paginas.

As notas técnicas referir-se-do exclusivamen-
te a modificacbes de métodos, determinagao
dos respectivos erros etc. Sua extensao nao
ultrapassara 2 (duas) paginas; ao final deverao
constar os dados que identifiquem claramente
os autores.

As cartas do editor serdo textos de extensao
nao superior a 200 palavras e terao o carater
de corres-pondéncia cientifica relacionada
com textos publicados anteriormente. Autor
ou autores serdo devidamente indicados.
Solicita-se aos autores que tenham em con-
ta as seguintes normas ao prepararem seus
manuscritos:

e Em todos os casos dever-se-a consignar no
angulo superior direito de cada folha o sobre-
nome do autor ou do primeiro autor e o numero
correlativo que corresponde, inclusive as pagi-
nas com quadros.

e No caso de substancias quimicas, se ado-
tara como referencia prioritaria as normas da
IUPAC.
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e Os organismos serdo denominados segun-
do as normas internacionais, indicando sem
abreviaturas o género e a espécie em italico ou
sublinhados.

e As ilustracoes (fotografias, graficos) devem
ser confeccionadas com materiais de alta qua-
lidade, com técnicas que possibilitem sua re-
producdo sem tratamentos especiais. E acon-
selhavel que este material tenha as dimensoées
de Acta; os autores devem ter em comta que,
nos caso de ilustracdes nas quais seja neces-
sario proceder a sua reducao, o tamanho das
letras, numeros e outros elementos devem ter
dimensdes maiores para que a nitidez ndo seja
afetada depois da impressao.

e Serdo enviados um jogo de originais € duas
copias. Cada uma das ilustracdes devera levar
no verso, escrito com lapis suave, o nimero
que |Ihe corresponda, nome do primeiro autor
e mediante uma seta sera indicada a posicao
superior. Os titulos irdo em folha separada.

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

¢ Os quadros e suas legendas seréo apresenta-
dos em forma individual, em folhas separadas,
identificadas segundo numeracao arabica, se-
gundo a ordem em que aparecam no texto. A
localizagao preferida do quadro no texto sera
indicada mediante uma seta. Os quadros loca-
lizar-se-ao no final de cada manuscrito.

¢ As referéncias bibliograficas serao indicadas
por numeros correlativos segundo se apresen-
tem no texto: por exemplo, “A separacao das
isoenzimas foi feita por electroforese de acor-
do com a técnica de Dietz e Lubrano (4)”.

e No caso de mencionar artigos de mais de
dois autores, sera indicado o sobrenome do
primeiro seguido da expressao e ou: 0 “Casta-
né e ou (5) foram os primeiros em ...”

e As referéncias bibliograficas serdo agrupa-
das segundo o titulo “Bibliografia citada”; a
lista serda organizada segundo 0s numeros
correspondentes.

O formato das citagdes é o seguinte:

e Artigo em publicacdo perédica: o “Malla
Reddy, P. and M. Bashamohideen (1989). Fen-
valerate and Cypermethrin induced changes
in the haematological parameters of Cyprin-
us carpio. Acta Hidrochim. Hydrobio. 17(1),
101-107.”

e Livro: “Dix, H.M. (1981), Environmental pollu-
tion. John Wiley & Sons, New York, 286 pp.”

¢ As abreviagbes do nome das revistas serdo
as que el as mesmas indiquem no texto.
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e Qualquer modificacdo excepcional das nor-
mas estipuladas que os autores solicitem sera
conside rada pelo Diretor.

e As provas de impressdao serao envia-
das ao autor indicado como receptor da
correspondéncia.

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

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

Toda a correpondencia relativa a Acta Toxico-
l6gica 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 publicacdes te-
maticamente afins com a Acta Toxicoldgica
Argentina.



