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EDITORIAL

Estimados colegas:

En noviembre pasado en la Asamblea de la ATA se renové la direccién de Acta Toxicoldgica
Argentina, cargo para el cual fui electo. Agradezco la confianza depositada en mi persona
para asumir esta responsabilidad, que no es poca.

Acta Toxicologica Argentina se encuentra en su actual posicionamiento entre las revistas
cientificas gracias al esfuerzo realizado por los anteriores Directores, Comités de Redac-
cién, Comités Editoriales y Evaluadores. Los desafios que se presentan ante este nuevo
Comité de Redaccion son mantener esa linea de crecimiento que comenzé en 1983 vy al-
canzar metas puntuales que nos permitan aumentar el prestigio de la revista y el servicio
que ésta brinda.

Como parte de esos objetivos, estamos realizando varias tareas, a fin cumplir con los pa-
S0S necesarios para la incorporacion de la revista en mas sistemas de indexacion interna-
cionales para publicaciones cientificas.

El Comité Editorial esta siendo renovado y hemos aumentado la cantidad de integrantes
del Comité de Redaccion. Esto permitira tener un mayor dinamismo en el proceso de re-
cepcion y revision de trabajos. De esta forma también contaremos con mayor fuerza para
profundizar en los aspectos referidos a la promocion, revisidén de trabajos y edicién de la
revista. Mas aun, hemos agregado nuevas secciones a fin de enriquecer la oferta de mate-
rial para los lectores.

Ademas, se comenzo a trabajar en la difusion de los articulos de la revista en REDARTOX,
RETOXLAC, y se espera ampliar la difusion a otras redes.

Tenemos presente que para el crecimiento de la revista, un punto fundamental es aumentar
la cantidad y calidad de los trabajos recibidos. Para facilitar y mejorar la presentacion de
los trabajos en Acta, hemos modificado los requisitos para los autores de acuerdo a para-
metros internacionales sugeridos por los editores de revistas cientificas, los cuales llegan
a ustedes en este numero.

Esperamos poder ofrecer mayor cantidad de informacion a los interesados en los temas
inherentes a la revista. Por este motivo, estamos trabajando para que Acta Toxicoldgica
Argentina llegue a diferentes ambientes académicos, gubernamentales, empresariales y
profesionales de todo el pais y del extranjero, a fin de que pueda ser considerada para la
publicacion de resultados de investigaciones y observaciones en los diferentes campos de
la Toxicologia.

Todos los investigadores estamos presionados para publicar en revistas de alto impacto o
en aquellas indexadas en bases de datos de alto prestigio. Esto es una realidad sobre la
cual se pueden realizar muchas disquisiciones éticas y practicas. Sin embargo, voluntaria o
involuntariamente todos nos vemos sumergidos en esta tendencia, que en muchos casos
debemos respetar, requisito sine qua non, para nuestro mismo mantenimiento institucional.
Pero, en este sentido, debemos considerar que la difusién del conocimiento en los cam-
pos especificos no siempre esta asociada al impacto de la revista. La accesibilidad a los
trabajos en estos Ultimos afios se ha tornado fundamental para todos los investigadores,
en especial para los de aquellos paises de escasos recursos. En este aspecto, Acta Toxi-
coldgica Argentina es un gran aporte para los investigadores dado que es de facil accesi-
bilidad. Ademas de distribuirse en papel, los trabajos publicados pueden consultarse libre
y gratuitamente, mediante Internet en bases de datos como SciELO o directamente en la
pagina de la Asociacion Toxicolégica Argentina (www.ataonline.org.ar).

A los investigadores que podrian estar presionados por el impacto o el tipo de bases de
datos que registren sus trabajos, les pedimos que “apuesten” por la revista Acta Toxicol6-
gica Argentina. Asi podremos lograr tener una revista nacional de toxicologia, en la que se
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pueda publicar en esparfiol y que sea reconocida por las bases de datos mas solicitadas.
Esto nos beneficiara a futuro a nosotros y a los estudiantes que nos sucederan.

Respecto de la recepcién de trabajos, hemos habilitado una casilla de correo electrénico
mediante la cual nos comunicaremos en forma directa con los autores a fin de agilizar y
abaratar los procesos de recepcion y revision de los trabajos. Mantendremos el nivel de
exigencia para la aceptacion de trabajos pero sin descuidar la labor docente para los con-
tribuidores jévenes o inexpertos. Pretendemos solamente (ni mas ni menos) que los toxi-
cologos confien en nuestra revista para hacer conocer sus datos, y que “apuesten” de esa
forma a su crecimiento, para elevar el prestigio nacional e internacional de Acta Toxicolo-
gica Argentina.

Esperando no defraudar a quienes confiaron en mi para este cometido, e invitando a todos
a considerarnos como una de las elecciones posibles mediante las cuales su actividad pro-
fesional o sus investigaciones cientificas puedan ser difundidas a la comunidad, el Comité
de Redaccion en pleno queda entonces en contacto permanente con todos ustedes, a la
espera no solo de sus aportes, sino de sugerencias o criticas para seguir el camino que
conduzca a que la revista Acta Toxicoldgica Argentina llegue a ser una de las revistas de
mayor prestigio en nuestro pais y en el ambiente Toxicoldgico.

Atentamente,

Dr. Adolfo Rafael de Roodt
Director
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INVESTIGACION DE COCAINA Y MARIHUANA EN MECONIO DE NEONATOS
ATENDIDOS EN UN HOSPITAL PUBLICO. PRIMERA EXPERIENCIA REALIZADA
EN LA CIUDAD DE CORDOBA, ARGENTINA

Suarez, Andrés; Peirano, Alberto; Gonzalez, Inés; Odierna, Edgar; Gait, Nilda; Llebeilli, Ruth; Hansen, Cristian*

Laboratorio LACE SA. Vélez Sarsfield 562, Ciudad de Cérdoba, Cérdoba, Argentina (5000).
Teléfono: 0351-4246666. Fax: 0351-4218013.
* Correspondencia: cristian_hansen@hotmail.com

Resumen: INVESTIGACION DE COCAINA Y MARIHUANA EN MECONIO DE NEONATOS ATENDIDOS EN UN HOSPITAL
PUBLICO. PRIMERA EXPERIENCIA REALIZADA EN LA CIUDAD DE CORDOBA, ARGENTINA. Andrés Suarez; Alberto Peira-
no; Inés Gonzélez; Edgar Odierna; Nilda Gait; Ruth Llebeilli; Cristian Hansen. Acta Toxicol. Argent. (2009) 17 (2): 41-47. Se investiga-
ron cocaina y marihuana en meconio de neonatos nacidos en la Maternidad Provincial de la Ciudad de Cérdoba y se relacionaron
los resultados con las semanas de gestacién y los pesos al nacer. Las determinaciones se realizaron utilizando inmunoensayo
y cromatografia gaseosa-espectrometria de masas. Se analizaron 48 muestras de meconio recolectadas durante un afo (2007-
2008). De los 48 meconios analizados, 17 correspondieron a neonatos masculinos y 31 a neonatos femeninos. Se procesaron
en paralelo 15 muestras de meconio como controles normales (nifios no expuestos a drogas) seleccionados por historia clinica 'y
controles prenatales. De las 48 muestras de meconio 13 fueron positivas para cocaina y/o marihuana. El peso y las semanas de
gestacioén de los neonatos cuyas muestras fueron positivas se compararon frente a un grupo control normal, hallandose mayores
diferencias estadisticamente significativas (a=0,05 — p<0,0001) en relacion a los pesos al nacer. Estos resultados, a pesar del
reducido nimero de casos analizados, resaltan la importancia de la investigacion de drogas de abuso en meconio, lo que permite
confirmar el uso de drogas por parte de la madre durante el periodo gestacional temprano, y de ese modo interpretar las altera-
ciones (déficit de peso) observadas en el neonato al nacer, atribuibles al consumo de drogas durante la gestacion.

Palabras clave: Cocaina; Marihuana; Meconio; Exposicion prenatal; Cérdoba; Argentina.

Abstract: SCREENING OF COCAINE AND MARIJUANA IN MECONIUM OF NEWBORNS FROM A PUBLIC HOSPITAL OF
CITY OF CORDOBA, ARGENTINA. Andrés Suérez; Alberto Peirano; Inés Gonzalez; Edgar Odierna; Nilda Gait; Ruth Llebeilli;
Cristian Hansen. Acta Toxicol. Argent. (2009) 17 (2): 41-47. We investigated cocaine and marijuana in meconium of newborns atten-
ded at the Hospital Materno Provincial of Cérdoba City and the results were correlated with birthweight and weeks of pregnancy.
The samples were analyzed using immunoassay (FPIA) and gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) for confirmation.
Forty eight samples of meconium were collected during one year period (2007-2008). Of the 48 samples screened, 17 correspond
to masculine sex and 31 to feminine. Fifteen samples of meconium from normal newborns (newborns not exposed to drugs)
selected by maternal self report, pregnancy controls were processed as control group. The results obtained in 48 samples of
meconium showed 13 cases tested positive for cocaine and/or marijuana. Birth weight and weeks of gestation of newborn with
positive sample results were compared with a control group. A statistically significant difference (a= 0.05 - p<0.0001) was found
in relation to birth weight. Although these results arise from a small number of samples, these data have relevance in public health
and show the importance of the screening of drugs of abuse in meconium to confirm use in mothers during pregnancy and to
interpret the alterations observed in the newborn after delivery as consequence of drug use in prenatal period.

Keywords: Cocaine; Marijuana; Meconium; Gestational exposure; Cordoba, Argentina.

INTRODUCCION

El problema del abuso de drogas en mujeres
embarazadas y sus complicaciones en el feto
y neonatos han recibido amplia atencion en los
ultimos 30 afnos, debido principalmente a que
el uso de drogas de abuso, legales y no lega-
les, ha ido en aumento, en especial, en el grupo
de mujeres en edad feértil y gestantes. En este
segmento poblacional el problema se agrava
porque por lo general la gestante consumidora
de drogas no utiliza una Unica sustancia, sino
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que con frecuencia asocia varias drogas simul-
taneamente, consume tabaco/alcohol, esta
mal nutrida, padece de infecciones y no recibe
adecuado control durante el embarazo (1).

Es sabido que la utilizacion de drogas por la
mujer durante el periodo gestacional conlleva a
una situacion de riesgo para si mismay para el
organismo en formacion. Asi, la exposicion pre-
natal a drogas se asocia a un amplio rango de
complicaciones obstétricas y alteraciones fisi-
cas y neuroconductuales que se tornan eviden-
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tes en la primera infancia (1-9). A este respecto,
se ha reportado que mas del 75% de los nifios
expuestos gestacionalmente a drogas han teni-
do problemas de salud en comparaciéon al 27%
de los nifos nacidos no expuestos (10). Asimis-
mo, las complicaciones obstétricas fueron ma-
yores en madres consumidoras de drogas, por
lo que la deteccion temprana de este problema
ayudaria a disminuir o incluso evitar tanto los
efectos nocivos sobre la salud de la madre, del
feto o del recién nacido, los problemas sociales
que esto trae aparejado asi como los costos que
generan para la salud publica (10). Numerosas
evidencias indican que las drogas consumidas
por la madre pueden atravesar la barrera pla-
centaria y exponer al feto de forma pasiva a la
accioén de la droga y/o sus metabolitos, lo cual
lo condiciona a padecer sindrome de abstinen-
ciain utero o en el momento del parto, asi como
a sufrir numerosas complicaciones asociadas
(2,4,11-13). Entre los problemas documentados
en los recién nacidos se ha observado aborto,
muerte intrauterina, malformaciones, bajo peso,
prematuridad, sufrimiento fetal, sindrome de
abstinencia agudo, subagudo o crénico, infec-
ciones verticales, ruptura prematura de mem-
branas, asfixia, infarto cerebral, patrones de
respiracion y cardiacos anormales, etc. (5).

Los métodos utilizados para conocer la pre-
valencia del consumo de drogas de la mujer
gestante comenzaron con auto reportes ma-
ternos o encuestas, que luego eran utilizados
como instrumentos de pesquisa para valorar
la exposicion prenatal a drogas. En la actua-
lidad el laboratorio de toxicologia ha tomado
un rol protagdnico identificando la presencia
de drogas y/o metabolitos de drogas de abuso
en matrices biolégicas alternativas (faneras o
meconio). El meconio es la matriz a elegir en
la busqueda de exposicion prenatal a drogas.
El meconio es la primera deposicion del neo-
nato y constituye la matriz donde se acumulan
las drogas a las que el recién nacido ha esta-
do expuesto ya sea por deposicidon directa a
través de la bilis o mediante la ingestion de li-
quido amnidtico. Se sabe que el meconio co-
mienza a formarse en el segundo trimestre del
embarazo y, ademas, las drogas acumuladas
en esta matriz no sufren procesos importantes
de degradacién. Por lo tanto, la presencia de
drogas en meconio ha sido propuesta como
indicador de exposicion de los ultimos seis
meses de gestacion, brindando una ventana
diagnostica mas amplia que la orina. Ademas
sus ventajas consisten en que es mas facil de

recolectar, las cantidades obtenidas son gene-
ralmente suficientes para un analisis completo
de identificacion y confirmacion de drogas vy
su obtencion constituye un muestreo no inva-
sivo (10,14-17). En base a estos antecedentes
el propdsito del presente trabajo fue identificar
cocaina y marihuana en meconio de neonatos
cuyas madres habian sido consideradas clini-
camente sospechosas de haber consumido
algun tipo de drogas, para destacar la impor-
tancia del andlisis toxicoldgico como elemento
confirmatorio del diagnéstico presuntivo rea-
lizado por el médico y para contar con datos
epidemiolégicos locales.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos y equipamiento

El agua destilada grado HPLC, el metanol gra-
do HPLC y el cloroformo p.a. fueron marca Sin-
torgan. Las columnas de extraccion de drogas
fueron marca Extrelut de Merck. El buffer fosfa-
to pH=7,2 fue provisto por Abbott para los kits
de inmunodiagnéstico. Los reactivos de diag-
nostico para inmunofluoresncencia polarizada
-cocaina y marihuana (THC)- fueron provistos
por Abbott de Argentina. Se utilizé un autoana-
lizador AXSYM para el andlisis. Los reactivos
derivatizantes fueron BSTFA (N,O-bis(trimetil
sililtrifluoracetamida con 1% de trimetilcloro-
silano (TMCS) provisto por Sigma-Aldrich de
Argentina. Para la confirmacion de las drogas
derivatizadas (cocaina, benzoilecgonina y del-
ta-9-tetrahidrocannabinol) se utilizaron las bi-
bliotecas espectrales NIST y SATURN inclui-
das en el software del cromatografo gaseoso
Varian CP-3800 con detector por espectrome-
tria de masas lon Trap Varian Saturn 2000. Las
columnas capilares Varian FactorFour VF-5ms
30 m x 0,25 mm ID DF=0,25 fueron provistas
por Varian Argentina.

Procedencia de las muestras

Se analizaron 48 muestras de meconio remi-
tidas al laboratorio en cadena de frio por el
Hospital Materno Provincial de la Ciudad de
Coérdoba, recolectadas en el periodo de un
afo (2007-2008). De los 48 meconios analiza-
dos, 17 correspondieron a neonatos de sexo
masculino y 31 a neonatos de sexo femenino.
En todos los casos las muestras fueron obte-
nidas por pedido médico en base a la sospe-
cha clinica de exposicion a drogas de abuso
en la madre y/o el nifio por lo cual no fue ne-
cesario el consentimiento escrito de la madre
ademas de ser esta matriz un material de des-
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carte (*). Las muestras de meconio obtenidas
fueron almacenadas a -20° C hasta su anali-
sis para la busqueda de cocaina y marihuana.
Junto a estas muestras fueron procesadas en
paralelo 15 muestras de meconio como con-
troles normales (nifos no expuestos a drogas,
con resultados negativos para las drogas in-
vestigadas) seleccionados por historia clinica
y controles prenatales. La prueba estadistica
de T de Student fue realizada con el Software
Infostat/Estudiantil Version 2.0.

Analisis de meconio

Las muestras de meconio fueron analizadas
por duplicado usando una fraccién de ensayo
de 0,5 gramos para cada prueba. Las extrac-
ciones se realizaron en 5 ml de metanol y pos-
teriormente fueron agitadas en agitador meca-
nico por 30 segundos y centrifugadas a 5000
rpm por 15 minutos. El sobrenadante se filtrd
en papel Whatman N° 40 y se evapord con ni-
trégeno para su posterior reconstitucion en 1,0
ml de buffer fosfato 0,1 M (pH 7,2). Una alicuo-
ta de 0,5 ml se separd para ser procesada por
inmunoensayo de fluorescencia polarizada si-
guiendo el protocolo provisto por el fabricante
(FPIA, Abbott Axsym). Con la otra fraccién se
procedié a la extraccion liquido-liquido en co-
lumnas Extrelut (Merck) y se eluyé con 10 ml
de cloroformo. El eluato fue evaporado bajo
corriente de nitrégeno y derivatizado con 50 ul
de BSTFA (conteniendo 1% TMCS) a 70°C por
20 minutos. Un microlitro (1 ul) se inyecto en el
cromatografo gaseoso con deteccion por es-

Acta Toxicol. Argent. (2009) 17 (2): 41-47

pectrometria de masas (GC-MS, Varian Saturn
2000) bajo el modo SIS (single ion scanning).
Los resultados obtenidos por inmunoensayo
fueron confirmados por cromatografia gaseosa
con espectrometria de masas.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se presentan los datos de las 48
muestras analizadas estratificadas por los pe-
sos (18) del neonato y el numero de muestras
positivas encontradas.

De las 13 muestras positivas (27% del total de
muestras analizadas), el 46% correspondio a co-
caina (6 casos), el 46% a marihuana (6 casos) y
1 caso (8%) a la combinacion de cocaina y mari-
huana. Al analizar los porcentajes de casos posi-
tivos en relacion a los pesos, se observé que los
neonatos con pesos menores a 2.500 gramos,
presentan una positividad del 57,14% respecto
de los neonatos con pesos mayores a 2.500 gra-
mos, lo que sugiere una fuerte correlacion entre
consumo materno y bajo percentil de peso.

El Grafico 1 presenta los resultados positivos
y negativos de los 48 meconios analizados
distribuidos en funcién del peso del neonato.
Este grafico ayuda a visualizar la proporcién de
casos positivos en neonatos cuyos pesos son
menores a 2501 gramos lo que podria suge-
rir una vulnerabilidad para el normal desarrollo
del neonato ante la exposicion a estas drogas
durante el periodo gestacional y a su vez com-
plementa la interpretacion de resultados mos-
trados en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacién de muestras en funcién del peso del neonato y resultados de drogas de abuso (cocaina y marihuana).

Peso en gramos N° de COC-THC Pesoen Porcentaje
(**) DAM(-) DAM (+) muestras COC (+) HC (+) (+) gramos (**) de DAM (+)
1500 - 2000 2 2 4 0 2 0
2001 - 2500 4 6 10 5 1 0 <a 2500 57,14%
2501 - 3000 24 3 27 1 2 0
> a 3000 5 2 7 0 1 1 > a 2500 14,71%
Totales 85 13 48 6 6 1

DAM: drogas de abuso en meconio; COC: cocaina; THC: marihuana.
(**) En base a Barry M. Lester, 2001 (18).

() Es una obligacion ético-legal del médico solicitar una prueba diagndstica para ayudar al estudio de la
afeccion del paciente. En este caso se solicitdé como prueba diagnéstica la deteccion de drogas de abuso
en una matriz no invasiva (meconio), y a los efectos de cumplir con los requisitos de formalidad y registro de
los pedidos diagnésticos en el Hospital de Nifios de la Santisima Trinidad de la Ciudad de Cérdoba adonde
fueron derivadas las muestras para su screening inicial. Ademas, este tipo de muestreo corresponde a un
estudio epidemiolégico no vinculante, por lo que no hubiera sido necesario que sea evaluado por un comité
de ética institucional. No obstante se consulté con los Comités de ética de las Instituciones intervinientes para
proceder correctamente en la realizacion de este estudio.
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Grafico 1. Proporcién de casos positivos y negativos en funcion del peso del recién nacido

En la Tabla 2 se presenta la estadistica des-
criptiva (medias y errores) de los pesos de los
recién nacidos y semanas de gestacion de las
48 muestras analizadas, a los efectos de dis-
criminar entre grupos de meconios positivos y
meconios negativos, puesto que el grupo de

meconios negativos no es valido como grupo
control ya que solo se investigaron dos sustan-
cias (cocaina y marihuana) no pudiendo com-
probarse el consumo de otras sustancias y/u
otros factores de vulnerabilidad que puedan
afectar las variables estudiadas.

Tabla 2. Parametros estadisticos de las variables tiempo gestacional y peso neonato en funcion de resultados positivos
(P) y negativos (N) en meconio.

Resultado de Resumen Tiempo Gestacional Peso neonato (gr)
Drogas (semanas)

N n=35

N Media 38,51 2814,57
N D.E. 1,38 390,18
N Min 34,00 1880,00
N Max 40,00 4200,00
N Mediana 39,00 2870,00
P n=13

P Media 36,92 2397,69
P D.E. 1,75 451,74
P Min 33,00 1850,00
P Max 40,00 3200,00
P Mediana 37,00 2300,00

En la Tabla 3 se presentan los parametros es-
tadisticos de la poblacion con meconios po-

sitivos (13 casos) y las muestras controles (15
casos).
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Tabla 3. Estadistica descriptiva de las variables peso del neonato y semanas de gestacién del grupo cuyas
muestras de meconio mostraron resultado positivo a drogas (DAM) y del grupo control (no expuestos a drogas).

Grupo control Grupo DAM positivo
n 15 15 13 13

Resumen PesosCltrl SemCtrl PesosMtra SemMtra

Media 3201,33 38,73 2397,69 36,92

D.E. 258,84 0,96 451,74 1,75

Min 2890,00 37,00 1850,00 33,00

Max 3700,00 40,00 3200,00 40,00

Mediana 3100,00 39,00 2300,00 37,00

PesosCtrl: Pesos de neonatos del grupo control; SemCtrl: semanas de gestacién de neonatos del grupo control; PesosMtra: pesos de
neonatos con meconio positivo a drogas; SemMtra: semanas de gestaciéon de neonatos con meconio positivo a drogas.

Al comparar estadisticamente estos dos gru-
pos (expuestos y no expuestos a las drogas
investigadas) en funcion de los pesos al na-
cer, se observaron diferencias significativas
(2=0,05; p<0,0001).

Al comparar las semanas de gestacion del gru-
po de neonatos con meconios positivos a dro-

pesos RN

gas con el grupo control también se observaron
diferencias significativas (=0,05; p=0,0039).
En el Gréafico 2 se muestra la distribucién de
las semanas de gestacion y los pesos para
los dos grupos analizados (expuestos y no
expuestos).
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Grafico 2. Andlisis comparativo del grupo de neonatos con resultados positivos para drogas en
meconio y un grupo control (no expuesto). Variables analizadas: semanas de gestacién y pesos del
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neonato en gramos (RN: recién nacido).
DISCUSION

Los datos obtenidos muestran la alta preva-
lencia (27%) de consumo de drogas (cocaina
y marihuana) en mujeres en periodo de ges-
tacion que concurren a ese centro asistencial
y que podrian ser consideradas clinicamente
adictas. Este aspecto debe ser considerado,
puesto que las muestras fueron elegidas ses-
gadamente en base a sospechas de consumo
en madres a partir de una evaluacién médica
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al momento del parto. Dado el pequefio tama-
fo de la poblacién en estudio y la carencia de
datos clinicos obtenidos a partir de controles
prenatales periédicos, no se pudieron sacar
conclusiones acerca de los posibles efectos
prenatales de las drogas estudiadas en este
trabajo. No obstante, se encontraron diferen-
cias en aquellos neonatos con meconios po-
sitivos a drogas, con respecto al grupo control
no expuesto, observando diferencias estadisti-
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camente significativas en relacion a los pesos
y al tiempo de gestacion, tal como lo describe
la bibliografia (5). En este trabajo, la diferencia
fue mas significativa en la comparacién de los
pesos de los neonatos de ambos grupos.
Estos datos constituyen el primer reporte de
analisis de drogas de abuso en meconio en La-
tinoamérica, y por ello poseen relevancia para la
Salud Publica constituyendo un aporte impor-
tante y original para la toma de conciencia de
las agencias gubernamentales encargadas del
control y la prevencién del consumo de drogas
en mujeres en edad de procrear. Es de destacar
que este tipo de andlisis toxicoldgico, intenta
obtener una evaluacién real de la exposicién
fetal a drogas de abuso para la identificacion
de nifios en riesgo y para proveer tratamiento
temprano y seguimiento. Ademas, con los da-
tos obtenidos por la metodologia utilizada en
este trabajo, se podrian confeccionar estadis-
ticas mas ajustadas a la realidad, que permitan
optimizar la tarea de la Salud Publica y alertar
sobre la incidencia de la exposicién a drogas de
abuso en la poblacién, logrando asi la detec-
cién temprana de los efectos nocivos en esta
poblacién vulnerable y su impacto en la salud.
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Resumen: OPTIMIZACION Y VALIDACION METODOLOGICA DE LA CUANTIFICACION DE ARSENICO POR INYECCION
EN FLUJO-GENERACION DE HIDRUROS- ESPECTROMETRIA DE ABSORCION ATOMICA (IF-GH-EAA) PREVIA DERIVATI-
ZACION CON L-CISTEINA. Julio A. Navoni; Nancy M. Olivera; Edda C. Villaamil Lepori. Acta Toxicol. Argent. (2009) 17 (2): 48-54. El
arsénico (As) es un contaminante natural que afecta una amplia zona de Argentina. El nivel de As en agua de consumo es utilizado
para evaluar la fuente de exposicion y en orina para evaluar exposicion a este téxico.

El presente trabajo tuvo como objetivo la optimizacion y validacion metodolégica de una técnica para la cuantificacion de As
[As suma = As inorganico (Asl) + especies metiladas: acido monometilarsénico (MMA) y &cido dimetilarsinico (DMA)], producto
del metabolismo del Asl, por inyeccion en flujo- generacion de hidruros- espectrometria de absorcion atomica (IF-GH-EAA),
previa derivatizacion con L-cisteina. La recuperacion de las especies estudiadas: Asl (As" y AsY), MMA y DMA fue cercana al
100% en todos los casos. Los limites de deteccién y cuantificacion encontrados fueron para agua y orina: 2y 3 pg/L; 5y 8 pg/L
respectivamente y el rango dindmico de trabajo establecido fue desde 5 a 75 pg/L, permitiendo cuantificar As en muestras de
agua cercanos a los estandares internacionales vigentes para valores maximos de As en agua de consumo y en orina en niveles
comparables con los establecidos en poblacion laboralmente no expuesta. Esta propuesta metodolégica es una alternativa para
evaluar la exposicién al As en muestras de agua y orina, sin necesidad de utilizar prolongados pre-tratamientos de muestra, de
forma mas rapida y econémica.

Palabras claves: Arsénico; Validacién metodoldgica; Generacion de hidruros, Monitoreo biologico.

Abstract: OPTIMIZACION AND VALIDATION METHOD FOR ARSENIC QUANTIFICATION BY FLOW INJECTION-HYDRIDE
GENERATION - ATOMIC ABSORPTION SPECTROMETRY (FI-HG-AAS) AFTER L-CYSTEINE DERIVATIZATION. Julio A. Na-
voni; Nancy M. Olivera; Edda C. Villaamil Lepori. Acta Toxicol. Argent. (2009) 17 (2): 48-54. Arsenic (As) is a natural contaminant that
affects a large area of Argentina. Quantification of As in drinking water has been used to evaluate the source of exposure and As
in urine to assess exposure to this toxic.

This study aimed to optimize and validate a methodological technique for the quantification of As [As sum = inorganic As (Asl) +
methylated species: monometilarsonic acid (MMA) and dimetilarsinic acid (DMA)], product of Asl metabolism by flow injection-
hydride generation-atomic absorption spectrometry (FI-GH-AAS), after derivatization with L-cysteine. The recovery of the studied
species: Asl (As" and AsY), MMA and DMA was close to 100% in all cases. The limits of detection and quantitation were found
for water and urine: 2 and 3 pg/L; 5 and 8 pg/L respectively and a linear working range from 5 to 75 pg/L, allowing quantify As in
water close to international standards of maximum As values for drinking water and urine samples with levels comparables with
those found in people non exposed ocupacionally . This methodology is a valid alternative for assessing exposure to As in water
and urine samples without the need of prolonged pre-treatment sample, more quickly and inexpensively.

Keywords: Arsenic; Method validation; Hydride generation; Biological monitoring

INTRODUCCION

El arsénico (As) es un elemento ampliamente La exposicién a As inorganico a través de la
distribuido en el ambiente. Las especies inor- dieta puede provocar efectos adversos sobre
ganicas de este elemento son las principales la salud que incluyen cancer de piel, vejiga
formas quimicas presentes en el agua sub- y pulmoén. Varios paises como India, China,
terrdnea, de superficie, suelo y también en la Taiwan, México, Chile y la Argentina, presen-
mayoria de los alimentos (1). tan zonas endémicas de hidroarsenicismo,
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existiendo en la actualidad millones de per-
sonas expuestas a concentraciones elevadas
de As a través del agua, consideradas perju-
diciales para la salud (2-4).

En la Argentina, al menos 2 millones de per-
sonas consumen agua con contenidos de As
superiores a los valores maximos permisibles
(4,5). La cuantificacion de As en muestras de
agua de consumo ha sido util para evaluar las
fuentes de exposicidén a este elemento (5,6).
Entre los marcadores de dosis efectiva de ex-
posicion, la cuantificacién de As urinario (AsU)
es considerada la mejor herramienta disponi-
ble para establecer exposicion reciente a este
contaminante (7,8). La mayoria de las técnicas
utilizadas en la actualidad para la determina-
cién de AsU requieren una mineralizacién pre-
via de la muestra (9-12). Mediante este trata-
miento se produce la destruccion total de la
materia organica presente llevando el As total
a su maximo estado de oxidacion en su forma
inorganica. La presencia, en alimentos produc-
to de la pesca, de arsenobetaina (AsB) o de ar-
senocolina (AsC) (especies de nulo o muy bajo
impacto toxicolégico) puede llevar a sobreesti-
mar el contenido de AsU proveniente del con-
sumo de As inorganico a través de la dieta (13).
Por este motivo, cuando se aplica la metodo-
logia antes sefialada la interpretacion del resul-
tado requiere informacién adicional acerca de
los habitos alimenticios del paciente.

En la bibliografia se describen metodologias
capaces de cuantificar selectivamente el As
total, producto del metabolismo del As inorga-
nico, a fin de evitar posibles sobreestimacio-
nes (14-16). Sin embargo, este tipo de meto-
dologias analiticas no prosperaron, debido al
advenimiento de las técnicas de especiacion,
pudiendo ser alternativas para aquellos labo-
ratorios que no cuentan con la infraestructu-
ra necesaria para implementar procedimientos
de especiacion. El objetivo de este trabajo fue
optimizar y validar una metodologia que per-
mita cuantificar selectivamente el contenido de
As inorganico (Asl), (As'", AsY) en muestras de
agua y del producto del metabolismo del Asl
en muestras de orina (As'", AsY, MMA y DMA).

MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Todos los reactivos sélidos y liquidos fueron de
grado analitico. El a&cido monometilarsénico fue
provisto por Chem Service EEUU. El acido di-
metilarsinico fue provisto por Sigma, St Louis,
MO, EEUU. Los estandares de As'y As' jun-
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to con el acido clorhidrico, el tetrahidroborato
de sodio, el hidréoxido de sodio y la L-cisteina
fueron provistos por Merck Quimica Argentina.
El nitrégeno, aire y acetileno fueron de calidad
ultrapura provistos por INDURA S.A. Para to-
dos los procesos se empled agua desionizada
(18,2 MQ cm).

Equipamiento

La cuantificaciéon de As fue realizada usando
un espectrometro de absorcion atomica (EAA)
(modelo AA 475, Varian®) equipado con un ge-
nerador de hidruros (GH) (VGA77, Varian®) y
una celda de cuarzo calentada con unallama de
aire/acetileno. La inyeccion en flujo de muestras
y estandares fue realizada utilizando un sistema
de inyeccién manual (Reodyne 7125) provisto
con un lazo de inyeccion de 200 pL, acoplado
al generador de hidruros. Las sefales espectro-
métricas obtenidas fueron recolectadas on line
y analizadas utilizando un software para analisis
de datos cromatograficos Chromquest™ Chro-
matography Workstation, Thermo Quest, USA.

Determinacion de Asl

As inorganico (As", As') y sus formas metila-
das, MMA y DMA. El andlisis del contenido
de As en orina asi como en agua fue realizado
por inyeccion en flujo -generacién de hidruros-
espectrometria de absorcion atémica (IF-GH-
EAA), metodologia desarrollada a partir de los
trabajos descriptos por Guo y col. (1997) (14),
Le y col. (1994) (15) y Carrero y col. (2001) (16).
Fundamento: el procedimiento se basa en que
el arsénico inorganico (As" + As') y los meta-
bolitos metilados (MMA + DMA) son especies
arsenicales que generan arsinas cuando éstas
son sometidas a un medio acido y reductor,
formando las respectivas arsinas con veloci-
dades de reaccion diferentes entre si. El As al
reaccionar previamente con la L-cisteina en
medio acido, origina compuestos tioderivados
que generan arsinas a velocidades similares lo
cual permite la cuantificacion de la suma de
ellos sin la sobreestimacion o subestimacién
de otras especies. La AsB y AsC, especies ar-
senicales presentes en alimentos productos de
la pescay de nulo impacto toxicolégico, no ge-
neran arsinas en las condiciones sefaladas y
por ende no son capaces de dar una senal es-
pectral que pueda llevar a la sobreestimacion
del contenido de As de importancia toxicoldgi-
ca. Los tioderivados formados reaccionan con
NaBH, y HCI para generar las correspondientes
arsinas que son arrastradas por una corriente
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de N, hacia una celda abierta de cuarzo que
es calentada por una llama, produciéndose la
descomposiciéon de las mismas, liberandose el
As que pasa a estado fundamental (As°®) capaz
de absorber a la longitud de onda caracteristi-
ca del elemento.

Condiciones espectrométricas

Las condiciones instrumentales del espectro-
metro de absorcidon atomica fueron: longitud
de onda 193,7 nm; apertura de rendija de
0,5 nm; fuente de energia, lampara de ca-
todo hueco de As a una intensidad de co-
rriente de 6 mA.

Soluciones estandar, muestras de orina y
materiales de referencia certificados

Se prepararon soluciones stock de cada es-
pecie del arsénico estudiada en una concen-
tracion final de 1000 pg/L en solucién acuosa.
Dichas soluciones fueron utilizadas para la pre-
paracién de las soluciones de trabajo y de las
muestras de orina fortificadas con cada una de
las especies por separado, logrando concen-
traciones finales de cada analito de 2,5; 5,0;
10,0; 25,0; 50,0; 75,0 y 100,0 pg/L.

La muestra de orina, utilizada como matriz,
estuvo constituida por un pool de orinas reco-
lectadas de voluntarios clinicamente sanos no
expuestos al As. Todas las soluciones, blancos
de orina y muestras cargadas fueron conserva-
das a 4° C hasta el momento de su analisis.
La veracidad del proceso fue examinada con
materiales certificados de referencia: EP-H-2
(EnviroMAT Drinking Water) lote SC181305 vy
Lyphochek® nivel 2 (Biorad) lote 69121 para
agua y orina respectivamente.

Derivatizaciéon de soluciones estandares/
muestras de agua y orina

Alicuotas de estandares acuosos, muestras de
agua y orina y materiales de referencia certifi-
cados (0,5 mL), fueron derivatizados por medio
del agregado de 0,5 mL de una solucion de L-
cisteina al 4% p/v en HCI 0,03M mantenién-
dolas durante 30 min a temperatura ambiente.
Blancos de agua y orina fueron preparados se-
paradamente siguiendo el procedimiento antes
descripto.

Validacion metodolégica

Se tuvieron en cuenta los requerimientos de
validacion siguientes: robustez, recuperacion,
precision, linealidad, limite de deteccion (LD), li-
mite de cuantificacion (LC) y veracidad (17-19).
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Optimizacion de generacion de hidruros

Se establecieron las condiciones optimas de
generacion de hidruros para cada especie
ensayada. Los parametros evaluados fueron:
concentracion del reductor (NaBH,) en con-
centraciones de 0,5; 1,0 y 1,5 % p/v, concen-
tracion del NaOH (como medio de dilucion del
reductor) en concentraciones de 0,05; 0,1y 0,5
% p/v y concentracién del medio acido (HCI)
en concentraciones de 0,01; 0,05; 0,1 y 0,2
Molar, sobre muestras de orina blanco fortifi-
cadas con 100 pg/L de cada especie arsenical
ensayada.

Estabilidad de las soluciones estandares/
muestras

La estabilidad a temperatura ambiente y a 4°C
de las soluciones estandares/muestras y de
estas luego de efectuada la derivatizacion fue
estudiada.

Recuperacion

Comparacion interespecies de respuesta
espectrométrica

Se investigd la respuesta espectral post deri-
vatizacion de muestras de orina blanco fortifi-
cadas independientemente con cada especie a
concentraciones de 10,0; 50,0 y 100,0 pg/L. La
respuesta de deteccion hallada fue comparada
con la lograda a partir de estandares acuosos
de As' de similares concentraciones. La tasa
de recuperacion relativa a As' fue calculada.

Precision

La precision intra-ensayo (repetibilidad) incluyo
la medicion por quintuplicado del mismo estan-
dar acuoso en concentraciones de 10,0; 50,0 y
75,0 pg/L de AsY en el mismo dia. La precision
inter-ensayo (reproducibilidad) incluy6 la esti-
macion de la variabilidad entre corridas de la
misma muestra en las concentraciones arriba
indicadas durante tres dias consecutivos. El
coeficiente de variacion (CV%) fue calculado
para cada caso.

Linealidad de la curva de calibracion

Soluciones acuosas de AsY en concentraciones
finales de 2,5; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0 ;75,0 y 100,0
po/L fueron analizados por quintuplicado para
evaluar la linealidad de la curva de calibracion.

Limite de deteccion (LD) y limite de cuantifica-
cion (LC)

El LD definido como la menor concentracion
que un proceso analitico puede diferenciar



confiablemente del ruido instrumental, y el LC,
definido como la menor concentracion que
puede ser medida con un nivel de confianza
prefijado, se determinaron utilizando dos cri-
terios. El primero define el LC como la menor
concentracién, ensayada por quintuplicado en
una matriz determinada, que presenta menos
del 20% de coeficiente de variacion (CV%).
El segundo criterio utilizado fue estimar estos
parametros por calculo. El LD fue estimado a
través de la inyeccion de blancos de agua des-
tilada u orina, analizando el ruido de la linea
de base del sistema y calculando el desvio es-
tandar del blanco (SDb) para cada caso. El LD
fue calculado como 3SDb/m donde “m” es la
pendiente de la curva de calibracion. ElI LC fue
calculado como 10SDb/m (18-20).

RESULTADOS Y DISCUSION

El desarrollo analitico fue iniciado optimizan-
do las condiciones de generacion de hidru-
ros para cada especie ensayada. Esta etapa
es considerada el punto mas critico en la
reproducibilidad impactando directamente en
la robustez del método. El Grafico 1 descri-
be la respuesta de la generacion de arsinas
utilizando muestras de orina fortificadas con
100 ug/L de cada especie. Se pudo observar
una amplia variabilidad de respuesta en las
condiciones ensayadas. Para los tres nive-
les de reductor utilizados, se comprobd la
mayor respuesta a concentraciones de acido
inferiores a 0,1 M. La concentracion de acido
seleccionado fue la de 0,05 M. El nivel de
reductor no incidié significativamente en la
respuesta. Sin embargo, a la concentracion
de 1,0% p/v, se observd la menor variabili-
dad de respuesta interespecie (menor al 5%)
indicando una cinética de reaccién unificada.
La concentracién de hidréxido utilizado en
la preparacion del reductor no afecto signi-
ficativamente la generacion de hidruros (da-
tos no presentados). Se seleccioné la menor
concentracién ensayada ya que ésta permi-
ti6, en el mismo tiempo de reaccion, una
formacién de arsinas uniforme y menos vio-
lenta asegurando el correcto funcionamien-
to del separador gas liquido. Las condicio-
nes optimas de reaccioén (Tabla 1) estuvieron
dentro del rango de condiciones descriptas
por otros autores (14-16).

En la bibliografia se indica la estabilidad de
las especies estudiadas al ser conservadas a
temperatura ambiente y 4°C, siendo mayor en
ésta ultima condicion (21). En esta experiencia
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Grafico 1. Optimizaciéon de la generacion de hidruros: efecto
de la concentracion de HCIl y NaBH, sobre la formacién de ar-
sinas.

Respuesta de deteccion utilizando orina blanco fortificada con 100 pg/L
de cada especie. Resultados obtenidos con NaBH, preparado en NaOH
0.05%p/v. Concentracién de NaBH, 0,5 % (A), 1,0 % (B) y 1,5 % (C).

Tabla 1. Condiciones optimizadas de generacion de hidruros.

Parametro

NaBH, (% p/v) 1,0
Solucion de NaOH

(diluyente del NaBH,) (% p/) 0,05
Solucion de HCI (Molar) 0,05
Volumen de inyeccion (uL) 200
Flujo (mL min™) 1,0
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se evalud la estabilidad a lo largo de un mes
de preparadas las soluciones de trabajo y las
muestras de orina fortificadas (datos no ex-
puestos). No se observaron diferencias signi-
ficativas dentro del periodo evaluado. Sin em-
bargo, tanto las muestras como los estandares,
luego de ser derivatizados presentaron una es-
tabilidad de una semana en ambas condicio-
nes, observandose posteriormente la aparicion
de un precipitado blanco, posiblemente como
producto de oxidacién de la L-cisteina. La de-
rivatizacion con L-cisteina en medio acido uni-
fica la velocidad de reaccion (15,16). Para rati-
ficar esta observacion, se analizé la recupera-
cion relativa de las especies As'', As', MMA y
DMA en muestras de orina fortificadas, respec-
to a soluciones acuosas de AsY, la cual estuvo
comprendida entre el 95 y el 105% para todo
el rango de concentraciones ensayado (Tabla
2). De esta forma se ratificaron las observacio-
nes realizadas por los autores antes citados
(15,16). La paridad de los resultados obteni-
dos entre las distintas especies evidencié una
cinética de reaccion similar, ademas de ausen-
cia de efecto matricial. Este hecho permiti6 la
interpolacién de muestras de agua y orina en
curvas realizadas en medio acuoso.

En la experiencia se ensayaron concentracio-
nes desde 2,5 hasta 100 pg/L. En la Tabla 3 se

Tabla 2. Recuperacion porcentual de especies arsenicales.

Concentracion (ug/L)| As' | As" | MMA| DMA
10 100 {105 | 101 98
50 100 | 97 | 95 98
100 100 {102 | 95 99

La recuperacién fue analizada comparando la respuesta de detecciéon
de las distintas especies en muestras de orina fortificadas con As", As¥
MMA y DMA, con la obtenida con soluciones acuosas de As' de igual
concentracion.

Tabla 3. Parametros de la curva de calibracion.

Parametro Asl
Rango de concentracion (ug/L) 5-75
Coeficiente de correlacion 0,999+0,002*
Pendiente 47377+1035*
Interseccién eje Y 19434+1236"

Datos obtenidos a partir de 5 curvas de calibracién preparadas y proce-
sadas independientemente
*Resultados obtenidos expresados como promedio + desvio estandar (DE).
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describen los parametros de curva de calibra-
cién. Los puntos de 10 y 5,0 pg/L estuvieron
dentro de los criterios de una imprecision me-
nor del 15% y 20% para la aceptacion como
punto minimo de la curva y como limite de
cuantificacién, respectivamente (17-19). El LD
y LC fueron calculados como se describié pre-
viamente (Tabla 4). Los datos obtenidos por cal-
culo a partir de la dispersion encontrada en los

Tabla 4. Limites de deteccion (LD) y
cuantificacién (LC) calculado para cada matriz estudiada.

Asl
Matriz LD LC LC
Agua (ug/L) 2 5
Orina (ug/L) 3 8

blancos ensayados, fueron similares a los de-
finidos a través del criterio de imprecision an-
teriormente sefalado. A partir de estos resulta-
dos se definié como limite de decisioén la con-
centracién de 10 pg/L lo cual permite la cuan-
tificacion de As a niveles de interés, desde el
punto de vista regulatorio con respecto a valo-
res de As maximos permitidos en muestras de
agua, (4, 6, 20). Se establecié como concentra-
cién maxima de la curva al punto de 75 ug/L. El
Grafico 2 describe el ajuste lineal obtenido. La
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y=47377x+ 19434
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Grafico 2. Curva de calibrado.

concentracién de 100 pg/L fue eliminada debi-
do a que se pudo establecer la saturacion del
sistema, lo que provoco una pérdida del ajuste
lineal de la curva. La reproducibilidad del pro-
ceso se valord analizando la precisién intra e
inter-ensayo en el rango de trabajo seleccio-
nado (Tabla 5). El sistema present6 una repe-
tibilidad y una reproducibilidad dentro de los
requerimientos analiticos de imprecision.



Tabla 5. Coeficientes de variacion intra-ensayo e
inter-ensayo para cada nivel de concentracion.

Intra-ensayo Inter-ensayo
(repetibilidad) | (reproducibilidad)

Conc (pg/L) (CV%) (CV%)
10 4,7 55
50 5,0 52
75 2,2 3,8

La precision intra-ensayo (repetibilidad) incluyé la medicién por quintupli-
cado en el mismo dia. La precision inter-ensayo (reproducibilidad) incluyd
la estimacion de la variabilidad entre corridas de la misma muestra en las
concentraciones arriba indicadas durante tres dias consecutivos.

La veracidad del proceso se evalué mediante
el anadlisis de materiales de referencia certifi-
cados. Los resultados obtenidos no indicaron
diferencias significativas con los valores decla-
rados para las dos matrices estudiadas, (Tabla
6). Si bien los resultados son alentadores, so-
lamente se dispuso de materiales de referen-
cia certificados para niveles altos de As para
dichas matrices por lo que sera necesaria la
evaluacion de este parametro a menores con-
centraciones cubriendo todo el rango dina-
mico de trabajo propuesto. EI metabolismo
en humanos del arsénico inorganico lleva a la
formacién de metabolitos metilados (MMA y
DMA) junto a una fraccion que permanece en
su forma inorganica (22,23). Recientemente se
ha establecido que la variabilidad en la capa-
cidad metilante en las poblaciones estudiadas
esta asociada a distintos factores tales como
edad, sexo, nivel de exposicion y polimorfismo
enzimatico del sistema enzimatico involucrado
(22,23). La variabilidad en las proporciones re-
lativas de estos intermediarios podria afectar
el resultado del total de As si estos no presen-
tasen la misma cinética de reaccion. En esta
experiencia, se constato in vitro la similitud en

Tabla 6. Valores de referencia y valores
hallados en los materiales certificados.

Valor de
referencia Valor hallado

(Mg/L) (As 1) (ug/L)
Agua |EP-H-2 159 (155-164) | 158 (155-162)

Orina | Lyphochek® (153 (123-184) | 150 (144-156)
nivel 2

Matrizz Nombre

Los resultados experimentales descriptos fueron hallados a partir de 6
determinaciones en corridas independientes de los materiales de refe-
rencia indicados. Datos expresados como promedio y rango.
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la respuesta de las distintas especies que hizo
posible la cuantificacién sin subestimar o so-
breestimar el resultado por presentar una com-
posicion variable de especies.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos indican que la meto-
dologia propuesta presenta una performance
analitica util para la cuantificacion de As inor-
ganico y sus metabolitos en muestras de agua
y orina en forma rapida y confiable en niveles
de concentracion compatibles con los estan-
dares internacionales vigentes para el monito-
reo de la exposicion al As inorganico. Una futu-
ra comparacion con metodologias de referen-
cia junto a un bioensayo para evaluar el efecto
de especies no vinculadas al metabolismo y
de escasa o nula toxicidad, permitira estable-
cer los verdaderos alcances de esta potencial
herramienta analitica.
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DANO AL ADN EN MUJERES EXPUESTAS AL HUMO
DE LA LENA EN CHIAPAS, MEXICO
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Resumen: DANO AL ADN EN MUJERES EXPUESTAS AL HUMO DE LA LENA, EN CHIAPAS, MEXICO. Crispin Herrera-Por-
tugal; Guadalupe Franco-Sanchez; Marina Pelayes Cruz; Yolanda Schlottfeldt Trujillo; Blanca Lilia Pérez Solis. Acta Toxicol. Argent.
(2009) 17 (2): 56-61. Actualmente alrededor de la cuarta parte de la poblacion mexicana, entre 25 y 28 millones de habitantes,
cocina con lefia, Sin embargo, el humo de la lefia contiene una amplia gama de sustancias téxicas, entre ellas el mondxido de
carbono (CO) cuyo impacto en la salud de la poblacién rural debe ser estudiado. Por esto, el potencial dafio al ADN asociado
con la exposicién a CO de 30 mujeres que cocinaban con lefia en Chiapas, México, fue evaluado por el ensayo cometa. Los
resultados se compararon con 30 controles comparables en edad y condiciones socioecondémicas, quienes cocinaban con gas
licuado de petroleo (GLP). Se obtuvieron muestras de sangre total para medir carboxihemoglobina (COHb) y llevar a cabo el
ensayo cometa. Se encontré diferencia significativa (P<0,001) en las concentraciones de COHb entre las mujeres que cocinaban
con lefia (media= 6,6%) y las que lo hacian con GLP (media= 1,8%), siendo 3,6 veces mas elevadas en las primeras antes citadas
que en las segundas. Se encontraron diferencias significativas en la longitud de cola (media + DE = 18,5 +/- 4,21 contra 5,97
+/- 1,0 ym, P<0,001) y en el momento de cola (media + DE = 4,55 +/- 1,5 contra 1,5 +/- 0,40, P<0,001) del cometa entre los dos
grupos examinados. Los resultados del presente estudio sugieren fuertemente que la exposicion a CO y componentes presentes
en el humo de la lefia, puede causar dafio genotéxico a las mujeres que hacen uso de este combustible, por lo que es necesario
implementar medidas que disminuyan esta exposicion.

Palabras clave: CO; Lefia; Carboxihemoglobina; Ensayo cometa

Abstract: DNA DAMAGE IN WOMEN EXPOSED TO FIREWOOD FUEL SMOKE, IN CHIAPAS, MEXICO. Crispin Herrera-Portu-
gal; Guadalupe Franco-Sanchez; Marina Pelayes Cruz; Yolanda Schlottfeldt Trujillo; Blanca Lilia Pérez Solis. Acta Toxicol. Argent.
(2009) 17 (2): 56-61. Currently, about a quarter of the Mexican population, between 25 and 28 million people, cook with firewood.
However, wood smoke contains a wide range of toxic substances, including carbon monoxide (CO) whose impact on health of
the rural population should be studied. Therefore, the potential DNA damage associated with the exposition to CO of 30 women
who cooked with wood in Chiapas, Mexico, was assessed using Comet Assay. Results were compared with 30 controls of similar
age and socioeconomic status, who cooked with liquefied petroleum gas (LPG). We obtained whole blood samples to measure
carboxyhemoglobin (% COHb) and perform the comet assay. There was a significant difference (P <0.001) in the percentages of
COHb between women who cooked with wood (mean= 6.6%) and those who did it with LPG (mean=1.8%) being 3.6 times higher
in the former compared with the latter. There was a significant difference in comet tail length between the two groups examined
(mean 18.5 +/- 4.21 versus 5.97 +/- 1.0 ym, P <0.001) and tail moment (mean 4.55 +/- 1.5 versus 1.5 +/- 0.40, P <0.001). The
results of this study strongly suggest that exposure to carbon monoxide and compounds present in wood smoke can cause
genotoxic damage to women who use this fuel, so it is necessary to implement measures to reduce this exposure.

Keywords: CO; Firewood; Carboxyhemoglobin; Comet assay

INTRODUCCION

La contaminaciéon en ambientes cerrados
puede ser un factor de riesgo importante para
la salud humana, considerando que las per-
sonas pasan mas del 60% de su tiempo en
sus casas. Cincuenta por ciento de la pobla-
cion mundial y aproximadamente 90% de la
poblacién rural en paises en desarrollo usan
combustibles de biomasa tales como lefa,
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estiércol y restos de cosecha como fuente
de energia (1-3). Algunos estudios conside-
ran que Ameérica Latina representa el 12% del
consumo global de biomasa (4). En México,
27 millones de personas usan lefia; de éstos,
19 millones de habitantes usan este energéti-
co como combustible Unico para cocinary al-
rededor de 8 millones lo usan en combinacion
con gas licuado de petroleo (GLP) (5). El ma-



yor uso de la lefia se concentra en los hogares
rurales y semi-urbanos. La lefia es todavia el
principal combustible residencial en México,
ya que suministra aproximadamente el 40%
de la energia total utilizada. Asimismo, apor-
ta el 80% de la energia usada en los hogares
rurales (6,7).

Globalmente, el uso de combustibles sélidos
ha emergido como una de las diez amenazas
mas importantes para la salud publica, por el
uso de combustible de biomasa. En el ano
2000, la contaminacion en ambientes cerra-
dos fue responsable de mas de 1,5 millones
de muertes y 2,7% de la carga global de en-
fermedad. Ademas, en paises en desarrollo
fue responsable de una alta mortalidad y re-
presenté 3,7% del total de la carga de enfer-
medad (3).

Los problemas asociados a contaminacion
del aire en ambientes cerrados incluyen in-
fecciones agudas en vias respiratorias bajas
en nifos, enfermedad respiratoria pulmonar
obstructiva crénica (8), asma (9), bajo peso al
nacer (10), incremento del riesgo de tubercu-
losis pulmonar (11-14), bronquitis (13), dismi-
nucion de capacidad vital forzada y volumen
espiratorio forzado (15,16). Otros estudios han
descrito que el humo de lefia es un factor de
riesgo para varios tipos de cancer, incluyendo:
carcinoma nasofaringeo, laringeo y oral (17-
19) y pulmonar (20-22).

Muchas de las sustancias que contiene el
humo de biomasa pueden ser perjudiciales
para la salud humana. Las mas importantes
son las particulas, el mondxido de carbo-
no (CO), los 6xidos nitrosos y sulfurosos (Nx
y SOx), los hidrocarburos aromaticos polici-
clicos, algunos de los cuales como el benzo
[a]pireno, son carcinogénicos (23).

El CO es, probablemente, el mas importante
contaminante liberado durante la combustion
de lefia. Uno de los biomarcadores usados
para evaluar de manera indirecta la exposi-
cién a CO es la carboxihemoglobina (COHb)
que refleja la unién del CO a una porcion de
la hemoglobina. Una concentracién de COHb
<2,5% es considerada aceptable desde el
punto de vista clinico-toxicolégico (24). Los
mas bajos niveles de COHDb, a los cuales los
efectos adversos son observables, van desde
2,9 a 3% (25). Sin embargo, concentraciones
de COHb >5% estan asociadas con efectos
en la funcion neuroconductual, mala vision y
mantenimiento del estado de alerta (26). Ade-
mas, los productos de la combustion de lefa
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incluyendo al CO, se han asociado a efectos
genotoxicos en humanos (27-30).

Tomando en cuenta el alto consumo de lefa
en la poblacién rural, las personas expuestas
al CO derivado de su combustién, son sus-
ceptibles de padecer efectos adversos. En
este contexto, evaluar la exposicion y el dafio
relacionado en estas poblaciones humanas
expuestas a CO, es de vital importancia. Asi,
el objetivo del presente estudio, fue evaluar la
exposicion al CO mediante la determinacion
del porcentaje de COHb y su posible rela-
cién con el dafio al ADN, medido por ensayo
cometa.

MATERIALES Y METODOS

Poblacién

Se tomaron sendas muestras de sangre a 60
mujeres residentes de comunidades de la re-
gion del Soconusco, en el estado de Chia-
pas, México. Se estudiaron diferentes niveles
de exposicidén a CO incluyendo dos diferen-
tes areas en la obtencion de la muestra. Una
comunidad de alta exposicion (CAE, lturbide),
constituida por mujeres (n=30) que cocinaban
con lefa, y otra comunidad de baja exposicion
(CBE, Tapachula), formada por mujeres (n=30)
que cocinaban con gas licuado de petroleo
(GLP). Después de obtener el consentimien-
to informado, se tomd una muestra de sangre
(3mL) y se realiz6é un cuestionario sobre datos
sociodemograficos por personal entrenado. El
trabajo de campo se llevd a cabo durante el
afio 2008.

Determinacién de carboxihemoglobina

La COHb se midi6 por método espectrofoto-
métrico y se expresé como porcentaje de he-
moglobina hematica como lo describen Beu-
tler y West (31). Los valores de las extincio-
nes obtenidas se aplicaron a la férmula que
consignan los autores de la técnica. Se adi-
cionaron 25 pL de sangre completa a 3 mL de
una solucién hemolizante (KH,PO,/K2HPO,,
0,1mol/L, pH 6,85 en agua 1:10) en un tubo.
Se mezcloé por inversidn de 2 a 3 veces. Des-
pués de 5 minutos, 0,1 mL de esta mezcla se
introdujo en un tubo, el cual contenia 1,15 mL
de una solucién diluyente (20 mg de hidro-
sulfito de sodio en 20 mL de buffer KH,PO,/
K,HPO,, 0,1mol/L, pH 6,85, preparado inme-
diatamente antes de su uso). Después de 10
minutos, se leyo la absorbancia a 420 y 432
nm contra un blanco que contenia solamente
solucién diluyente de COHb.
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Dafo al ADN

El dafio al ADN fue evaluado usando el ensayo
cometa. La electroforesis de células individua-
les fue realizada como lo describen Singh y
col. (32). Inmediatamente después de obtener
la muestra de sangre, las células de la sangre
completa fueron extendidas en una capa de
agarosa de bajo punto de fusion al 0,5%, so-
bre una base de agarosa estandar al 0,5%, vy
se lisaron por al menos 24 horas a 4°C en una
solucién compuesta de Tris-HCI 10 mM, pH
10, NaCl 2,5 M, Na,EDTA 0,1M, DMSO 10% vy
1% Triton X-100. Después, las laminillas fue-
ron colocadas en buffer alcalino para realizar
la electroforesis (NaOH 300 mM y Na2EDTA
1,0 mM, pH>13) por 20 minutos para el des-
enrollamiento del ADN y la expresién del dafio
alcali-labil. La electroforesis se desarroll6 en
el mismo buffer (pH> 13) por 20 minutos, apli-
cando un campo eléctrico de 25 V y ajustan-
do la intensidad de corriente a 300 mA. Des-
pués de la electroforesis, las laminillas fueron
lavadas abundantemente con buffer Tris-HCI
0,4 M, pH 7,5 para neutralizar el alcali. A con-
tinuacion, se fijaron con alcohol etilico abso-
luto. Para la evaluacién del dano al ADN, las
laminillas fueron tefidas adicionando 20 pL de
bromuro de etidio y se colocd un cubreobje-
tos sobre el gel. La extensidén de migracién del
ADN fue analizada en 100 células elegidas al
azar (50 células de cada una de dos réplicas

de laminillas) usando un microscopio de epi-
fluorescencia. En las células dafiadas (células
con cometa) la migracion del ADN fue medida
por analisis de imagen empleando el software
Kinetic Imaging Komet V 4.0.

Analisis estadistico

La COHb fue reportada en porcentaje (% COHb
en sangre total). El dafio al ADN fue analizado
por area de residencia, la cual fue clasificada
en alta exposicion (CAE) para las personas que
cocinaban con lefia, y baja exposicion (CBE)
para quienes lo hacian con GLP. Las medias
de migracion del ADN de las dos areas fueron
analizadas por analisis de varianza (ANOVA).
Para todos los analisis estadisticos se uso el
paquete estadistico STATA V 8 (Texas, USA).

RESULTADOS

Carboxihemoglobina

Se encontro diferencia significativa (P<0,001)
en los niveles de COHb entre las mujeres que
residian en la CAE y cocinaban con lefa (me-
dia= 6,6%) y las que vivian en la CBE y lo ha-
cian con estufa de GLP (media=1,8%), siendo
3,6 veces mas elevado en las primeras com-
parado con las segundas. Ademas, el 100%
de las mujeres de la CAE presentd niveles de
COHb superiores a 2,5%, es decir, niveles por
encima de la concentracién de COHb consi-
derada como segura (Tabla 7).

Tabla 1. Niveles de carboxihemoglobina en mujeres residentes de las comunidades de alta y baja exposicion.

Media DE %<2,5° %>2,5°¢ Rango
(% COHb)? (% COHb) (%COHb)

CAE 6,6 0,4 0,00 100 6,0 -8,0
CBE 1,8 0,7 100 0,00 0,80 -2,4

aEl % de carboxihemoglobina fue medido como se describe en metodologia.
sPorcentaje de personas con niveles de carboxihemoglobina abajo de 2,5%
cPorcentaje de personas con niveles de carboxihemoglobina arriba de 2,5%
*P<0,001 cuando se comparé CAE vs CBE. CBE: comunidad de baja exposicion.

CAE: comunidad de alta exposiciéon

Dafo al ADN

Se encontraron diferencias significativas
(P<0,001) en lamigracion del ADN (medido como
la longitud y momento de la cola) en las célu-
las obtenidas de mujeres que vivian en la CAE,
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comparadas con las células de las que vivian en
la CBE (Tabla 2). Las medias de longitud y mo-
mento de cola fueron tres veces mayores en mu-
jeres que vivian en la CAE comparadas con las
medias de las que vivian en la CBE (Tabla 2).
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Tabla 2. Dafio al ADN en mujeres residentes de comunidades de alta y baja exposicion.

Longitud de cola (um) Momento de cola
Grupo Media + DE Media + DE
CBE 597 +1,0 1,5+04
n=30
CAE 8,5" + 4,21 455*+1,5
n=30

El dafio al ADN fue medido por andlisis de imagen en 100 células seleccionadas al azar (50 células de cada una de dos réplicas de laminilla). CBE:
comunidad de baja exposicién. CAE: comunidad de alta exposicién. *P<0,001 (ANOVA)

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En México, ha sido considerada un problema
de salud publica la contaminacion en ambien-
tes cerrados. En este sentido, algunos inves-
tigadores estudiaron el impacto de estufas de
lefia en la contaminaciéon doméstica en las co-
munidades rurales de Chiapas y Michoacan,
México (33,34); en ambos estudios el uso de
estufas redujo los niveles medios de particu-
las de diametro inferior a 10 micras (PM10) y
particulas de menos de 2,5 micras de diame-
tro (PM2,5). En otro estudio, se implementd un
programa de reduccién de riesgo de exposi-
cién a humo de lefia en comunidades indige-
nas de San Luis Potosi, México, que redujo los
niveles de COHb e hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAHs). En ese estudio se midieron
la concentracion urinaria de 1-hidroxipireno (1-
OHP), ademas del dafno al ADN un mes des-
pués de la intervencién (35).

Los niveles de COHb observados en nuestro
estudio son muy altos, pues el 100% de las
mujeres de la CAE tuvo niveles que se han aso-
ciado con efectos deletéreos/adversos (>2,5%)
(26). Asimismo, la media de COHb encontrada
en esta poblacion (6,6%) fue 2,5 veces mas
elevada que la media considerada como se-
gura (24) y mayor a la reportada (media= 4,9%)
en una poblacion rural indigena mexicana ex-
puesta al humo de la lefa (35).

Los resultados de este estudio muestran que el
dafno al ADN medido como migracion, es alto
en la CAE, comparado con los resultados ob-
tenidos en la CBE. Tomando en cuenta que el
porcentaje de COHb en la CAE es mayor, no-
sotros podemos sugerir que la alta exposicion
a CO juega un papel importante en el dafo al
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ADN en esta poblacion; ademas de los otros
componentes que se desprenden de la com-
bustién de la lefa. En este sentido hay que
puntualizar, la conveniencia de haber realizado
la cuantificacion de otras sustancias genotoxi-
cas presentes en el humo de la combustién de
lefa, que no se determinaron en este estudio, y
que también explicarian buena parte del dafo
al ADN encontrado.

Los resultados obtenidos son consistentes con
otros estudios que evidencian los efectos ge-
notdxicos en humanos expuestos al humo de
combustion de biomasa (29,30). Es importan-
te puntualizar que la medida de migracion del
ADN (momento de cola) encontrada en la CAE
(media=4,55) fue mayor que la encontrada en
mujeres expuestas al humo de combustible de
biomasa (media=3,83) en la India (30). Ade-
mas, otros estudios han encontrado un incre-
mento de la frecuencia de micronucleos y abe-
rraciones cromosomicas en mujeres expuestas
al humo de combustible de biomasa (28).

El efecto de dano al ADN detectado en la po-
blacion estudiada puede causar a largo plazo
problemas tales como inmunosupresién y can-
cer, tal y como se ha descrito en estudios pre-
vios que analizan la relacion entre dafio al ADN
y problemas de salud (36,37).

En conclusioén, los resultados del presente es-
tudio sugieren fuertemente que la exposicién a
los productos de combustion de la lefia, inclui-
do el CO, puede causar dafo genotéxico a las
mujeres que hacen uso de este combustible de
biomasa y representa un potencial peligro para
su salud a largo plazo, por lo que es necesa-
rio implementar medidas que disminuyan esta
exposicion.
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INSTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

Acta Toxicologica Argentina (Acta Toxicol.
Agent.) (ISSN 03279286) es el 6rgano oficial
de difusion cientifica de la Asociacion Toxico-
l6gica Argentina. Integra el Nucleo Basico de
Revistas Cientificas Argentinas y se puede ac-
ceder a sus articulos a texto completo a través
de SciELO Argentina.

Acta Toxicoldgica Argentina tiene por objetivo
la publicacén de trabajos relacionados con las
diferentes areas de la Toxicologia, en forma-
to de articulos originales, reportes de casos,
comunicaciones breves, actualizaciones o re-
visiones, articulos de divulgacion, notas téc-
nicas, resumenes de tesis, cartas al editor y
noticias.

Los articulos originales son trabajos de in-
vestigacion completos y deben presentarse
respetando las siguientes secciones: Intro-
duccién; Materiales y métodos; Resultados y
Discusiéon (que pueden integrar una seccién
conjunta).

Los reportes de casos son descripciones de
casos clinicos que por sus caracteristicas sig-
nifiquen un aporte importante a la Toxicologia.
Las comunicaciones breves son trabajos de
menor extension pero con connotacion toxi-
colégica novedosa y que signifiquen un aporte
al campo toxicolégico.

Las revisiones o actualizaciones compren-
den trabajos en los cuales se ha realizado una
amplia y completa revision de un tema impor-
tante y/o de gran interés actual en los diferen-
tes campos de la Toxicologia.

Los articulos de divulgaciéon y articulos es-
peciales son comentarios de diversos temas
de interés toxicologico.

Las notas técnicas son descripciones breves
de técnicas analiticas o dispositivos nuevos
avalados por trabajos experimentales conclu-
yentes.

Los resimenes de tesis son resumenes am-
pliados que describen tesis de Maestria o Doc-
torales aprobadas. Estas deben incluir copia
de la aprobacion de la tesis con la declaracion
jurada del autor y su director. El texto no debe
superar las 1000 palabras.

Acta Toxicologica Argentina (en adelante
“Acta”), publicara contribuciones en espanol,
portugués y/o inglés. Todas seran evaluadas
por al menos dos revisores; la seleccion de los
mismos sera atributo exclusivo de los editores.
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Este proceso determinara que el mencionado
Comité opte por rechazar, aceptar con cam-
bios o aceptar para su publicacion el trabajo
sometido a su consideracion. La identidad de
autores y revisores se mantendra en forma
confidencial.

Envio de manuscritos

Los manuscritos se pueden remitir por via
electrénica a envios.acta.ATA@gmail.com o en
CD-ROM por correo postal a Alsina 1441, ofi-
cina 302, Ciudad Auténoma de Buenos Aires
(C1088AAK).

En el caso de envio electrénico indicar en el
asunto: manuscrito para Acta y en el cuerpo
del mensaje indicar el titulo del trabajo y los
nombres y apellidos de todos los autores. Ad-
juntar el manuscrito (archivo de Word 2003 o
superior) redactado segun las instrucciones
para los autores que se detallan mas abajo.
Junto con el envio del manuscrito se debera
enviar una carta al Director en formato Word,
con el nombre de todos los autores solicitan-
do la consideracion del articulo para su publi-
cacion. En la carta debera constar claramente
que:

e Eltrabajo remitido no ha sido publicado en
ningun medio y no sera enviado a otra re-
vista cientifica o a cualquier otra forma de
publicacion, mientras dure la evaluacion en
Acta.

Todos los autores son responsables del
contenido del articulo.

Todos los autores manifiestan si hubo o no,
conflicto de intereses. De haber financia-
cion externa, aclarar cual fue la fuente. Asi-
mismo, senalar si uno o mas de los autores
tiene alguna relacién con la compafiia co-
mercial cuyo producto/s fueron empleados
0 son mencionados en el estudio realiza-
do.

En caso que el articulo sea publicado, to-
dos los autores ceden los derechos de au-
tor al Acta.

No se podra iniciar el proceso editorial si la
carta no contiene todos los puntos senala-
dos.

Aspectos generales en la preparaciéon del
manuscrito para articulo original
Los manuscritos deberan redactarse con pro-



cesador de texto (Microsoft Word version 2003
o superior), a doble espacio (incluso los re-
sumenes, referencias y tablas) con un tamano
minimo de letra Arial en 12 puntos. Las paginas
deberan numerarse desde la portada. Las le-
tras en negrita o itdlica se usaran soélo cuando
corresponda.

En la primera pagina se indicara: titulo del traba-
jo (mayuscula), nombres y apellidos completos
de todos los autores; lugar de trabajo (nombre
de la institucion y direccién postal), de haber
autores con distintos lugares de trabajo, se co-
locaran superindices numéricos (no encerrados
entre paréntesis) junto a los nombres, de mane-
ra de identificar a cada autor con su respectivo
lugar de trabajo; fax y/o correo electrénico del
autor responsable de la correspondencia (que
se indicara con un asterisco en posicién de su-
perindice ubicado junto al nombre).

En la segunda péagina se incluird el titulo en in-
glés y el resumen en el idioma del articulo y en
inglés, seguido cada uno de ellos de una lista
de cuatro palabras clave, en el idioma corres-
pondiente. Si el trabajo estuviese escrito en in-
glés, debera tener un resumen en esparnol. Las
palabras clave iniciaran con mayuscula e iran
separadas por punto y coma.

Introduccioén. Incluira antecedentes actualiza-
dos acerca del tema en cuestion y los objetivos
del trabajo definidos con claridad.

Materiales y métodos. Contendrala descrip-
ciéndelosmétodos, aparatos, reactivosyproce-
dimientosutilizados,coneldetallesuficientepara
permitir la reproduccion de los experimentos.
Consideraciones éticas. En todos los estu-
dios clinicos se debera especificar el nombre
del Comité de Etica e Investigacion que aprobd
el estudio y que se contd con el consentimiento
escrito de los pacientes. En todos los estudios
con organismos no humanos, se deberan es-
pecificar los lineamientos éticos con respecto
al manejo de los mismos durante la realizacion
del trabajo.

Analisis estadistico. Se deberan informar las
pruebas estadisticas con detalle suficiente
como para que los datos puedan ser verifica-
dos por otros investigadores y fundamentar el
empleo de cada una de ellas. Si se utilizé un
programa estadistico para procesar los datos,
éste debera ser mencionado en esta seccion.
Resultados. Se presentaran a través de
una de las siguientes formas: en el texto,
o0 mediante tabla/s y/o figura/s. Se evitaran
repeticiones y se destacaran solo los da-
tos importantes. Se dejara para la seccion
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Discusién la interpretacion mas extensa.
Las tablas se presentaran en hoja aparte, nu-
meradas consecutivamente con numeros ara-
bigos, con las leyendas y/o aclaraciones que
correspondan al pie. Las llamadas paralas acla-
raciones al pie se haran empleando numeros
arabigos entre paréntesis y superindice. Sdlo
los bordes externos de la primeray la ultima fila
y la separacioén entre los titulos de las columnas
y los datos se marcaran con linea continua. No
se marcaran los bordes de las columnas. Ase-
gurese que cada tabla sea citada en el texto.
Las figuras se presentaran en hoja aparte,
numeradas consecutivamente con numeros
arabigos. Los dibujos deberan estar en con-
diciones que aseguren una adecuada repro-
duccién. Los gréaficos de barras, tortas o es-
tadisticas deberan tener el formato GIF. Los
nuameros, letras y signos tendran dimensiones
adecuadas para ser legibles cuando se hagan
las reducciones necesarias. Las referencias
de los simbolos utilizados en las figuras de-
beran ser incluidas en el texto de la leyenda.
Las fotografias deberan ser realizadas en
blanco y negro, con buen contraste, en papel
brillante y con una calidad suficiente (minimo
300 dpi) para asegurar una buena reproduc-
cién. Los dibujos originales o las fotografias
tendran al dorso los nombres de los autores y
el numero de orden escritos con lapiz.

Las fotos para la version electrénica deberan
ser realizadas en el formato JPEG o GIF, con
alta resolucion. Tanto las figuras como las foto-
grafias deberan ser legibles. El tamafio minimo
sera media carta, es decir, 21 x 15 cm, a 300
dpi. En todos los casos se debera indicar la
magnificacién utilizada (barra o0 aumento).

Los epigrafes de las figuras se presentaran ex-
clusivamente en una hoja aparte, ordenadas
numéricamente y deberan expresar especifi-
camente lo que se muestra en la figura.
Abreviaturas. Se utilizaran Unicamente abre-
viaturas normalizadas. Se evitaran las abre-
viaturas en el titulo y en el resumen. Cuando
en el texto se emplee por primera vez una
abreviatura, ésta ira precedida del término
completo, salvo si se trata de una unidad de
medida comun.

Unidades de medida. Las medidas de longi-
tud, talla, peso y volumen se deberan expresar
en unidades métricas (metro, kilogramo, litro) o
sus multiplos decimales.

Las temperaturas se facilitaran en grados Cel-
sius y las presiones arteriales en milimetros de
mercurio.
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Todos los valores de parametros hematologi-
cos y bioquimicos se presentaran en unidades
del sistema métrico decimal, de acuerdo con
el Sistema Internacional de Unidades (Sl). No
obstante, los editores podran solicitar que, an-
tes de publicar el articulo, los autores anadan
unidades alternativas o distintas de las del Sl.
Nomenclatura. En el caso de sustancias qui-
micas se tomara como referencia prioritaria a
las normas de la IUPAC. Los organismos se
denominaran conforme a las normas interna-
cionales, indicando sin abreviaturas el género
y la especie en italica.

Discusiéon. Se hara énfasis sobre los as-
pectos del estudio mas importantes y no-
vedosos, Yy se interpretaran los datos expe-
rimentales en relacién con lo ya publicado.
Se indicaran las conclusiones a las que se
arribo, evitando la reiteracion de datos y con-
ceptos ya vertidos en secciones anteriores.
Agradecimientos. Deberan presentarse en le-
tra Arial con un tamafio10 puntos y en un solo
parrafo.

Bibliografia. Las citas bibliograficas se sefa-
laran en el texto mediante el apellido del/los
autor/es (hasta dos autores) y el afio de publi-
cacién todo entre paréntesis, separados por
punto y coma, en el caso de mas de una cita,
empezando por la cita mas antigua a la mas
actual. En el caso de mas de dos autores se
sefalara el apellido del primer autor seguido
de et al. y el afio de la publicacion.

Ejemplos:

La cafeina (1,3,7-trimetilxantina) es la sustan-
cia psicoactiva mas consumida en el mundo
(Concon 1988; Lewin 1998; Nehlig 1999).

El consenso general es que seria deseable que
la ingesta total de cafeina durante el embara-
z0 no supere los 300 mg/dia (Organization of
Teratology Information Specialists (OTIS) 2001;
Kaiser y Allen 2002; Nawrot et al. 2003)

Las referencias bibliograficas completas se in-
cluiran al final del manuscrito bajo el titulo de
Bibliografia Citada, en orden alfabético, con el
nombre de todos los autores en cada caso.
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Ejemplos:

1. Articulo estandar en publicacion
periédica

Halpern S.D., Ubel PA., Caplan A.L. Solid-or-
gan transplantation in HIV-infected patients. N
Engl J Med 347(4):284-287, 2002.

2. Libros y monografias

Murray P.R., Rosenthal K.S., Kobayashi G.S.,
Pfaller M.A. Medical microbiology. 4th ed. St.
Louis: Mosby, 2002.

3. Capitulo de libro
Meltzer P.S., Kallioniemi A., Trent J.M. Chro-
mosome alterations in human solid tumors. En:
Vogelstein B., Kinzler K.W., editores. The gene-
tic basis of human cancer. New York: McGraw-
Hill; 2002. p. 93-113.

4. Material electrénico

a. Articulo en publicacién periédica en internet
Abood S. Quality improvement initiative in nur-
sing homes: the ANA acts in an advisory role.
Am J Nurs [en linea]. 2002 Jun. [consulta 12
de Agosto 2002];102(6):[1 p.]. Disponible en:
http://www.nursingworld.org/AJN/2002/june/
Wawatch.htmArticle

b. Pagina en internet

Cancer-Pain.org [en linea]. New York: Associa-
tion of Cancer Online Resources, Inc.; c2000-
01 [actualizado al 16 de Mayo de 2002; con-
sulta 9 de Julio de 2002]. Disponible en: http://
www.cancer-pain.org/.

c. Parte de una péagina de internet

American Medical Association [en linea]. Chi-
cago: The Association; ¢1995-2002 [actualiza-
do al 23 de Agosto de 2001; consulta 12 de
Agosto de 2002]. AMA Office of Group Practice
Liaison. Disponible en: http://www.ama-assn.
org/ama/pub/category/1736.html

Para la correcta citacion de posibles referen-
cias bibliograficas que pudiesen no citarse en
este intstructivo, consultar el estilo propuesto
por el Comité Internacional de Directores de
Revistas Médicas en “Uniform Requirements
for Manuscripts Submitted to Biomedical Jo-
urnals disponible en: http://www.nlm.nih.gov/
bsd/uniform_requirements.html (consulta 14
de Enero 2010).
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Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol.
Argent.) (ISSN 03279286) is the official pub-
lication for scientific promotion of the Asoci-
acion Toxicoldgica Argentina. It is a member
of the Nucleo Basico de Revistas Cientificas
Argentinas (Basic Core of Argentinean Scien-
tific Journals). Full articles can be accessed
through SciELO Argentina electronic library.
The goal of Acta Toxicoldgica Argentina is to
publish articles concerning all areas of Toxicol-
ogy, including original articles, case reports,
short communications, revisions, popular-
ization of science articles, technical notes,
thesis summaries, letters to the editor and
relevant news.

Original articles must detail complete re-
search and should be organized into the fol-
lowing sections: Introduction, Materials and
Methods, Results and Discussion (the last two
can be combined into one section).

Case reports include description of clinical
case studies which represent a contribution to
the field of Toxicology.

Short communications are brief, concise ar-
ticles that contribute to the respective area of
Toxicology.

Revisions or updates comprise studies where
an extensive revision of a topic of current im-
portance and/or interest has been carried out.
Articles concerned with popular science
and special articles can comment on a broad
range of toxicological topics.

Technical notes should briefly describe new
devices or analytical techniques validated by
conclusive experimental studies.

Thesis summaries are sufficiently detailed
abstracts of approved doctoral or magisterial
thesis. They must include a copy of accep-
tance and a sworn statement by the author and
director, and should not exceed 1,000 words.
Articles can be submitted to Acta Toxicoldgi-
ca Argentina (henceforth “Acta”) in Spanish,
Portuguese or English. All submissions will
be evaluated by at least two independent re-
viewers, selected by the editors. The Editorial
board will base its decision to reject, accept
with changes or accept for publication the
submitted article on these reviews. The identity
of authors and reviewers will not be disclosed
throughout this process.
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Submission of Manuscripts

Manuscripts can be submitted in electronic form
by the e-mail address envios.acta.ATA@gmail.
com, or sent in CD-ROM to the postal address
Alsina 1441, office 302, Ciudad Auténoma de
Buenos Aires (C1088AAK).

For electronic submissions, please include
“Manuscript for Acta” in the subject. The body
of the e-mail should contain the title of the ar-
ticle, as well as the first and last name of all au-
thors. Articles must be attached as Microsoft
Word 2003 files or higher, and be in accordance
to the guide for authors specified below.

A letter to the Director in Word format in the
name of all authors requesting the article be
considered for publication also needs to be in-
cluded. This letter should clearly state that:

® The submitted article has not been pub-
lished, is not under consideration for pub-
lication elsewhere, and will not be sent to
another journal or published in any way until
the reviewing process in Acta concludes.
All authors are responsible for the content
of the article.

All authors express whether any conflict
of interest arose from the study. If they re-
ceived external funding, the source should
be declared. Likewise, any association be-
tween authors and commercial companies
whose product/s were used or mentioned
in the study must be stated.

If the article is accepted for publication,
all authors agree to transfer copyright to
Acta.

If one or more of these items are not ad-
dressed in the letter the editorial process
cannot be initiated.

General guidelines in the preparation of
manuscripts for original articles.

Articles must be written using a word processor
(Microsoft Word 2003 or higher) with double-
spacing throughout (including abstract, refer-
ences and tables), and a minimum letter size of
Arial 12. Manuscripts must contain page num-
bers on each page from the first page. The use
of bold and italic letters must be limited to the
bare minimum necessary.

First page should contain the article title (in
capital letters), full name and affiliations of all
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authors, workplace (name of institution and
postal address), if it differs between authors,
numerical superscripts, (not in parentheses)
next to each author should be used to identify
it, fax and/or e-mail address of the correspond-
ing author (signaled by a subscript asterisk next
to the name).

Second page must include an English title and
the abstract, both in the language of submis-
sion and in English, each followed by four key
words in the corresponding language. If the
article is written in English, then the abstract
in Spanish must be provided. Key words must
be headed by capital letters and separated by
semicolons.

Introduction. Should include updated back-
ground references and clearly stated study
goals.

Materials and methods. Should describe the
methods, devices, reagents and procedures
used, sufficiently detailed to enable the experi-
ments to be reproduced.

Ethical considerations. All clinical studies
must specify the name of the Ethics and Re-
search Committee responsible for the approval
of the study, as well as the patients’ written
consent. Studies involving non human experi-
mental subjects must give assurance that ethi-
cal guidelines for the protection of animal han-
dling and welfare were followed.

Statistical analysis. The statistical tests em-
ployed should be properly explained and justi-
fied to allow verification by other researchers. If
statistical software was used to process data,
it should be mentioned.

Results. Can be showed through one of the
following: text, tables or figures. Authors
should avoid repetition, and only the relevant
data should be presented. An extensive inter-
pretation of the results should be left for the
Discussion section.

Tables must be typed in separate pages and
numbered consecutively with Arabic numerals
in order of appearance in the text. Legends or
explanations should be included as footnotes.
Marks for footnotes must be superscript Arabic
numerals in parentheses. Continuous lines may
be only used for the outer borders of the first
and last row and to separate columns and data
titles, not for outer borders of columns. Please
make sure that each table is cited in the text.
Figures should be numbered consecutively
with Arabic numerals and presented in sepa-
rate pages. Drawings must be of good enough
quality to ensure adequate reproduction. Bar,
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pie or statistical charts must be prepared in
GIF format. Numbers, letters and signs within
figures must be of the appropriate size to be
legible when the final sizing takes place. All
signs used must have a reference in the figure
caption.

Black-and-white only photographs should
have proper contrast and a minimum resolu-
tion of 300 dpi. Submit all original drawings
and photographs in glossy paper with the au-
thors’ name and figure number written in pen-
cil in the back. For the electronic submission,
photographs should be in high resolution JPEG
or GIF formats. Both figures and photographs
must be clearly legible. The minimum size for
figures is half-letter paper size (21 x 15 cm)
at 300 dpi. Magnification must be indicated
whether by a scale bar or the magnification
number.

Present figure captions in a separate page, ac-
cordingly numbered. Only the elements visible
in the corresponding figure must be included in
the caption.

Abbreviations. Authors should only use con-
ventional abbreviations, avoiding their use in
the title and abstract. When an abbreviation is
first introduced in the text it must be preceded
by the full term, except in the case of unit mea-
sures.

Unit measures. Length, size, weight and vol-
ume measures should be expressed according
to the metric system (meter, kilogram, liter or
their decimal multiples). Temperatures will be
provided in degrees Celsius; blood pressure in
millimeters of mercury.

All hematological and biochemical parameters
should follow the metric system, according to
the International System of Units (Sl). Howev-
er, editors could require that alternate units be
provided before publication.

Nomenclature. For chemicals, authors should
primarily adhere to IUPAC norms. Designate
organism names according to international
norms by stating the unabbreviated genus and
species in italic.

Discussion. Emphasis should be placed on the
most relevant and novel aspects of the study.
Interpret experimental data in terms of previ-
ous published findings. Include conclusions
without repeating data and concepts stated
elsewhere.

Acknowledgements. Limit to a single para-
graph, using Arial 10 lettering.

References. Citations in the text consist of the
authors’ last name (up to two authors) and the



year of publication in parentheses. In the case
of more than one citation, list them from the
oldest to the newest and separate citations by
semicolons. For more than two authors, only
cite the first author’s last name followed by et
al. and the year of publication.

Examples:

Caffeine (1,3,7-trimethylxanthine) is the psy-
choactive substance with the largest consump-
tion worldwide (Concon 1988; Lewin 1998; Ne-
hlig 1999).

During pregnancy the total consumption of
caffeine should not exceed 300 mg/day (Orga-
nization of Teratology Information Specialists
(OTIS) 2001; Kaiser and Allen 2002; Nawrot et
al. 2003).

Full references must be listed alphabetically at
the end of the manuscript under the subhead-
ing References.

Examples:

1. Standard article in periodical
publications.

Halpern S.D., Ubel PA., Caplan A.L. Solid-or-
gan transplantation in HIV-infected patients. N
Engl J Med 347(4):284-7, 2002.

2. Books and monographs.

Murray P.R., Rosenthal K.S., Kobayashi G.S.,
Pfaller M.A. Medical microbiology. 4" ed. St.
Louis: Mosby, 2002.

3. Book chapters.
Meltzer P.S., Kallioniemi A., Trent J.M. Chromo-
some alterations in human solid tumors. In: Vo-
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gelstein B., Kinzler K.W., editors. The genetic
basis of human cancer. New York: McGraw-
Hill; 2002. P. 93-113.

4. Electronic material.

a. Article published in an online journal.

Abood S. Quality improvement initiative in
nursing homes: the ANA acts in an advisory
role. Am J Nurs [online]. 2002 Jun. [accessed
August 12, 2002];102(6):[1 p.]. Available at:
http://www.nursingworld.org/AJN/2002/june/
Wawatch.htmArticle

b. Website.

Cancer-Pain.org [online]. New York: Associa-
tion of Cancer Online Resources, Inc.; c2000-
01 [updated May 16, 2002; accessed July 9,
2002]. Available at: http://www.cancer-pain.
org/.

c. Partial website.

American Medical Association [online]. Chi-
cago: The Association; ¢1995-2002 [updated
August 23, 2001; accessed August 12, 2002].
AMA Office of Group Practice Liaison. Avail-
able at:
http://www.ama-assn.org/ama/pub/catego-
ry/1736.html

For correct citation please refer to the “Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals” proposed by the Inter-
national Committee of Medical Journals Direc-
tors, available at: http://www.nlm.nih.gov/bsd/
uniform_requirements.html (accessed January
14, 2010).
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INSTRUGOES PARA OS AUTORES

Acta Toxicologica Argentina (Acta Toxicol. Ar-
gent.) (ISSN 03279286) € o érgao oficial de di-
fusao cientifica da Associacao Toxicolégica Ar-
gentina. Engloba o Nucleo Basico de Revistas
Cientificas Argentinas ter acesso a articulos e
texto completo através de SciELO Argentina.
Acta Toxicologica Argentina tem como obje-
tivo a publicacao de trabalhos relacionados
com diferentes areas da Toxicologia, em arti-
gos originais, relatos de casos, comunicacoes
breves, atualizacoes ou revisoes, artigos de
divulgacao, resumos do tese, notas técnicas,
cartas ao editor e noticias.

Os artiglos originais sao trabalhos de pes-
quisa completos e devem ser apresentados
respeitando as siguientes secoes: Introducao;
Materiais e métodos; Resultados e Discussao
(que podem integrar uma secao anexa).

Os relatos de casos sao descricoess de ca-
sos clinicos que por suas caracteristicas te-
nham um significado ou aporte importante a
Toxicologia.

As comunicacoes curtas sao trabalhos de
menor extensao mas con conotagao toxicolo-
gica inovadora e que aporte ao campo toxico-
l6gico.

As revisoes ou actualizacoes compreendam
trabalhos nos quais se tenha realizado uma
ampla e completa revisao de un tema impor-
tante e/ou de grande interesse atual nos dife-
rentes campos da toxicologia.

Os artigos de divulgacao e artigos especiais
sao comentarios de diversos temas de interes-
se toxicologico.

As notas técnicas sao descricoes breves de
técnicas analiticas ou dispositivos novos ou
apoiados por trabajos experimentales conclu-
sivos.

Resumos de tese: Resumos ampliados que
descrevem teses de Mestrado e Doutorado
aprovadas. Estas devem incluir cépia da apro-
vacdo da tese com a declaracéo juramentada
do autor e seu orientador. O texto ndo deve su-
perar 1000 palavras.

Acta Toxicolégica Argentina (em adiante
“Acta”), publicara contribucioes em espanhol,
portugués e/ou inglés. Todas serao avaliadas
por pelo menos dois revisores; a selecao dos
mesmos sera atributo exclusivo dos editores.
Este proceso determinara que o mencionado
Comité opte por rejeitar, aceitar com altera-
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coes ou aceitar para publicagao o trabalho
submetido a sua consideracao. A identidade
dos autores e revisores sera mantida em forma
confidencial.

Envio de trabalhos

Os trabalhos podem ser enviados por via ele-
trénica a envios.acta.ATA@gmail.com o em
CD-ROM por correio postal a Alsina 1441, ofi-
cina 302, Ciudad Auténoma de Buenos Aires
(C1088AAK).

No caso de envio eletronico, indicar no asunto:
trabalho para Acta e no corpo da mensagem
indicar o titulo do trabalho e os nomes e sobre-
nomes de todos os autores. Anexar o trabalho
(arquivo de Word 2003 ou superior) digitado
segundo instrugoes para autores que estao
detalhadas abaixo.

Junto com o envio do trabalho devera ser en-
viado uma carta ao Diretor em formato Word,
com os nomes de todos os autores solicitando
a consideracao do artigo para publicagao. Na
carta devera constar claramente que:

® QO trabalho enviado nao haja sido publicado
em nenhum outro meio e nao sera enviado
a otura revista cientifica ou a qualquer ou-
tra forma de publicacao, enquanto dure a
avaliacao na Acta.

Todos os autores sao responsaveis pelo
conteudo do artigo.

Todos os autores deverao manifestar de
houve ou nao conflito de interesses. Se
houver financiamento externo, devera dei-
xar claro a fonte. Assim mesmo, indicar se
um ou mais autores tem alguma relacao
com a companhia comercial cujo produto/
s foram empregados ou sao mencionados
no estudo realizado.

Em caso de que o artigo seja publicado, to-
dos os autores cedem os direitos de autor
a Acta.

Nao se podera dar por iniciado o processo
editorial se a carta nao contém todos os
puntos indicados.

Aspectos gerais na preparacao do trabalho
como artigo original

Os trabalhos devem ser digitados com proces-
sador de texto (Microsoft Word versao 2003
ou superior), com espaco duplo (inclusive re-
sumos, referencias e tabelas) com tamanho



minimo de letra Arial 12. As paginas deverao
ser numeradas desde a capa. As letras em ne-
grito ou jtalico serao usadas somente quando
corresponda.

Na primeira pagina devera estar indicado: titulo
do trabalho (mailscula), nomes e sobrenomes
completos de todos os autores; lugar de traba-
Iho (nome da instituicao e endereco postal), se
ha autores com distintos lugares de trabalho,
debera ser colocado superindices numéricos
(nao entre parénteses) junto aos nomes, para
identificar cada autor com seu respectivo lu-
gar de trabalho; fax e/ou correio eletrénico do
autor responsavel correspondente (que sera
indicado com um asterisco na posi¢ao de su-
perindice localizado junto ao nome).

Na segunda pagina sera incluido titulo em in-
glés e o resumo no idioma do artigo e em in-
glés, seguido cada um deles de uma lista de
quatro palavras chave, no idioma correspon-
dente. Se o trabalho estiver escrito em inglés,
devera apresentar um resumo em espanhol. As
palavras chave devem comecar com letra mai-
uscula e ir separadas por punto e virgula.
Introducao. Debe incluir antecedentes atuali-
zados sobre o tema e questao e objetivos do
trabalho definidos com claridade.

Materiais e métodos. Devera conter a descri-
caodos métodos, equipamentos, reativos e pro-
cedimentos utilizados, com detalhes suficien-
tes para permitir a repeticao dos experimentos.
Consideracoes éticas. Em todos os estudos
clinicos devera estar especificado o nome do
Comité de Etica e Investigagao que aprovo o
estudo e que foi realizado com o consentimen-
to escrito dos pacientes. Em todos os estudos
com organismos nao humanos, devem estar
especificadas as linhas éticas com respeito
ao manejo dos eismos durante a realizagcao do
trabalho.

Analises estatisticas. Devem ser informadas
as provas estatisticas com detalle suficiente
para que os datos possan ser revisados por
outros pesquisadores descrevendo detalhes
de cada uma delas. Se foi utilizado um progra-
ma estatistico para processar os dados, este
devera ser mencionado nesta secao.
Resultados. Deverao ser apresentadas através
de uma das seguintes formas: no texto, ou atra-
vés de tabelas e/ou figura/s. Deverao ser evi-
tadas repeticoes e serao destacadas somente
dados importantes. Devera ser deixada para a
secao Discussao a interpretacao mais extensa.
As tabelas deverao ser apresentadas em fo-
lha a parte, numeradas consecutivamente
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com numeros arabicos, con las leyendas y/o
aclaraciones que correspondan al pie. Os avi-
sos para esclarecimentos de rodapé deverao
ser realizados empregando numeros arabicos
entre parénteses e superindice. Somente os
bordes externos da primeira e ultima linha e
a separacgao entre os titulos das colunas e os
dados deverao ser marcados com linha conti-
nua. Nao marcar os bordes das colunas. Asse-
gurarse que cada tabela seja citada no texto.
As figuras deverao ser apresentadas em folhas
a parte, numeradas consecutivamente com nu-
meros arabicos. Os desenhos deverao estarem
condigces que assegurem uma adequada repe-
ticao. Os graficos de barras, tortas ou estatisti-
cas deverao estar no formato GIF. Os nimeros,
letras e sinais deverao ter dimensoes adequa-
das para ser legiveis quando forem impressas.
As referencias dos simbolos utilizados nas figu-
ras deverao ser incluidas no texto da legenda.
As fotografias deverao ser realizadas em bran-
CO e negro, com contraste, em papel brilhante
e com qualidade suficiente (minimo 300 dpi)
para assegurar uma boa reproducao. Nos de-
senhos originais ou fotografias deverao cons-
tar, no verso, os nhomes dos autores e numero
de ordem escritos com lapis.

As fotos para versao eletrbnica deverao ser
realizadas em formato JPEG ou TIFF, con alta
resolucao. Tanto as figuras quanto as fotogra-
fias deverao ser legiveis. O tamanho minimo
debera ser de media carta, ou seja, 21 x 15
cm, a 300 dpi. Em todos os casos devera estar
indicado o aumento (barra o aumento).

As epigrafes das figuras deverao ser apresen-
tadas exclusivamente em folha aparte, ordena-
das e numeradas e deverao expressar especi-
ficamente o que moestra a figura.
Abreviaturas. Serao utilizadas unicamente
abreviaturas normalizadas. Deverao ser evi-
tadas as abreviaturas no titulo e no resumo.
Quando no texto se empregue por primeira
vez uma abreviatura, esta debera ir precedida
do termo completo, com excessao se trata de
uma unidade de medida comum.

Unidades de medida. As medidas de longi-
tude, tamarnio, peso e volume deverao ser ex-
pressas em unidades métricas (metro, quilo-
gramo, litro) ou seus multiplos decimais.

As temperaturas serao expressas em graus
Celsius e as pressoes arteriais em milimetros
de mercurio.

Todos os valores de parametros hematolégi-
cos e bioquimicos deverao ser apresentadas
em unidades do sistema métrico decimal, de
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acordo com o Sistema Internacional de Uni-
dades (Sl). Nao obstante, os editores poderao
solicitar que, antes de publicar o artigo, os au-
tores agreguem unidades alternativas ou dife-
rentes das do Sl.

Nomenclatura. No caso de sustancias quimi-
cas sera tomada como referencia prioritaria as
normas da IUPAC. Os organismos serao deno-
minados conforme as normas internacionais,
indicando sem abreviaturas o género e a espe-
cie em itélico.

Discussao. Sera feita énfase sobre os aspec-
tos mais importantes e innovadores do estudo,
e serao interpretados dados experimentais em
relagao com o que ja foi publicado. Serao indi-
cadas as conclusoes, evitando reiterar dados
e conceitos ja citados en segoes anteriores.
Agradecimentos. Deverao ser apresentados
em letra Arial, tamanho 10 e em um paragrafo.
Bibliografia. As citacoes bibliograficas deve-
rao estar indicadas no texto por meio do so-
brenome de/os autor/es (até dois autores) e
0 ano de publicagao tudo entre parénteses,
separados por ponto e virgula, e no caso de
mais de uma citacao, debe-se comecar pela
da mais antiga a mais atual. No caso de mais
de dois autores serao indicados o sobrenome
do primeiro autor seguido de et al. E 0 ano da
publicacao.

Exemplos:

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € uma subes-
tancia psicoativa mais consumida no mundo
(Concon 1988; Lewin 1998; Nehlig 1999).

Em concenso geral, seria desejavel que a in-
gesta total de cafeina durante a gravidez supe-
re 300 mg/dia (Organization of Teratology Infor-
mation Specialists (OTIS) 2001; Kaiser y Allen
2002; Nawrot et al. 2003)

As referencias bibliograficas completas serao
incluidas ao final do trabalho, abaixo do titu-
lo da Bibliografia Citada, em ordem alfabéti-
ca, com o nome de todos os autores em cada
caso.
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Exemplos:

1. Artigo padrao em publicagao periédica
Halpern S.D., Ubel PA., Caplan A.L. Solid-or-
gan transplantation in HIV-infected patients. N
Engl J Med 347(4):284-287, 2002.

2. Livros e monografias

Murray P.R., Rosenthal K.S., Kobayashi G.S.,
Pfaller M.A.. Medical microbiology. 4th ed. St.
Louis: Mosby, 2002.

3. Capitulo de livro

Meltzer PS., Kallioniemi A., Trent J.M. Chro-
mosome alterations in human solid tumors. En:
Vogelstein B., Kinzler K.W., editores. The gene-
tic basis of human cancer. New York: McGraw-
Hill; 2002. p. 93-113.

4. Material eletrénico

a. Artigo em publicacao periddica em internet

Abood S. Quality improvement initiative in nur-
sing homes: the ANA acts in an advisory role.
Am J Nurs [en linea]. 2002 Jun. [consulta 12
de Agosto 2002];102(6):[1 p.]. Disponivel em:
http://www.nursingworld.org/AJN/2002/june/
Wawatch.htmArticle

b. Pagina em internet

Cancer-Pain.org [en linea]. New York: Associa-
tion of Cancer Online Resources, Inc.; c2000-
01 [atualizado al 16 de Maio de 2002; consulta
9 de Julio de 2002]. Disponivel en: http://www.
cancer-pain.org/.

c. Parte de uma pagina de internet

American Medical Association [en linea]. Chi-
cago: The Association; ¢1995-2002 [atualiza-
do em 23 de Agosto de 2001; consulta 12 de
Agosto de 2002]. AMA Office of Group Practice
Liaison. Disponivel em: http://www.ama-assn.
org/ama/pub/category/1736.html

Para a correcta citagcao de possiveis referen-
cias bibliograficas que pudessem nao ser cita-
das neste documento, consultar o estilo pro-
posto pelo Comité Internacional de Diretores
de Revistas Médicas em “Uniform Require-
ments for Manuscripts Submitted to Biome-
dical Journals disponivel em: http://www.nIm.
nih.gov/bsd/uniform_requirements.html (con-
sulta 14 de janeiro 2010).



