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INTRODUCCIÓN
Dentro de las 1500-2000 especies de escor-
piones que se estima que existen en el mundo, 
solo cerca de 30 han demostrado toxicidad 
para humanos (Bucherl 1971). En Argentina 
los escorpiones o alacranes están represen-
tados por las Familias Bothriuridae y Buthi-
dae con alrededor de 50 especies verificadas 
(Acosta 2005; Ojanguren – Affilastro 2005). Si 
bien todos los escorpiones poseen veneno, 
los de la Familia Buthidae son los que poseen 
venenos con componentes tóxicos para ma-
míferos y, por lo tanto, de importancia médi-
ca (Buchler 1971). Los representantes de esta 
Familia en Argentina pertenecen a los Géneros 
Ananteris (con una sola especie), Zabius (con 
dos especies) y Tityus (con seis especies). 
En este último género se encuentran los es-
corpiones responsables de envenenamientos 
graves y muertes de humanos en la Argenti-

na, siendo el principal responsable Tityus tri-
vittatus (Figura 1) siguiéndole en importancia 
Tityus confluens (de Roodt y col. 2009; 2010). 
Sin embargo, a pesar de que su toxicidad está 
bien definida para el humano, en algunos ma-
míferos de experimentación y en artrópodos, 
no existen datos de envenenamientos por es-
tos escorpiones en reptiles.
La tortuga Chelydra serpentina (“tortuga mor-
dedora” o “tortuga lagarto”), está distribuida 
en Norte y Centroamérica y es comercializada 
en todo el mundo como animal de compañía 
no convencional o de ornato. Es una tortuga 
que puede ser muy agresiva y provocar daños 
por su fuerte y rápida mordedura. 
En esta comunicación, describimos el cuadro 
de envenenamiento sufrido por un ejemplar 
de Chelydra serpentina, emponzoñado por un 
ejemplar de Tityus trivittatus, y su recuperación 
tras la aplicación del antiveneno específico.

Resumen. Se describe el caso de un ejemplar de tortuga mordedora (Chelydra serpentina) que fue hallada con los miembros 

tetanizados en extensión, midriasis y poca respuesta a estímulos externos, en cuyo recinto se encontró un ejemplar de escorpión 

Tityus trivittatus. Ante el claro cuadro de envenenamiento, se trató al quelonio con antiveneno escorpiónico específico retornando 

a un estado de relajación muscular a las seis horas y encontrándoselo totalmente normal a las 24 horas sin mostrar secuelas 

posteriores. Este es el primer comunicado sobre el envenenamiento de quelonios por escorpiones. Se discuten algunos aspectos 

de este envenenamiento escorpiónico y su tratamiento con antiveneno específico. 

Palabras clave: Tortuga; Escorpión; Tityus trivittatus; Toxicidad.

Abstract. We report the case of a snapping turtle (Chelydra serpentina) found tetanized, with the limbs in extension, mydriasis and 

poor response to external stimuli, in whose terrarium was found a Tityus trivittatus scorpion.  Based on the clear clinical picture of 

envenoming, the turtle was treated with a specific scorpion antivenin, returning to a state of muscle relaxation after six hours of 

treatment and it was found totally normal at 24 hours, without envenoming sequelae. This is the first report on turtle envenomation 

by scorpion. The scorpion envenomation in reptiles and the treatment with specific antivenom is discussed.

Key words: Turtle; Scorpion; Tityus trivittatus; Toxicity.
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DESCRIPCIÓN DEL CASO
El ejemplar de Chelydra serpentina, de 14 cm 
de largo de caparazón, (donado al Serpentario 
del Instituto Nacional de Producción de Bio-
lógicos de la Administración Nacional de La-
boratorios e Institutos de Salud “Dr. Carlos G. 
Malbrán”), habita en una pecera con una gran 
superficie de agua, donde se alimenta regu-
larmente con ratones lactantes y se mantiene 
libre de patologías. Durante uno de los contro-
les diarios, el animal fue hallado súbitamente 
con los miembros en extensión y el cuello en 
extensión hacia atrás (Figura 2), no presentó 
respuesta a los estímulos táctiles, sonoros, 
ni visuales (Figura 3). Al realizarse el examen 
físico del ejemplar y buscar posibles causas 
de intoxicación, en su hábitat se encontró un 
ejemplar de Tityus trivittatus.
Dados los signos clínicos compatibles con 
un envenenamiento escorpiónico, de acuer-
do a los signos desarrollados en humanos o 
animales de experimentación, y descartadas 
otras posibles causas que pudiesen provocar 
un cuadro clínico con estas características, se 
decidió la aplicación del antiveneno específi-
co (Antiveneno Escorpión, Instituto Nacional 
de Producción de Biológicos, Lote 917, venci-
miento 2009). Se aplicó un vial de antiveneno 
(ampolla de 2 ml) vía intracelómica y se man-
tuvo al ejemplar en reposo sin agregar otra 
medicación adicional. El recinto de la tortuga 
fue modificado ad hoc, eliminando la profundi-
dad del agua, dado que el animal envenenado 
no estaba capacitado para nadar y se lo ais-

ló de estímulos externos sonoros o lumínicos. 
A las 6 horas posteriores a la aplicación del 
antiveneno, la contractura muscular era me-
nor y el animal respondía a algunos estímu-
los externos. A las 24 horas de la aplicación 
del antiveneno, el diámetro pupilar y el siste-
ma musculo-esquelético del animal retornaron 
clínicamente a la normalidad  y comenzó a co-
mer. Durante los meses posteriores al even-
to no mostró ninguna alteración clínica, reali-
zándose el último control un año posterior al 
accidente, donde se encontró completamente 
normal.

Figura 1. Ejemplar adulto de Tityus trivittatus. Obsérvense los 
pedipalpos (pinzas) delgadas y la presencia en el telson de la 
apófisis subaculear (apófisis bajo en aguijón) característicos 
de este Género. Obsérvese también en el dorso del animal 

las tres líneas oscuras paralelas, que le dan su nombre a esta 
especie. Un ejemplar adulto raramente supera los 60 mm.

Figura 2. Tortuga (Chelydra serpentina) picada por un 
ejemplar de Tityus trivittatus. Obsérvense los miembros en 

extensión y el aspecto tetaniforme general.  La respuesta a los 
estímulos externos en esta instancia era mínima o ausente.

Figura 3. Dilatación pupilar del ejemplar de Chelydra 
serpentina  picado por un ejemplar de Tityus trivittatus.
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DISCUSIÓN
Los venenos de arácnidos poseen componen-
tes tóxicos, que son activos preponderante-
mente para artrópodos, que constituyen ma-
yoritariamente su dieta. Sin embargo, algunas 
especies poseen toxinas que pueden producir 
alteraciones en vertebrados, incluyendo a  los 
reptiles. Lagartijas, pequeñas aves y serpien-
tes pueden ser alimento ocasional de diferen-
tes especies de arañas, siendo esto más co-
nocido entre las mygalomorphas (vulgarmen-
te llamadas “pollito” en Argentina) como las 
Grammostola sp., entre otras. Componentes 
no del todo bien caracterizados de los vene-
nos de estas arañas, les permiten paralizar en-
tre otros vertebrados a pequeños reptiles, en 
general escamosos (Squamata) como saurios 
u ofidios. También ocasionalmente pueden 
encontrarse pequeños reptiles en las telas de 
algunas araneomorphas. 
Sin embargo, las referencias bibliográficas so-
bre la toxicidad del veneno de escorpiones en 
reptiles son escasas o nulas. El Dr. Lourival 
Possani, del Instituto de Biotecnología de la 
Universidad Autónoma de México, comentó a 
uno de los autores (AdeR) un caso de enve-
nenamiento por picadura de alacrán en un la-
garto del género Heloderma (Heloderma sus-
pectum “monstruo de gila”). Este ejemplar fue 
picado por un escorpión del género Centruroi-
des, responsable del envenenamiento de hu-
manos en América del Norte, América Central 
y en el norte de América del Sur (Colombia). 
En el caso referido previamente, el personal 
del zoológico observó signos de envenena-
miento por escorpión en el monstruo de gila. 
Ante la habitualidad de los envenenamientos 
humanos por alacranes en México (Possani 
y col. 2000; Possani y Rodríguez de la Vega 
2006), no dudaron en aplicarle un vial de an-
tiveneno antialacrán (AlacramynNR, Instituto 
Bioclón S.A. de C.V., México DF), remitiendo el 
cuadro a las pocas horas. A excepción de esta 
comunicación y del caso descripto en la pre-
sente comunicación, en un ejemplar de Chely-
dra serpentina, no conocemos otros cuadros 
de envenenamiento por escorpión en reptiles.
Los escorpiones inoculan su veneno mediante 
la introducción del acúleo (“aguijón”) en el teji-
do de sus presas o atacantes. Éste se encuen-
tra en el extremo del metasoma (“cola”) tras el 
último segmento abdominal, en una vesícula 
(telson) que contiene las glándulas producto-
ras de veneno y con las cuales se conecta. 
La perforación del tegumento de la presa (o 

el agresor), no es sencilla, el escorpión debe 
buscar puntos débiles en el cuerpo de los 
mismos para poder allí introducir el acúleo e 
inyectar el veneno. Esto es fácilmente obser-
vable al ver a escorpiones capturando presas 
grandes, a las que necesariamente debe in-
yectarles veneno para paralizarlas antes de in-
gerirlas. Estas tortugas son voraces y agresi-
vas y probablemente el ejemplar que presentó 
el cuadro de envenenamiento intentó capturar 
al escorpión, dándole a éste la oportunidad de 
perforar la mucosa bucal  o la piel del cue-
llo de la tortuga e inyectarle veneno. Indepen-
dientemente de la imposibilidad de atravesar 
el caparazón, la mayor parte de la superficie 
cutánea de las tortugas jóvenes o adultas, 
hace poco probable que un escorpión de las 
características físicas de Tityus trivittatus pue-
da atravesarla con su aguijón en condiciones 
normales.
El veneno de los escorpiones del Género Ti-
tyus posee decenas de péptidos neurotóxicos 
dirigidos a diferentes estructuras, siendo los 
más estudiados aquellos que bloquean ca-
nales de potasio y los que modulan canales 
de sodio (Becerril y col. 1996). Las toxinas de 
mayor importancia para los mamíferos son las 
moduladoras de canales de sodio (Possani 
y col. 1999). Éstas actúan a diferentes nive-
les, provocando un cuadro clínico muy varia-
do cuya característica conspicua reside en la 
desregulación del sistema nervioso autóno-
mo, presentando los envenenados una signo-
logía variada que puede ser adrenérgica, co-
linérgica o mixta, causante de la denominada 
“tormenta autonómica” observada en estos 
envenenamientos. Una vez instalado el cua-
dro de pérdida de la regulación autonómica, 
el paciente rápida y progresivamente va dete-
riorándose, produciéndose la muerte en gene-
ral por falla cardíaca y/o por un síndrome de 
insuficiencia respiratoria pulmonar aguda (sín-
drome de “distrés” respiratorio) (Ministerio de 
Saúde 1999; Cupo y col. 2003; Ministerio de 
Salud 2011). La tortuga presentó  signos com-
patibles con estimulación colinérgica, como 
algunos de los descriptos en reptiles envene-
nados con organofosforados (Fitzgerald y col. 
2008) tales como la tetania y el opistótono (Fi-
gura 2), así como signos adrenérgicos, mani-
festados por la intensa midriasis que presen-
taba el animal (Figura 3).
Experimentalmente, ratones inoculados con el 
veneno de Tityus sp., muestran  trastornos mús-
culo-esqueléticos como tetania y movimientos  
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de extremidades, los que también observa-
mos en el envenenamiento experimental por T. 
trivittatus (de Roodt y col. 2001; 2010) (Figura 
4). Este compromiso músculo-esquelético no 
es muy común en humanos picados por Tityus 
sp. de la Argentina (de Roodt y col. 2003) pero 
si en pacientes picados por ejemplares de 
Centruroides sp. (Lo Vecchio y McBride 2003; 
Boyer y col. 2009). La parálisis y la signolo-
gía con compromiso neuromuscular que pre-
sentó la Chelydra, recuerdan a los signos que 
pueden presentarse en ratones (Figuras 2 y 4) 
durante el envenenamiento experimental con 
dosis altas de veneno de Tityus trivittatus (de 
Roodt y col. 2001; 2010). El compromiso mús-
culo-esquelético en estos casos podría resi-
dir en motivos inherentes a la dosis de veneno 
inoculado o a diferencias en cuanto a los pép-
tidos neurotóxicos que poseen los venenos de 
Tityus sp. y Centruroides sp. (Possani y col. 
1985; Becerril y col. 1997; Valdez-Cruz y col. 
2004). Si bien no existen datos al respecto, no 
podría descartarse una sensibilidad diferencial 
para las toxinas de estos escorpiones de los 
canales iónicos relacionados con las uniones 
mioneurales en estos reptiles. En una misma 
especie de roedores, se han detectado dife-
rencias en cuanto a la sensibilidad al veneno 
de escorpiones muy emparentados (Rowe y 
Rowe 2008), por lo que una sensibilidad dife-
rencial a un mismo veneno en diferentes es-
pecies, no sería una posibilidad descabellada.

La aplicación del antiveneno escorpiónico 
debe hacerse muy rápido para evitar que las 
toxinas se unan a sus dianas en los tejidos. 
De otra forma, estas se unirán a los diferentes 
canales iónicos modificando su funcionamien-
to y causando alteraciones sistémicas, en es-
pecial autonómicas tanto colinérgicas como 
adrenérgicas. Se estima que el tiempo con-
veniente para aplicar el antiveneno no debe-
ría ser mayor a dos horas (Ministerio de Salud 
2011). Tras ese tiempo si bien el antiveneno 
igualmente neutralizará al veneno circulante, 
sería muy lento para actuar sobre el que ya se 
fijó. Se ha sugerido que la utilidad  terapéutica 
del antiveneno aplicado en períodos de tiempo 
superiores a las dos horas no es conveniente, 
debido a la rápida difusión de las toxinas y la 
instauración del cuadro de envenenamiento 
(Ministerio de Saúde 1999; Cupo y col. 2003; 
de Roodt y col. 2003; Sevcik y col. 2004; Váz-
quez y col. 2005; de Roodt y col. 2009; Minis-
terio de Salud 2011). No existen datos sobre la 
toxicidad de este tipo de venenos en reptiles 
en general o quelonios en particular. Tampoco 
sabemos si los quelonios son mayoritariamen-
te sensibles a las toxinas de canales de sodio 
o a aquellas dirigidas contra canales de pota-
sio (muy abundantes en estos venenos y poco 
tóxicas para mamíferos) o si las toxinas dirigi-
das contra canales de cloro o calcio (presen-
tes en estos venenos pero menos estudiadas 
pueden tener algún efecto tóxico sobre rep-
tiles. Sin embargo, independientemente de la 
falta de conocimiento sobre estos temas, los 
datos presentados en este caso, indicarían la 
sensibilidad de estos quelonios a las toxinas 
del veneno de Tityus trivittatus y la efectividad 
del antiveneno específico para neutralizar el 
efecto causado por las mismas.
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Resumen. El plomo (Pb) es un metal no esencial altamente tóxico que afecta a diversos órganos y tejidos. Si bien aún no ha 

sido descripto un mecanismo único mediante el cual este metal ejerce sus efectos tóxicos, un gran número de estudios han 

puesto en evidencia el rol fundamental del estrés oxidativo en la intoxicación por Pb. A este respecto, ha sido informado que en 

la intoxicación por Pb el estrés oxidativo puede ocurrir a diferentes niveles: por generación de ácido δ-aminolevulínico (δ-ALA), 

por la capacidad per se que posee el Pb para inducir peroxidación lipídica en presencia de ión ferroso (Fe2+), o por depleción 

de glutatión (GSH) y enzimas antioxidantes. Sobre la base de estos antecedentes, el objetivo de esta revisión es presentar evi-

dencias recientes sobre la implicancia del estrés oxidativo en los efectos adversos ocasionados por Pb, destacar la posibilidad 

de utilización de biomarcadores de estrés oxidativo como un método complementario al diagnóstico temprano de exposición y 

revelar la importancia de los compuestos antioxidantes como nuevas herramientas en la prevención y tratamiento de la intoxi-

cación por este metal.

Palabras claves: Intoxicación con plomo; Estrés oxidativo; Biomarcadores; Antioxidantes.

Abstract. Lead (Pb) is a highly toxic non-essential metal that affects different organs and tissues. Although at the present a unique 

mechanism by which this metal exerts its toxic effects has not been described, a large number of studies have highlighted the 

fundamental role of oxidative stress in the pathophysiology of Pb poisoning. In this regard, it has been reported that Pb-induced 

oxidative stress can occur at different levels: by the generation of δ-aminolevulinic acid (δ-ALA), through its ability to induce lipid 

peroxidation in the presence of ferrous ion (Fe2+), or via glutathione (GSH) or antioxidant enzyme depletion. On the basis of these 

antecedents, the aim of this review is to present recent evidence regarding the implication of oxidative stress in the adverse effects 

caused by Pb, to emphasize the possibility to use oxidative stress biomarkers as a complementary method for early detection 

of Pb exposure, and to reveal the importance of antioxidant compounds as novel tools in the prevention and treatment of Pb 

exposure.

Keywords: Lead poisoning; Oxidative stress; Biomarkers; Antioxidants.
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INTRODUCCIÓN
El plomo (Pb) es un metal tóxico ubicuo en el 
ambiente, ampliamente utilizado en el pasa-
do principalmente como aditivo en pinturas y 
en combustibles, además de otras aplicacio-
nes industriales en cañerías, baterías, jugue-
tes, artículos escolares, cerámicos vidriados e 
imprentas (ATSDR 2007). Es un elemento no 
esencial para el ser humano y capaz de inducir 
alteraciones en diversos sistemas del organis-
mo, tales como los sistemas nervioso, renal, 
circulatorio, inmunológico, reproductivo y he-
matopoyético. La detección de alteraciones en 
este último sistema contribuye al diagnóstico  

de exposición (Souza y Tavares 2009). Sólo 
un porcentaje del total del Pb ingerido por vía 
gastrointestinal es absorbido (entre el 10 y 
15% en adultos, el 50% en niños) (Markowitz 
2000). Una vez que ingresa al torrente sanguí-
neo, el 95% del Pb se acumula dentro de los 
eritrocitos durante aproximadamente 30 días 
(Patrick 2006a), donde interfiere en la síntesis 
del grupo hemo dada su capacidad de alterar  
la actividad de algunas enzimas que forman  
parte de esta vía metabólica, como las enzimas 
ácido δ-aminolevulínico sintetasa (δ-ALAS),  
ácido δ-aminolevulínico dehidratasa (δ-ALAD) 
y ferroquelatasa (Needleman 2004). Como  
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resultado, los niveles de hemo en el organis-
mo disminuyen ocasionando anemia, la cual 
va acompañada de alteraciones en los niveles 
sanguíneos de varios parámetros involucra-
dos en esta vía de síntesis. Estas alteraciones 
han sido extensamente utilizadas como indi-
cadores de intoxicación por este metal (Sakai 
y Morita 1996; Balparda 2008).
Por otra parte, en el organismo ocurren proce-
sos fisiológicos o patológicos que dan lugar a 
la formación de radicales libres, especies de 
alta reactividad química con capacidad para 
reaccionar con biomoléculas, alterando la fun-
cionalidad celular. En condiciones normales 
los mecanismos antioxidantes mantienen los 
niveles de estas moléculas reactivas en nive-
les fisiológicos, existiendo así un equilibrio en-
tre los procesos que generan radicales libres 
y aquellos encargados de su eliminación; un 
desbalance en este equilibrio, es lo que se co-
noce como estrés oxidativo (Nordberg y Arnér 
2001; Trachootham y col. 2008). 
Si bien existen varias hipótesis para explicar 
los mecanismos de toxicidad del Pb, no se 
ha definido hasta el momento un mecanismo 
único. Se sabe que este metal es capaz de 
promover la generación de especies reactivas 
del oxígeno (EROs), y de afectar enzimas an-
tioxidantes como catalasa (CAT), superóxido 
dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa (GPx), 
glutatión reductasa (GR), entre otras. Sumado 
a evidencias recientes que señalan a los pa-
rámetros hematológicos como biomarcadores 
poco específicos de intoxicación por Pb (Aha-
med y col. 2006; Ahamed y Siddiqui 2007; Ca-
baravdic y col. 2010; Wang y col. 2010), las 
alteraciones de estas enzimas y otras molécu-
las implicadas en los mecanismos de defensa 
antioxidante del organismo son consideradas 
posibles marcadores de daño biológico indu-
cido por este metal, y la terapia antioxidante 
un posible tratamiento utilizado en pacientes 
con altos niveles de Pb en sangre (PbS) (Pa-
trick 2006b).
El objetivo de esta revisión es presentar evi-
dencias recientes que abordan los efectos 
tóxicos producidos por Pb como consecuen-
cia de su capacidad de alterar el sistema de 
óxido-reducción celular y demostrar así la re-
levancia de este mecanismo en el estudio e 
implementación de tratamientos más efecti-
vos contra el daño producido por este metal.

1.SISTEMA ANTIOXIDANTE Y ESTRÉS  
OXIDATIVO
El sistema antioxidante es el encargado de la 
remoción de las especies reactivas o radicales 
libres generados en el organismo como con-
secuencia de procesos fisiológicos o patoló-
gicos. Dado que la producción excesiva de 
estas moléculas puede inducir muerte celular, 
un adecuado balance entre los sistemas oxi-
dante y antioxidante es vital para la función, 
regulación y adaptación de las células a diver-
sas condiciones (Nordberg y Arnér 2001). Así, 
desde el punto de vista fisiológico, las células 
mantienen un equilibrio entre los procesos que 
dan lugar a la formación y eliminación de EROs 
y especies reactivas del nitrógeno (ERNs) (Tra-
chootham y col. 2008). La alteración de este 
equilibrio se conoce como estrés oxidativo, 
condición bajo la cual, la función celular es ex-
tensamente afectada como consecuencia de 
las alteraciones en proteínas (Stadtman y Le-
vine 2000), lípidos (Yla-Herttuala 1999) y ADN 
(Marnett 2000; Xu y col. 2008).

1.1. Especies reactivas del oxígeno
Las EROs se producen a partir del metabolis-
mo celular normal o como consecuencia de 
la exposición a xenobióticos (Findlay y col. 
2005). La mitocondria es la mayor fuente in-
tracelular de EROs (Turrens 2003), las cua-
les a niveles fisiológicos se comportan como 
mensajeros de óxido-reducción en cascadas 
de señalización intracelular, mientras que a 
niveles elevados inducen modificaciones de 
macromoléculas afectando la funcionalidad 
celular o promoviendo apoptosis (Roberts y 
col. 2009; Circu y Aw 2010). Estas especies 
comprenden a varias moléculas químicamen-
te reactivas derivadas del oxígeno (O2), como 
son el radical hidroxilo (•OH), el anión supe-
róxido (O2

•−) y el peróxido de hidrógeno (H2O2). 
El •OH se forma a partir de H2O2 a través de 
una reacción que requiere ión ferroso (Fe2+) ó 
cuproso (Cu+) (reacción de Fenton o de He-
ber-Weiss) (Kehrer 2000) y es, probablemente, 
la molécula con mayor capacidad de generar 
daño en los sistemas biológicos en relación 
con otras EROs (Betteridge 2000). El O2

•− se 
forma de manera espontánea a partir de O2 
principalmente en las cercanías de la mem-
brana interna mitocondrial, sitio de la cadena 
respiratoria (Nordberg y Arnér 2001), también 
puede generarse por flavoenzimas (Zimmer-
man y Granger 1994), por acción de la óxi-
do nítrico sintetasa en situaciones donde las  
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cantidades de su sustrato o co-factor son in-
suficientes (Xia y col. 1996; Xia y Zweier 1997) 
o por otras enzimas como lipooxigenasa (Kon-
tos y col. 1985) y ciclooxigenasa (McIntyre y 
col. 1999). Una vez formadas, dos moléculas 
de O2

•− pueden ser dismutadas a H2O2 y O2 
mediante una reacción catalizada por la enzi-
ma SOD. El H2O2, si bien no es un radical libre, 
juega un rol fundamental como intermediario 
en la formación de la mayoría de las EROs y 
como mensajero intracelular afectando a di-
versos procesos celulares (Choi y col. 1998). 

1.2. Principales componentes del sistema  
antioxidante
El sistema antioxidante puede ser dividido  
en dos grandes grupos: enzimático y no 
enzimático.

1.2.1 El sistema antioxidante enzimático está 
principalmente conformado por SOD, CAT, 
GPx y peroxiredoxinas (Prx´s)  
SOD
Es la enzima que cataliza la dismutación del 
O2

•− dando lugar a la formación de H2O2 y 
O2, siendo esta reacción una fuente de H2O2 
(Fridovich 1995). La SOD está presente en 
el organismo en tres isoformas: Cu/Zn-SOD 
(SOD1) de localización citosólica, Cu/Zn-SOD 
extracelular (SOD3), y Mn-SOD (SOD2) pre-
sente en mitocondria (Faraci y Didion 2004), 
organela donde esta enzima es generada en 
altas concentraciones. Una vez producido, el 
H2O2 es removido por un sistema antioxidante 
conformado por CAT, GPx y Prx´s.
CAT 
Es una enzima con localización predominante 
en peroxisomas de células de mamíferos don-
de, unida a β-Nicotinamida adenina dinucleó-
tido 2´fosfato reducido (NADPH), que la prote-
ge de la inactivación y aumenta su eficiencia, 
cataliza la dismutación del H2O2 a agua (H2O) 
y O2. Cumple también la función de detoxificar 
otros sustratos como fenoles y alcoholes me-
diante una vía de reducción acoplada a H2O2 
y se le ha atribuido un rol antioxidante de gran 
importancia, pues al disminuir el nivel de H2O2 
disminuye también el riesgo de formación de 
•OH mediante la reacción de Fenton.
GPx 
Es una enzima seleno-dependiente de la cual  
han sido caracterizadas cinco isoformas en  
humanos (Brigelius-Flohé 2006): GPx1 y GPx4,  
ambas citosólicas abundan en la mayoría de 
los tejidos; GPx2 se expresa mayormente en 

el tracto gastrointestinal; GPx3 es plasmática 
y GPx6 está localizada preferentemente en la 
mucosa olfatoria y tejido embrionario. Todas 
pueden catalizar la reducción de H2O2 utilizan-
do glutatión (GSH) como sustrato, como así 
también, generar la reducción de otros pe-
róxidos y alcoholes (Ryan-Harshman y Aldoori 
2005; Muller y col. 2007). Existen evidencias 
que indican que GPx sería importante desde 
el punto de vista antioxidante bajo condicio-
nes fisiológicas, donde el ciclo de óxido-re-
ducción del GSH es la mayor fuente de pro-
tección contra bajos niveles de EROs, mien-
tras que otras enzimas como CAT, se vuelven 
más importantes en la protección contra even-
tos severos de estrés oxidativo (Yan y Harding 
1997). Asimismo, estudios realizados en diver-
sos tipos celulares, especialmente en eritroci-
tos, han demostrado que la GPx es la principal 
enzima antioxidante para H2O2, dada su mayor 
afinidad hacia esta molécula con respecto a 
CAT (Izawa y col. 1996).
Prx´s
Son un grupo de peroxidasas que también 
contribuyen con el control de óxido-reducción 
celular por su habilidad de reducir peróxidos, 
como H2O2 e hidroperóxidos orgánicos (Rhee 
y col. 2005), función que realizan en conjunto 
con una tiorredoxina reductasa (TrxR), tiorre-
doxina (Trx) y NADPH (Nordberg y Arnér 2001; 
Findlay y col. 2005). 

1.2.2. Sistema antioxidante no enzimático
El tripéptido γ-L-glutamyl-L-cysteinyl-glicina o 
GSH es la molécula antioxidante más impor-
tante sintetizada en las células (Forman y col. 
2009). Se localiza en el citosol celular donde, 
además de eliminar radicales libres, cumple 
funciones vitales como la conservación de 
grupos tioles de proteínas, la modulación de 
síntesis de ADN y de procesos relacionados 
con la función inmune (Lu 2009), la regula-
ción de la homeostasis del óxido nítrico (NO) 
(Hogg 2002), la modulación de la actividad de 
proteínas por modificaciones post-transcrip-
cionales (Pompella y col. 2003), la regulación 
de la división celular (Pallardó y col. 2009) y la 
modulación de la actividad de receptores de 
neurotransmisores (Oja y col. 2000). En mito-
condria, el GSH es particularmente importante 
dado que allí no hay actividad de la enzima 
CAT por lo cual el GSH mitocondrial es con-
siderado una molécula crítica en la defensa 
contra el estrés oxidativo (García-Ruiz y Fer-
nández-Checa 2006). En el organismo, el GSH 
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existe en su forma reducida (GSH) y en su for-
ma oxidada (glutatión disulfuro, GSSG), sien-
do la primera la forma biológicamente activa 
(Kaplowitz y col. 1985). La mayor cantidad de 
GSH en la defensa antioxidante celular es uti-
lizada por la GPx y por un tipo de peroxiredo-
xinas (Prx6), las cuales catalizan la reducción 
de H2O2 mediante la oxidación de GSH dando 
lugar a la formación de H2O y GSSG. El GSSG 
es potencialmente tóxico, pero normalmente 
las células contienen altas concentraciones 
de GR, la cual mantiene la mayor cantidad de 
GSH en su forma reducida utilizando NADPH 
como dador de electrones, formando así un 
ciclo de óxido-reducción. Por último, si bien el 
GSH es la molécula antioxidante más impor-
tante producida a nivel celular, actualmente 
ha sido reportada una gran cantidad de com-
puestos con capacidad antioxidante como las 
vitaminas C (ácido ascórbico), E (α-tocoferol), 
A, B6 (piridoxina), el β-caroteno, la metalotio-
neína, la cistina, la homocisteína, la taurina, la 
metionina, las poliaminas, los flavonoides, los 
fitoestrógenos, los polifenoles, el zinc, el se-
lenio, entre otros (Gurer y Ercal 2000; Powell 
2000; Patra y col. 2001; Morin y col. 2008; Liu 
y col 2010; Reckziegel y col. 2011), muchos 
de ellos de gran aplicación terapéutica contra 
el estrés oxidativo.

2. ESTRÉS OXIDATIVO INDUCIDO POR  
PLOMO
La patogénesis de la toxicidad del Pb es mul-
tifactorial puesto que interfiere directamente 
sobre la activación de ciertas enzimas, inte-
rrumpe la síntesis de proteínas estructurales, 
altera la homeostasis del calcio, inhibe por 
competición la absorción de elementos trazas 
y altera el sistema de óxido-reducción celu-
lar, siendo en la actualidad este último meca-
nismo el más relacionado con la etiología de 
las alteraciones observadas en organismos in-
toxicados por Pb (Patrick 2006b). 
A pesar de que es un metal que no sufre reac-
ciones químicas de óxido-reducción en el or-
ganismo, tanto el Pb como el As, el Hg y el Cd, 
tienen en común la capacidad de incrementar 
la producción de radicales libres y de disminuir 
la disponibilidad de reservas antioxidantes del 
organismo, convirtiendo al estrés oxidativo en 
un componente clave en las consecuencias 
fisiopatológicas generadas por estos metales 
(Jomova y Valko 2011).
La generación de estrés oxidativo en la in-
toxicación por Pb puede ocurrir a diferentes  

niveles: por generación de ácido δ-aminole-
vulínico (δ-ALA), que constituye una potencial 
fuente endógena de radicales libres (Hermes-
Lima y col. 1991); por la capacidad per se que 
posee el Pb para inducir peroxidación lipídica 
en presencia de Fe2+ (Adonaylo y Oteiza 1999) 
o por depleción de GSH y enzimas antioxidan-
tes (Patrick 2006b). Un análisis detallado de 
estos mecanismos se presenta a continuación:
	
2.1. Efecto pro-oxidante del Pb por 
generación de δ-ALA 	
El Pb es un catión divalente con capacidad 
de unirse a grupos sulfhidrilos (-SH) presentes 
en proteínas, modificando de esta manera la 
función de ciertas enzimas y proteínas estruc-
turales. Al respecto, está descripto que el Pb 
presente dentro de los eritrocitos interfiere en 
la síntesis del grupo hemo al alterar la activi-
dad de algunas de las enzimas involucradas 
en este proceso, como la enzima δ-ALAS, en-
cargada de sintetizar δ-ALA a partir de suc-
cinil-CoA, la enzima δ-ALAD, que cataliza la 
condensación de dos moléculas de δ-ALA 
para generar porfobilinógeno (PBG), y la en-
zima ferroquelatasa que cataliza la incorpora-
ción de hierro a una molécula de protoporfirina 
IX para generar el grupo hemo (Fujita y col. 
2002; Needleman 2004). La inhibición de la 
actividad de δ-ALAD (la enzima más sensible 
a los efectos tóxicos del Pb) es el parámetro 
más comúnmente asociado al aumento de los 
niveles de PbS como indicador de exposición 
a este metal (Goering 1993). Más de un 80% 
del Pb presente en eritrocitos se une a δ-ALAD 
inhibiendo su actividad, lo cual resulta en un 
marcado incremento en los niveles sanguí-
neos y excreción urinaria de δ-ALA, el cual se 
autooxida dando lugar a la formación de EROs 
(Bechara 1996; Noriega y col. 2003; Ahamed y 
Siddiqui 2007; Flora y col. 2007a). El δ-ALA se 
enoliza y autooxida a pH 7,0 - 8,0 y la forma 
enólica de δ-ALA es oxidada generando O2

•−. 
Por otra parte, un proceso de oxidación simul-
tánea de δ-ALA y oxihemoglobina promueve 
la generación de EROs dando lugar a la for-
mación de metahemoglobina, radical δ-ALA y 
H2O2 (Monteiro y col. 1989). De esta manera, 
niveles elevados de δ-ALA producen peroxi-
dación lipídica e inducen cambios en la per-
meabilidad mitocondrial mediante procesos 
mediados por calcio, además de otros efectos 
como el de promover la liberación de hierro 
presente en moléculas de ferritina (Bechara 
1996). Sumado a estos eventos, ha sido bien 
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establecida la capacidad de δ-ALA de inducir 
genotoxicidad, ya sea a través de un mecanis-
mo que involucra •OH (Douki y col. 1998a) o 
mediante la formación de ácido 4,5-dioxova-
lérico, producto final de la oxidación de δ-ALA, 
sustancia potencialmente genotóxica (Douki 
y col. 1998b). De este modo, el proceso de 
oxidación de δ-ALA puede ser considerado 
un mecanismo indirecto del Pb para producir 
daño a nivel de ADN responsable, en parte, 
de la carcinogenicidad de este metal (Hiraku 
y Kawanishi 1996; Grover y col. 2010). Por 
último, teniendo en cuenta la capacidad de 
δ-ALA de generar EROs, se ha sugerido que la 
evaluación de la actividad de δ-ALAD y de los 
niveles sanguíneos y urinarios de δ-ALA pue-
den ser considerados índices de estrés oxi-
dativo generados por Pb (Gurer-Orhan y col. 
2004, Ahamed y col. 2006) dado que existen 
fuertes evidencias que señalan una marcada 
relación entre los bioindicadores de estrés oxi-
dativo y una disminución en la actividad de la 
δ-ALAD (Tandon y col. 2002; Gurer-Orhan y 
col. 2004; Ahamed y col. 2005; 2006) y niveles 
incrementados de δ-ALA en sangre, orina y te-
jidos (Bechara 1996; Costa y col. 1997; Wang 
y col. 2006).

2.2. Peroxidación lipídica inducida por Pb
Ha sido bien establecida la capacidad del 
Pb de generar peroxidación lipídica en diver-
sos tejidos del organismo (Acharya y Achar-
ya 1997; Bokara y col. 2008; Ergurhan-Ilhan 
y col. 2008). Los eritrocitos en particular son 
las células más afectadas, en parte por su alta 
afinidad por este metal, así como por su ma-
yor vulnerabilidad al daño oxidativo respecto a 
otras células (Leggett 1993). 
El Pb ejerce un efecto desestabilizante en la 
membrana celular a través de diversos meca-
nismos. En primer lugar, las alteraciones en la 
estructura y función de membranas celulares 
inducidas por Pb están ampliamente relacio-
nadas con un aumento en los niveles de EROs 
generados como consecuencia de los efec-
tos de este metal sobre el equilibrio de óxi-
do-reducción celular (Ding y col. 2000). Ade-
más, el Pb cataliza la peroxidación de ácidos 
grasos insaturados (Yiin y Lin 1995) e induce 
daño oxidativo modificando la composición 
de ácidos grasos en las membranas (Knowles 
y Donaldson 1990; Lawton y Donaldson 1991), 
alterando de esta manera la actividad de enzi-
mas unidas a la membrana. Al respecto, San-
dhir y col. (1994) observaron una correlación 

lineal entre el aumento en la peroxidación lipí-
dica inducida por Pb y una disminución en la 
actividad de acetilcolinesterasa cerebral. Asi-
mismo, Flora y Seth (2000) observaron altera-
ciones en la actividad de acetilcolinesterasa y 
monoaminooxidasa acompañadas de niveles 
elevados de GSH, calcio intracelular y cam-
bios en la fluidez de membranas celulares en 
ciertas áreas cerebrales de ratas expuestas a 
Pb. Kharoubi y col. (2008) evidenciaron una in-
hibición en la actividad ATPasa en células de 
hígado y riñón de ratas tratadas con Pb, junto 
a un incremento en los niveles de colesterol, 
triglicéridos, ácidos grasos libres, fosfolípidos 
y sustancias reactivas con el ácido tiobarbi-
túrico (TBARS), éstas últimas indicadoras de 
peroxidación lipídica.
De este modo, un gran número de evidencias 
demuestran que el Pb es capaz de incremen-
tar la peroxidación lipídica alterando la integri-
dad, permeabilidad y función de membranas 
celulares.
	
2.3. Efectos del Pb en el sistema de defensa 
antioxidante celular 
El Pb, al igual que otros metales, tiene la ca-
pacidad de inactivar al GSH, disminuyendo así 
su función antioxidante. Asimismo, dado que 
la enzima GR posee en su estructura grupos 
funcionales –SH, el Pb puede inhibir su activi-
dad reductora sobre el GSSG, lo cual disminu-
ye aún más la disponibilidad de GSH (Patrick 
2006b). Se ha observado también una dismi-
nución en la actividad de otras enzimas que 
utilizan GSH como la GPx, la glucosa-6-fos-
fato deshidrogenasa (G-6-PD) y la glutatión 
S-transferasa (GST) tanto en animales de ex-
perimentación como en individuos ocupacio-
nalmente expuestos a Pb (Hunaiti y col. 1995; 
Sivaprasad y col. 2004). La capacidad de este 
metal de alterar la actividad de otras enzimas 
implicadas en la defensa antioxidante como 
CAT y SOD también ha sido reportada (Chi-
ba y col. 1996; Han y col. 2005; Bokara y col. 
2008). 
Cabe destacar que, si bien el Pb puede inhibir 
la actividad de estas enzimas, el efecto neto 
observado depende de los niveles de Pb pre-
sentes en el organismo. Así, mientras se ob-
serva inhibición de actividad de ciertas enzi-
mas a niveles elevados o en situaciones en las 
que el tiempo de exposición al metal es pro-
longado, también se ha informado que a bajos 
niveles de Pb ocurre un incremento en la ac-
tividad enzimática. Al respecto, varios autores 
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demostraron un aumento en la actividad de 
CAT a concentraciones elevadas de PbS y una 
correlación positiva entre estos parámetros 
en niños, adolescentes (Ahamed y col. 2005; 
2006) y trabajadores expuestos al metal (Chi-
ba y col. 1996; Gurer-Orhan y col. 2004), así 
como también en animales (Gurer y col. 1998; 
Soltaninejad y col. 2003). Estas observaciones 
han sido caracterizadas como un mecanismo 
de defensa en eritrocitos contra el incremento 
de H2O2 durante el estrés oxidativo generado 
por Pb. Por otra parte, a pesar de que algu-
nos resultados indican una correlación posi-
tiva entre niveles de PbS y actividad de SOD 
(Costa y col. 1997; Soltaninejad y col. 2003; 
Han y col. 2005), otros no evidencian una cla-
ra correlación entre estos parámetros (Chiba 
y col. 1996; Kasperczyk y col. 2004; Oktem y 
col. 2004; Ergurhan-Ilhan y col. 2008) e inclu-
so, algunos autores reportan una disminución 
de la actividad de SOD en plasma y eritrocitos 
a elevados niveles de PbS (Ito y col. 1985; Li 
y col. 2004; Patil y col. 2006). Asimismo, Kas-
perczyk y col. (2004) demostraron una reduc-
ción significativa de GPx en sangre que se co-
rrelacionó con elevados niveles de malondial-
dehído (MDA), indicador de peroxidación lipí-
dica, en eritrocitos de trabajadores expuestos 
a Pb cuyos niveles de PbS superaban los 40 
μg/dl; mientras que en aquellos individuos con 
concentraciones entre 25-40 μg/dl, los niveles 
de esta enzima se encontraron elevados. 
Por otra parte, a pesar de que el Pb puede 
alterar la función de enzimas antioxidantes in-
crementando su actividad mediante una ge-
neración excesiva de EROs o disminuyéndola 
por su efecto directo sobre ellas, cabe men-
cionar la posibilidad de que muchas de estas 
enzimas podrían ser afectadas por este me-
tal mediante un mecanismo independiente de 
estrés oxidativo, como fue observado por Da-
ggett y col. (1998), quienes evidenciaron un 
incremento en los niveles de GST en hígado 
y riñón de ratas expuestas a Pb como con-
secuencia de un mecanismo alterado a nivel 
transcripcional en la síntesis de esta proteína.
Por último, si bien se conoce que los iones 
metálicos son capaces de alterar el sistema 
de Prx´s inhibiendo la actividad de TrxR u oxi-
dando a Trx (Lin y col. 1999; Witte y col. 2005; 
Hansen y col. 2006), hay escasa información 
disponible de los efectos del Pb sobre estas 
enzimas. Conterato y col. (2007) reportaron 
que este metal afecta la actividad de TrxR en 
riñón de ratas expuestas, considerando a esta 

enzima como un posible indicador temprano 
de exposición aguda a bajos niveles de Pb.

3. TERAPIA ANTIOXIDANTE		
En la actualidad, la estrategia terapéutica 
más utilizada en la intoxicación por Pb con-
siste en favorecer su excreción a través de la 
quelación; siendo el etilendiaminotetraaceta-
to de calcio disódico (CaNa2EDTA), el ácido 
meso 2,3-dimercaptosuccínico (DMSA), la D-
penicilamina y “british anti-lewisita” (BAL) los 
agentes quelantes más utilizados (Flora y col. 
2007a; 2008). Sin embargo, diversos estudios 
han reportado efectos adversos sobre la sa-
lud como resultado de la aplicación de estos 
agentes quelantes tradicionales y su incierta 
eficacia en revertir y/o prevenir los efectos 
tóxicos de este metal (Gurer y Ercal 2000; Ro-
gan y col. 2001; Soares y col. 2003; Yu y col. 
2008). Por estas razones están siendo abor-
dadas nuevas estrategias en el tratamiento 
de la intoxicación por Pb, en las cuales, ele-
mentos esenciales como calcio, zinc, hierro, 
selenio, ciertas vitaminas y otros compuestos 
antioxidantes son considerados importantes 
modificadores de la disponibilidad y toxicidad 
del Pb (Ahamed y Siddiqui 2007). En base a 
estas consideraciones, y teniendo en cuen-
ta el rol del estrés oxidativo como mecanis-
mo de acción propuesto para este metal, 
una gran diversidad de estudios están sien-
do enfocados en la terapia antioxidante como  
un método eficiente para contrarrestar los 
efectos inducidos por Pb, mejorando al mis-
mo tiempo la efectividad de los agentes que-
lantes actualmente utilizados (Hsu y Guo 
2002).
Los compuestos antioxidantes actúan a tra-
vés de diversos mecanismos con la finalidad 
de neutralizar radicales libres y disminuir la 
producción de EROs. Por otra parte, algunos 
de ellos poseen capacidad quelante del Pb y 
otros metales, y a pesar de que este efecto 
es menor al de los agentes quelantes tradi-
cionales (Gurer y col. 1998; Flora y col. 2003), 
cuando se administran tratamientos combina-
dos de ambas sustancias se observa un claro 
sinergismo que mejora la capacidad de quela-
ción (Flora y col. 2003; 2004; Sivaprasad y col. 
2002; 2004). De esta manera, y sobre la base 
que el uso simultáneo de diferentes agentes 
quelantes es considerado como el tratamiento 
más eficaz contra la intoxicación por Pb (Flora 
y col. 2007b; Flora y col. 2008; Mikler y col. 
2009), diversos estudios se han focalizado en 
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la terapia combinada de éstos y sustancias 
antioxidantes (Tandon y col. 1994; Liao y col. 
2008a; 2008b), los cuales han reportado efec-
tos positivos con una mejor recuperación clí-
nica asociada a la movilización del metal, evi-
denciando que este tipo de terapia combinada 
sería una mejor alternativa para el tratamiento 
de intoxicación por Pb. Más aún, ha sido tam-
bién estudiado el rol protector de las sustan-
cias antioxidantes en estadios tempranos del 
desarrollo neuronal, donde su administración 
durante la gestación y lactancia previene algu-
nos de los efectos adversos ocasionados por 
el Pb en la descendencia de ratas expuestas 
a este metal (Antonio-García y Massó-Gonzá-
lez 2008; Massó-González y Antonio-García 
2009), demostrando así la importancia de es-
tos compuestos no sólo como una alternativa 
terapéutica, sino también como nutrientes cla-
ves para reducir el riesgo de intoxicación por 
este metal (Gulson y col. 2001; Gautam y Flora 
2010; Jiao y col. 2011).
	
3.1. Principales compuestos antioxidantes

3.1.1. Ácido α-lipoico 
Es un antioxidante endógeno que, además de 
reducir los peróxidos lipídicos y quelar meta-
les tóxicos (Packer y col. 1995), posee la ca-
pacidad de incrementar la síntesis de novo 
de GSH al facilitar el transporte de cisteína 
(el aminoácido limitante en la producción de 
GSH) hacia el interior celular (Han y col. 1997). 
Ha sido reportado que su suministro exógeno 
incrementa los niveles de ácido α-lipoico libre 
en el organismo, el cual puede actuar como un 
potente antioxidante y así reducir el estrés oxi-
dativo (Bustamante y col. 1998). De esta ma-
nera, se ha demostrado que este compuesto 
incrementa la supervivencia en líneas celula-
res tratadas con Pb (Patrick 2006b), aunque 
no posee un efecto quelante directo, sino que 
actúa como neutralizante de radicales libres 
o como reforzador de enzimas antioxidantes 
para contrarrestar los efectos del Pb sobre 
GSH y marcadores de estrés oxidativo (Pande 
y Flora 2002; Sivaprasad y col. 2003; Flora y 
col. 2008; Wang y col. 2008b).	
3.1.2. Melatonina
Es una hormona sintetizada por la glándula pi-
neal que actúa como un potente neutralizan-
te de radicales libres. Sus efectos protectores 
contra el daño oxidativo y citotoxicidad induci-
da por Pb han sido reportados en numerosos 
estudios (Kim y col. 2000; Daniel y col. 2004; 

Flora y col. 2004; Othman y col. 2004), en los 
cuales dichos efectos se han atribuido a sus 
propiedades hidrofílicas y lipofílicas (Reiter y 
col. 2000), y a su localización superficial en la 
bicapa lipídica de la membrana celular, donde 
posiblemente cumpla un rol protector contra 
el daño producido sobre proteínas de mem-
brana (Mayo y col. 2003; Reiter 2003). Al mis-
mo tiempo, se ha reportado que la melatonina 
eleva los niveles de ARNm de SOD en varios 
tejidos y que estimula a varias enzimas antio-
xidantes y enzimas involucradas en la síntesis 
de GSH (Kotler y col. 1998; Reiter 2003). 

3.1.3. Metionina	
Además de su rol como precursor en la pro-
ducción de GSH en hígado (Reed y Orrenius 
1977), lo que le brinda su capacidad de neu-
tralizar EROs al aumentar la producción de 
GSH, la metionina reacciona con EROs ge-
nerando sulfóxido de metionina e incrementa 
los niveles de otras moléculas y enzimas an-
tioxidantes (Patra y col. 2001; Jurczuk y col. 
2006). De este modo, ha sido reportado su 
efecto beneficioso contra el estrés oxidativo 
ocasionado por Pb, además de un efecto que-
lante cuando es administrado en conjunto con 
N-acetilcisteína (NAC) en animales de experi-
mentación (Calderón-Cabrera y col. 2008).

3.1.4. N-acetilcisteína (NAC) 
Es un compuesto antioxidante con un recono-
cido efecto protector contra el daño producido 
en la intoxicación por Pb, lo que ha llevado a 
proponer que esta sustancia, junto con DMSA 
o monoisoamil DMSA (MiADMSA), puede ser 
utilizada como agente preventivo y terapéuti-
co de intoxicaciones por este metal (Pande y 
col. 2001). En este sentido, diversos trabajos 
han destacado que el tratamiento con NAC 
normaliza la relación entre GSH/GSSG, dismi-
nuye los niveles de MDA y aumenta la posi-
bilidad de sobrevida celular en ratas expues-
tas a Pb (Ercal y col. 1996; Gurer y col. 1998). 
Provoca además una reducción y/o reversión 
de los efectos oxidantes generados por nive-
les incrementados de δ-ALA (Neal y col. 1997). 
Recientemente ha sido evidenciado que un 
derivado de este compuesto, la N-acetilcisteí-
na amida (NACA), tiene mayor capacidad que-
lante y antioxidante que la NAC debido a su 
mayor lipofilicidad, siendo más efectivo contra 
los efectos neurotóxicos del Pb (Penugonda y 
Ercal 2011). 
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3.1.5. Selenio (Se) 
Es un mineral requerido por la enzima GPx y 
se ha informado que incrementa la capacidad 
antioxidante celular al aumentar los niveles de 
SOD, GR y la disponibilidad de GSH (Othman y 
El-Missiry 1998). Posee además un efecto pro-
tector contra los efectos tóxicos del Pb (Yuan y 
Tang 2001; Moshtaghie y col. 2007), el cual ha 
sido atribuido a su capacidad de unirse fuerte-
mente a este metal para formar complejos (Flo-
ra y col. 1982). Asimismo, ha sido observada 
una correlación negativa entre niveles de PbS y 
Se en plasma de niños expuestos a Pb (Osman 
y col. 1998), lo que podría estar sugiriendo un 
efecto quelante de esta sustancia.

3.1.6. Taurina
Es un aminoácido semi-esencial con efectos 
antioxidantes y estabilizantes en membranas 
celulares. Si bien no ha sido demostrada su 
capacidad quelante sobre el Pb, se ha obser-
vado que la taurina mejora la sobrevida celular 
en ratas y cultivos celulares expuestos a este 
metal, incrementa los niveles de GSH, y dis-
minuye los de MDA (Selvaraj y col. 2006); de-
mostrando así su capacidad antioxidante fren-
te al daño ocasionado por Pb. Más aún, Fan y 
col (2009) evidenciaron la mayor capacidad de 
la taurina para revertir alteraciones en la acti-
vidad de SOD, óxido nítrico sintetasa (NOS) y 
en los niveles de NO en relación a otros com-
puestos antioxidantes.

3.1.7. Vitamina B6 (piridoxina)
El mecanismo propuesto de la piridoxina fren-
te a la intoxicación por Pb está relacionado 
con su rol en la vía metabólica de trans-sul-
furación, donde la metionina es metabolizada 
a cisteína (Patrick 2006b). Se ha demostrado 
que ratas carentes de vitamina B6 expuestas 
a Pb presentan niveles inferiores de GSH con 
respecto a aquellas con concentraciones nor-
males de esta vitamina (McGowan 1989) y que 
la administración de piridoxina en ratas ex-
puestas a Pb mejora los niveles de actividad 
de δ-ALAD (Tandon y col. 1987), sugiriendo un 
rol antioxidante indirecto de vitamina B6 frente 
a la toxicidad del Pb.

3.1.8. Vitamina C (ácido ascórbico)
Se ha demostrado que el ácido ascórbico, 
además de su conocida eficacia como agen-
te neutralizante de radicales libres, inhibe la 
peroxidación lipídica (Hsu y col. 1998; Patra 
y col. 2001), revierte los efectos ocasionados 

por Pb en la síntesis del grupo hemo (Vij y col. 
1998) y es capaz de quelar a este metal (Da-
lley y col. 1990). De esta manera, diversas evi-
dencias indican que el tratamiento con ácido 
ascórbico revierte los efectos oxidantes y ci-
totóxicos ocasionados por Pb en trabajadores 
(Wang y col. 2007), células y animales expues-
tos (Tandon y col. 2001; Mohammad y col. 
2010; Bussche y Soares 2011; Kosik-Bogacka 
y col. 2011). Por otra parte, es bien conocido 
que el ácido ascórbico disminuye la absorción 
de Pb a nivel gastrointestinal y tiene un efec-
to inhibitorio de la incorporación de Pb a nivel 
celular (Fischer y col. 1998), logrando así dis-
minuir la toxicidad de este metal. Al respecto, 
si bien diversos trabajos han puesto en evi-
dencia que la administración de ácido ascór-
bico reduce los niveles de Pb en sangre o te-
jidos (West y col. 1994; El-Shafai y col. 2011), 
esto no ha sido descripto efectivamente por 
otros autores, dado que su administración en 
trabajadores expuestos con concentraciones 
de PbS superiores a 40µg/dl no logró alterar 
estos niveles ni el metabolismo de este metal 
(Lauwerys y col. 1983). En consonancia con 
estos resultados, Patra y col. (2001) no ob-
servaron disminución de los niveles de Pb en 
hígado, riñón, cerebro ni sangre de ratas ex-
puestas tratadas con ácido ascórbico.
				  
3.1.9. Vitamina E (α-tocoferol) 
Es el nutriente más conocido por su acción 
protectora de la estabilidad de la membrana 
celular y su capacidad  de prevenir el daño 
oxidativo (Packer 1991). Su función biológica 
más importante es la defensa celular contra el 
estrés oxidativo a través de la modulación de 
cascadas de señalización intracelular (Azzi y 
col. 1992), explicando su rol protector frente a 
la toxicidad del Pb mediante su capacidad de 
prevenir la producción de EROs.
Estudios in vivo e in vitro han demostrado que el 
suministro de vitamina E previene la inhibición 
de la actividad de δ-ALAD y la peroxidación li-
pídica inducida por Pb en eritrocitos (Rendon-
Ramirez y col. 2007) y en diversos tejidos (Hsu 
y col. 1998; Patra y col. 2001), demostrando su 
capacidad de revertir el daño oxidativo induci-
do por Pb y otros tóxicos (Jurczuk y col. 2007; 
Das y Saha 2010; Wilhelm-Filho y col. 2010). 
	
3.1.10.	 Zinc (Zn)
Es un metal esencial que posee efectos miti-
gantes en la toxicidad del Pb dado que com- 
pite con éste por proteínas transportadoras  
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presentes en el tracto gastrointestinal. Se ha 
evidenciado que la deficiencia de Zn puede in-
crementar la citotoxicidad del Pb y la suscep-
tibilidad de neuronas al estrés oxidativo (Aimo 
y Oteiza 2006), y que el tratamiento con Zn re-
vierte tanto la inhibición de δ-ALAD y el incre-
mento de δ-ALA causados por Pb (Singh y col. 
1994; Batra y col. 1998), así como los efectos 
adversos a nivel del sistema nervioso central 
inducidos por este metal (Moshtaghie y col. 
2007). A pesar de ello, no hay fuertes eviden-
cias de los efectos del Zn como antioxidante o 
quelante directo y la inhibición competitiva en 
la recaptación de Pb parece ser el mecanismo 
mediante el cual el Zn actúa como antioxidan-
te indirecto en la intoxicación por Pb.

3.1.11. β-caroteno 
Si bien estudios clínicos han manifesta-
do la existencia de efectos perjudiciales del 
β-caroteno (Omenn y col. 1996), existen evi-
dencias epidemiológicas que han demostrado 
que el suministro de este compuesto puede 
reducir la incidencia de cáncer, arterosclerosis 
y esclerosis múltiple a través de un mecanis-
mo preventivo de peroxidación lipídica, lo cual 
podría estar relacionado con su efecto antio-
xidante en la toxicidad por Pb (Shastri y col. 
1999; Machartová y col. 2000).

CONCLUSIÓN	
Es bien conocido que el sistema hematopo-
yético es afectado por Pb y que varios pará-
metros de este sistema han sido utilizados ex-
tensamente como indicadores de intoxicación 
por este metal (Balparda 2008). A pesar de que 
aún en la actualidad, varios autores siguen ca-
racterizándolos como indicadores sensibles 
de daño biológico inducido por Pb (Kang y 
col. 2009; Wang y col. 2011), un gran número 
de evidencias señalan que estos parámetros 
comienzan a alterarse recién a partir de nive-
les de PbS entre 25 y 40 µg/dl, sugiriendo que 
no son herramientas sensibles para evaluar in-
toxicación a bajas concentraciones (Ichiba y 
Tomokuni 1990; Somashekaraiah y col. 1990; 
ATSDR 2007). Este hecho toma relevancia al 
considerar numerosos trabajos (Bellinger y 
Needleman 2003; Canfield y col. 2003; Jus-
ko y col. 2008; Wang y col. 2008a) que han 
demostrado que el Pb produce efectos adver-
sos, principalmente en niños, a concentracio-
nes en sangre inferiores a 10 μg/dl, poniendo 
de manifiesto que no existen niveles de PbS 
seguros para los efectos nocivos de este me-

tal en organismos en desarrollo.
Las evidencias presentadas a lo largo de esta 
revisión demuestran que el equilibrio de óxi-
do-reducción celular es alterado por Pb (ver 
Figura 1), ya sea por un aumento en la gene-
ración de EROs, por inducción directa de pe-
roxidación lipídica o por modificaciones en la 
actividad de las enzimas antioxidantes (Pa-
trick 2006b), lo cual también, puede ocurrir a 
bajos niveles de exposición (Lee y col. 2006). 
De esta manera, teniendo en cuenta la capaci-
dad del Pb de generar estrés oxidativo a bajas 
concentraciones y la escasa sensibilidad de 
los parámetros hematológicos como indica-
dores de intoxicación, en la actualidad están 
siendo estudiados diversos componentes del 
sistema antioxidante como posibles bioindi-
cadores de exposición al Pb (Patrick 2006b). 
Sin embargo, a pesar de que un gran número 
de estudios evidencian una correlación posi-
tiva entre las concentraciones de Pb y alte-
raciones en estos parámetros indicadores de 
estrés oxidativo en diversos órganos, es im-
portante tener en cuenta que estas alteracio-
nes, al igual que las observadas a nivel hema-
topoyético, no son específicas de exposición 
a este metal, pudiendo ser observadas en di-
versas intoxicaciones y patologías (Forsberg y 
col. 2001; Cutler 2005; Kregel y Zhang 2007). 
Además, y puesto que estos cambios son al-
tamente variables dependiendo de los niveles 
de Pb y del tiempo de exposición al metal, se 
sugiere utilizar estos bioindicadores como un 
método complementario al diagnóstico tradi-
cional de intoxicación por Pb, sumándose a 
la determinación de los niveles de PbS y la 
anamnesis del paciente bajo estudio. 
Por otra parte, a pesar de que hasta hoy la 
estrategia terapéutica implementada contra la 
intoxicación por Pb y otros metales está basa-
da en la utilización de agentes quelantes (Flo-
ra y col. 2007a; 2008), el gran avance en el 
estudio del estrés oxidativo como mecanismo 
fisiopatológico de este tipo de intoxicaciones, 
ha puesto en evidencia a una gran diversidad 
de compuestos antioxidantes como posibles 
agentes terapéuticos (Ahamed y Siddiqui 
2007). Esta estrategia es considerada, en al-
gunos casos, como más eficiente y con menor 
capacidad de generar efectos adversos en re-
lación a los métodos basados en la quelación  
actualmente utilizados (Hsu y Guo 2002); 
como así también, de gran aplicación como 
un método preventivo de intoxicación (Gulson 
y col. 2001; Gautam y Flora 2010).
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En conclusión, un creciente número de eviden-
cias indica que la alteración a nivel del sistema 
antioxidante celular es uno de los principales 
mecanismos responsables de la intoxicación 
por Pb y que los cambios bioquímicos obser-
vados en este sistema pueden ser indicadores 
de exposición y/o intoxicación por este metal. 
Sin embargo, dada la complejidad del sistema 
antioxidante y la diversidad de efectos induci-
dos por Pb en el organismo, es clara la nece-
sidad de seguir investigando sobre los meca-
nismos de toxicidad del Pb que involucran al-
teraciones en el equilibrio de óxido-reducción 
del organismo, a fin de mejorar los métodos 
clínicos diagnósticos y terapéuticos utilizados 
frente a la intoxicación por este metal, que a 
pesar de las políticas implementadas en diver-

sos países, continúa siendo un problema que 
concierne a la salud pública mundial.
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INTRODUCCIÓN
El presente es un reporte acerca de una inves-
tigación iniciada por una denuncia realizada 
en la justicia, a raíz de que un apicultor resul-
tara perjudicado por un vuelco intencional de 
alguna sustancia química sobre sus colmenas 
a modo de sabotaje, resultando en la muerte 
de la totalidad de las abejas en todas las col-
menas que poseía. En la denuncia propiciada 
por el damnificado figuran informes policiales 
de testigos que aseguran haber visto perso-
nas volcando alguna clase de líquido sobre 
las colmenas. En la misma se señala al pro-
pietario del campo vecino, como sospecho-
so, debido a antiguas disputas. Luego de la 
orden judicial respectiva, las muestras fueron 

tomadas por una patrulla policial rural el 5 de 
marzo de 2009, y por motivos administrativos 
arribaron al laboratorio el 20 de setiembre de 
2010; es decir que entre la toma de muestras y 
sus análisis transcurrieron cerca de 19 meses. 
Se desconoce la forma de conservación. Se 
habían tomado muestras de las colmenas y de 
productos químicos hallados en un depósito 
del campo vecino.
El objetivo de la investigación fue estable-
cer un vínculo cualitativo entre posibles sus-
tancias que se puedan hallar en las abejas o 
colmenas con elementos secuestrados en el 
galpón rural perteneciente al campo del veci-
no sospechoso, como parte de la evidencia  

Resumen. Como resultado de una investigación impulsada por la justicia, se analizaron muestras provenientes de un posible 

derrame intencional de plaguicidas sobre colmenas con abejas. En los análisis realizados se utilizó GC-MS previa extracción con 

solventes orgánicos. Debido a dificultades iniciales en la identificación de plaguicidas sobre tres de las muestras, se procedió al  

reprocesamiento de los cromatogramas utilizando selección de las relaciones de masas m/z 158, 173 y 143. Utilizando es  

herramienta analítica se obtuvieron los correspondientes cromatogramas, y los espectros de masas con coincidencia frente al 

divulgado para el producto de descomposición de bromadiolona (PDB), determinando que tanto las abejas como las colmenas  

habían tenido contacto con bromadiolona (3-[3-(4’-bromobifenil-4-il)- 3-hidroxi-1-fenilpropil]-4- hidroxicumarina), un anticoagu-

lante cumarínico de utilización agraria para combatir roedores, que parece ser prácticamente no tóxico para las abejas según 

informes internacionales. Se observó que en la literatura no se halla propuesta una estructura química definida para el PDB, lo 

cual podría constituir el fundamento para encarar trabajos futuros con el fin de elucidar el comportamiento de la droga madre en 

el contexto del caso.
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Abstract. As a result of an investigation boosted by ordinary justice, samples from a probable deliberate spill of pesticide over 

bees and hives were analyzed. Solvent extractions and then GC-MS were used to perform the tests. Due to difficulties since the 

beginning in pesticide identification upon three samples, chromatograms were reprocessed using mass selection at m/z 158, 

173 y 143 mass rates. The correspondent chromatograms were gathered by these analytical tool, and their mass spectrums 

were found coincident with the previously reported as bromadiolone decomposition product (BDP), showing that hives as well as 

bees had been in contact with bromadiolone (3-[3-(4’-bromobiphenyl-4-yl)- 3-hydroxy-1-phenylpropyl]-4- hydroxycoumarin) - a 

coumarin rodenticide (anticoagulant) for agricultural use – which seems to be, according to international reports, practically non 

toxic for bees. It was observed that in the literature has not been proposed a defined chemical structure for BDP, so this could be 

a challenge for a future research in order to clarify its behavior in a similar situation.
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judicial para relacionar la muerte de las mismas 
a un acto deliberado por parte del imputado.

MATERIALES Y MÉTODOS
Reactivos 
Acetona p.a. (Merck, Darmstadt, Germany), 
cloroformo p.a. Rosin (Sintorgan, Buenos Ai-
res, Argentina), 2-propanol p.a. (Sintorgan, 
Buenos Aires, Argentina), sulfato de sodio an-
hidro p.a. (Biopack, Argentina), n-hexano p.a. 
(Merck, Darmstadt, Germany).

Muestras 
Las muestras provenientes del campo afecta-
do consistieron en una abeja entera sobre la 
que se observó ligera tinción fucsia (muestra 
1) y una sustancia (muestra 2) colectada de 
las colmenas con un hisopo. Las muestras co-
rrespondientes al campo vecino consistieron 
en distintos líquidos contenidos en cinco bo-
tellas, algunas de ellas rotuladas y otras no, 
las que se describen a continuación: Un líqui-
do amarillento (muestra 3) contenido en una 
botella de vidrio transparente sellada con tapa 
a rosca. Un líquido verde (muestra 4) conteni-
do en una botella de vidrio transparente, se-
llada, con tapa a rosca. Una botella de vidrio 
sin contenido aparente de color caramelo con 
tapa a rosca y etiqueta en la que se leyó “NOC-
TOLIN Insecticida, Repelente, Cipermetrina”, 
sobre la que se efectuó un lavado con 3 ml de 
acetona y se retuvo el líquido resultante como 
muestra 5. Un líquido amarillento (muestra 6) 
contenido en una botella de plástico blanco, 
con tapa a rosca, con etiqueta en la que se 
leyó “KARATE Lamdacialotrina”. Un líquido de 
color rojo fucsia (muestra 7) contenido en una 
botella de plástico color caramelo con tapa a 
rosca con etiqueta en la que se leyó “GLEX 
RAT, Raticida, Rodenticida, Bromadiolona”. 
Para el análisis, se tomó un volumen de 1 ml 
de cada líquido.
Como referencia de técnica analítica se utili-
zó el protocolo de trabajo propuesto por Sato 
(2005) y técnicas extractivas provistas por Es-
teve-Turrillas (2007a, 2007b).
Debido a la escasez en la cantidad de eviden-
cia secuestrada respecto de las muestras 1 y 
2, sólo se realizó cuidadosamente una extrac-
ción con acetona para cada muestra.

Procedimiento 
Las muestras y un blanco de muestras se pro-
cesaron según la metodología sugerida por 
Sato (2005), mediante la extracción con 5 ml 

de una mezcla de cloroformo/2-propanol (9:1, 
v/v), y luego asistida por microondas durante 
30 seg a 800 W. Las mismas se centrifugaron 
10 min a 1000 g. El extracto orgánico resul-
tante fue separado y tratado posteriormente 
con sulfato de sodio anhidro, se centrifugó y 
se separó la porción orgánica. La capa orgá-
nica resultante se transfirió cuidadosamente 
a viales de vidrio, donde fue evaporada hasta 
ser llevada a sequedad bajo presión reducida. 
El residuo de cada muestra se reconstituyó en 
200 μl de n-hexano, y ese volumen de cada 
muestra se transfirió a viales de vidrio color 
caramelo que se cerraron con precinto de alu-
minio y septo de goma.
El análisis de los extractos correspondiente a 
las siete muestras se realizó mediante la utili-
zación de cromatografía gaseosa acoplada a 
detector de masas, utilizando la metodología 
sugerida por Sato (2005), trabajando en las 
siguientes condiciones: equipo utilizado: cro-
matógrafo gaseoso Perkin Elmer Clarus 600 T 
con inyector automático y detector de masas 
por ionización por impacto de electrones me-
diante filamento de renio (Perkin Elmer Instru-
ments, Shelton, EEUU). Columna: capilar de 
30 m, diámetro interno 0,25 μm, fase estacio-
naria 0,25 μm compuesta por metilpolisiloxa-
no-(5% fenil) (Perkin Elmer Instruments Elite-
5MS, Shelton, EEUU). Programa de tempera-
tura de horno: inicial a 50 °C durante 2 min, 
luego incremento hasta 330 °C a una tasa de 
20 °C/min, manteniendo la temperatura final 
por 3 min. Tiempo total de programa: 19,00 
min. Tipo de inyección: Splitless. Volumen de 
inyección: 2 μl (jeringa N610-1390 5 μl - Perkin  
Elmer Instruments, Australia). Temperatura de 
inyección: 250 °C. Temperatura de fuente de 
iones: 150 °C. Temperatura de interfase GC-
MS: 330 °C. Energía electrónica: 70 meV. Gas 
carrier: helio 5.0 99,999 % (Linde AG Group, 
Gases Division, Pullach, Germany). Flujo 50 
ml/min. Detector: Scan entre 0 y 19 min, con 
tiempo de scan 0,4 seg, e inter-scan delay 
0,05 seg. SIR scan entre 8,50 y 10,50 min, 
para relaciones m/z de 158, 173 y 143, con 
intervalos de 0,02 seg.
Criterio para el análisis de resultados: el obje-
tivo de la investigación ordenada por la justicia 
fue el de demostrar el hallazgo de sustancias 
en común entre las muestras provistas. Esto 
es, hallar sustancias que se comporten de 
manera similar en los ensayos de laboratorio 
entre las muestras provistas, sirviendo como 
conexión o nexo entre una o más sustancias 
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contenidas en las botellas y sustancias xeno-
bióticas halladas en abejas. Por ese motivo no 
se contó con testigos indubitables de las sus-
tancias analizadas, como así tampoco fue el 
objetivo judicial determinar cantidades del o 
los xenobióticos en las muestras. Como pun-
to de corte para el hallazgo de sustancias, a 
partir del cual considerarlo como un hallazgo 
positivo, se utilizó el concepto comúnmente 
aplicado donde señal atribuida a un analito es 
aquella en que la relación señal-ruido es igual 
o mayor a 2 (McNair y Miller, 2009).

RESULTADOS
Inicialmente, se realizó el análisis de los extrac-
tos obtenidos mediante GC-MS en las condi-
ciones descriptas y por triplicado obteniendo 
cromatogramas en modo TIC (Cromatograma 
de Iones Totales). Se identificó clorpirifos, ci-
permetrina, dietanolamina, n-dodecildimetila-
mina, 2,4-D y 1-N-(2-fluorofenil)-3-(4-morfolinil) 
propanamida en las muestras 3 a 6 (Tabla 1). 
Para la pesquisa se reprocesaron los mismos 
cromatogramas ya obtenidos en su forma TIC, 
y se realizó la selección de masas m/z 158, 173 

Tabla 1. Listado de sustancias halladas en las muestras analizadas y sus respectivos tiempos  
de retención en modo TIC y por selección de masa específica m/z 158. Selecciones 

de m/z 173 y 143 rindieron resultados similares para PDB (no mostrado).

					     TIC			           m/z 158

			   TR		  Id.			   TR		  Id.
			   (min)					     (min)
blanco			   -		  -			   -		  -	
1			   -		  -			   10,69		  PDB
2			   -		  -			   10,68		  PDB
3			   14,16		  Clorpirifos		  -		  -
4			   13,98		  Clorpirifos		  -		  -
5			   17,91		  Cipermetrina		  17,93		  Cipermetrina
6			   10,70		  Dietanolamina		  -		  -
			   11,12		  n-Dodecildimetilamine 	 -		  -
			   13,01		  2,4-D			   -		  -
					     1-N-(2-fluorofenil)	
			   15,17		  -3-(4-morfolinil)		  -		  -
					     propanamida
7			   -		  -			   10,56-10,65	 PDB

Id: Identificación de sustancia mediante biblioteca de espectros computarizada NIST. m/z: Relación de masas de los iones 
resultantes en el espectro obtenido. TR: Tiempo de retención. TIC: Cromatograma de Iones Totales. PDB: Producto de 
Descomposición de Bromadiolona.

o 143 para las siete muestras y el blanco debi-
do a que esos iones resultaron ser mayoritarios 
según lo publicado para el producto de degra-
dación de bromadiolona (Sato 2005). Los resul-
tados correspondientes a los cromatogramas 
TIC y por selección de masa específica sólo 
para m/z 158 se muestran en la Tabla 1.
En la Figura 1, se reproducen los cromatogra-
mas para una selección de masas de 158. Se 
observaron picos con tiempos de retención 
compatibles con bromadiolona. Los mismos 
se analizaron posteriormente a través de sus 
espectros de masas para confirmar o descar-
tar la compatibilidad con bromadiolona. 

En la Figura 2, se reproducen los espectros de 
masas obtenidos en las muestras 1, 2 y 7, los 
mismos corresponden a los picos observados 
con tiempo de retención (TR) entre 10,56 y 
10,69 min, los que concordaron con el espec-
tro de masas propuesto por Sato (2005) para 
el producto de descomposición de bromadio-
lona (PDB).

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES
Según la Organización Mundial de la Salud 
(WHO 1996) y la Universidad Florida (Fishel 
2010) la bromadiolona es un producto anti-
coagulante de la familia de las cumarinas muy 
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tóxico para todos los mamíferos, nocivo por 
ingestión, que inhibe el metabolismo de la vi-
tamina K y causa disminución de los factores 
de coagulación dependientes, provocando la 
reducción de la tasa de protrombina.
La Lista Internacional de Plaguicidas Alta-
mente Peligrosos (Neumeister y Weber 2009), 
menciona, entre otras sustancias, a la broma-
diolona como altamente tóxica; además de in-
dicar ser persistente y bioacumulativa.
El documento de la Oficina de Información de 
Pesticidas de la Universidad de Florida PI-76 
(Fishel 2010) cita a la bromadiolona como re-
lativamente no tóxica.
Previo al procesamiento de las muestras se 
observó que tanto la abeja (muestra 1) como 
el hisopo (muestra 2) presentaron una colora-
ción rojiza no muy intensa (fucsia claro). De las 
cinco botellas con líquidos sólo la que corres-
pondía a la muestra 7 poseía color rojo intenso 
(fucsia). Debido a esta observación se pensó 
en que, si bien la sustancia responsable de la 

muerte de las abejas podría ser cualquiera pre-
sente en la evidencia (muestras 3 a 6) o sim-
plemente una sustancia tóxica cuya evidencia 
no hubiera sido secuestrada, era muy factible 
que hubiera una relación entre las muestras 1 
y 2 con la muestra 7. Según el rótulo observa-
do sobre la botella correspondiente a la mues-
tra 7, el líquido de color fucsia debería conte-
ner bromadiolona, y a causa de los resultados 
negativos en la detección de otras sustancias 
tóxicas sobre la muestra 7 y en las muestras 
1 y 2, y a la particularidad de la mencionada 
coloración, se puso especial interés en tratar 
de determinar o descartar la presencia de bro-
madiolona. Además surgió de la causa, según 
documentos aportados por la justicia, que 
testigos oculares habían visto personas rea-
lizando maniobras de vuelco de alguna cla-
se de líquido sobre las colmenas. Este hecho 
sugirió la posibilidad de que las abejas hayan 
tenido contacto directo con alguna sustancia 
volcada sobre ellas.

Figura 1. Cromatogramas para una selección de 
masas de 158. 

Referencias: 0204 1-3: muestra 1 (abeja); 0204 2-4: muestra 2 (hisopo); 
0204 7-4: muestra 7 (líquido conteniendo supuestamente bromadiolona).

Figura 2. Espectros de masas obtenidos en las muestras 
1, 2 y 7, que corresponden a los picos observados (en 
la figura 1) con TR entre 10,56 y 10,69 min para PDB. 
Referencias: m/z: relación de masas obtenidas; %: porcentaje 

en intensidad de relación masas detectadas respecto de la masa 
mayoritaria (158). 0204 1-3: muestra 1 (abeja); 0204 2-4: muestra 2 
(hisopo); 0204 7-4: muestra 7 (líquido conteniendo supuestamente 
bromadiolona), entre paréntesis se indica el TR correspondiente.
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La bromadiolona es difícil de detectar median-
te GC-MS luego de cualquier tipo de deriva-
tización practicada sobre la molécula con el 
fin de mejorar su detección. A pesar de la di-
ficultad de detección por derivatización o en 
forma directa, la bromadiolona fue analizada 
mediante la localización de su producto de 
descomposición, el cual se informó detecta-
ble a través de un espectro de masas con pi-
cos de relación m/z de 158 (mayoritario), 173 
y 143 (Sato 2005).
En los cromatogramas TIC de las muestras 1, 
2 y 7, los picos resultantes correspondientes 
a PDB se mostraron en niveles confundibles 
con ruidos de base. Por tal motivo se proce-
dió al reprocesamiento de los datos median-
te selección de m/z 158, 173 y 143 alterna-
tivamente, mostrando picos cromatográficos 
claramente diferenciables de ruidos de base 
(Figura 1). El retraso en algo más de 1 minuto 
en el tiempo de retención respecto del traba-
jo publicado por Sato (2005) podría deberse a 
diferencias en la columna utilizada, sin embar-
go, los tiempos de retención en las tres mues-
tras implicadas fueron similares (Figura 1). De 
todos modos, los espectros observados de 
las muestras 1, 2 y 7 (Figura 2) y el publica-
do como identificatorio de bromadiolona (Sato 
2005) resultaron similares entre sí.
El espectro de masas obtenido en todos los 
casos, según biblioteca de espectros NIST, 
correspondió con mayor probabilidad a 1,2-di-
hidro-2,2,4-trimetil-quinolina (también conoci-
do como Flectol H), cuya estructura molecular 
contiene un nitrógeno en lugar del esperado 
oxígeno resultante del clivaje de la molécula 
de bromadiolona. En el trabajo de Sato (2005) 
no se propuso una estructura química definida 
para el PDB, lo cual podría constituir el fun-
damento para encarar trabajos futuros con el 
fin de elucidar el comportamiento de la droga 
madre en el contexto del caso.
Finalmente, y a pesar de la escasez del tama-
ño de la muestra, el tiempo transcurrido entre 
la toma de muestras y su análisis, y de las di-
ficultades iniciales en su hallazgo, se pudo es-
tablecer que las abejas tuvieron contacto con 
bromadiolona, aportando la evidencia química 
solicitada por la justicia. Sin embargo, el ha-
llazgo del plaguicida sobre la abeja o colmena 
no sería suficiente para relacionar la muerte de 
esos insectos directamente a los elementos 
secuestrados en el campo vecino, siendo ne-
cesario en ese caso muestreos en otras pro-
piedades aledañas y/o información adicional 

que complemente los hallazgos vertidos en 
este reporte.
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La plata (Ag) es un elemento que está presen-
te naturalmente en la corteza terrestre como 
plata libre esparcida entre material rocoso, en 
depósitos minerales y tiene múltiples aplica-
ciones como tal o en aleaciones, por lo cual 
las actividades antrópicas constituyen una im-
portante fuente de contaminación medioam-
biental. En tal sentido son de fundamental 
importancia, entre otras fuentes, las emisio-
nes provenientes de fundiciones, la actividad 
minera, la quema de combustibles fósiles, la 
manufactura del cemento, del tratamiento de 
aguas residuales y de la fabricación y descarte 
de artículos que provienen de la industria foto-
gráfica y de componentes eléctricos.
A fines de la década del 90 la ruptura de un 
“dique de cola” mediante el cual se retenían 
los residuos de materiales provenientes de la 
explotación de minas argentíferas en Bolivia, 
trajo aparejada la liberación de plata en el cau-
ce de agua del río Pilcomayo. Estudios reali-
zados en la Cátedra de Toxicología y Química 
Legal, Facultad de Farmacia y Bioquímica – 
UBA, sobre el contenido de plata en diferentes 
tejidos de peces autóctonos del mencionado 
río comprobaron su presencia en las diferen-
tes especies ícticas. 
Las comunidades autóctonas que habitan en 
las márgenes del Pilcomayo tienen en dichos 
peces una importante fuente alimenticia, la 
que sería una vía de ingreso al organismo hu-
mano de la plata unida a proteínas.
Resulta, en consecuencia, de gran interés eva-
luar la toxicidad in vivo de la plata en combina-
ción proteica. Por lo tanto se decidió estudiar 
en un modelo experimental la posible intoxi-
cación con Ag en una combinación orgánica.
El objetivo general de la presente tesis fue ge-
nerar conocimiento sobre la toxicidad por vía 
oral de la Ag presente en el proteinato débil de 
plata (PDAg).
Debido a la poca bibliografía referente a dosis 
tóxicas de plata unida a proteínas se comen-
zó evaluando la toxicidad oral aguda en ratas  

Wistar del PDAg disuelto en 1ml de agua, 
realizando la administración con una sonda  
gástrica en una única dosis de 2 g/kg. Ese valor  
se encuentra en el orden del utilizado en el test 
límite establecido por la OECD (Organisation 
for Economic Co-operation and Development). 
Al grupo control se le suministró con el mismo 
procedimiento 1ml de agua de red. 
Todos los animales tratados con esa dosis úni-
ca de PDAg sobrevivieron y al igual que el grupo 
control no presentaron signos visibles de toxi-
cidad durante los 14 días que duró el ensayo. 
En la cuantificación de Ag realizada por ab-
sorción atómica se encontraron diferentes 
concentraciones del metal en los tejidos es-
tudiados: riñón, bazo, hígado, músculo psoas, 
hipocampo, cerebelo y cuerpo estriado, regis-
trándose el valor más elevado en riñón. La ab-
sorción desde el tracto gastrointestinal sugeri-
ría que atraviesa la barrera hematoencefálica. 
El estudio histopatológico puso de manifiesto 
lesiones en el riñón (hemorragia focal y vacuo-
lización) y en el hígado (macro y microvacuo-
las difusas).
Con el fin de evaluar el efecto de la adminis-
tración crónica del PDAg (TπAg) y compararlo 
con el producido por otra sal de plata (nitra-
to de plata TNO3Ag), se administraron los com-
puestos argénticos, en pesos equivalentes 
a 222 mg Ag/ kg/ día, mediante el  agua de 
bebida durante 6 meses. La dosis empleada 
se corresponde con el LOAEL (Lowest Obser-
ved Adverse Effect Level) del nitrato de pla-
ta consignado para ratas por ATSDR (Agency 
for Toxic Substances and Disease Registry). El 
grupo control (C) recibió agua durante los seis 
meses.
En este experimento fueron estudiadas la evo-
lución ponderal, la actividad motora espontá-
nea (AME), las alteraciones histopatológicas, 
la concentración de plata total en diferentes 
órganos y los siguientes parámetros bioquími-
cos: uremia, creatininemia, fosfatemia, fosfa-
tasa alcalina, aspartatoaminotransferasa, ala-

Evaluación del potencial tóxico del proteinato débil de plata
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ninoaminotransferasa, gamma-glutamil trans-
peptidasa y lactato deshidrogenasa.
Los resultados del registro de peso corpo-
ral de los diferentes grupos demostraron una 
disminución significativa P<0,01 en el grupo 
TNO3Ag comparado con el TπAg o el C y que el 
grupo TπAg en ningún momento de la experien-
cia mostró diferencias de peso corporal res-
pecto del C. 
Los estudios de “campo abierto” en los que se 
registro la AME al mes, a los tres y seis meses 
de tratamiento mostraron que no se produjeron  
modificaciones en el patrón de actividad mo-
tora espontánea en ninguno de los grupos. 
La plata proveniente de las sales argénticas se 
acumuló en distintos órganos. Las diferencias 
más importantes se encontraron en la canti-
dad acumulada, que fue menor en los anima-
les TπAg, siendo en este grupo el riñón el órga-
no donde la concentración fue más elevada. 
La histopatología renal mostró daño vascular 
capilar, con dilatación venular, alteración de la 
pared vascular, aumento de la celularidad pe-
rivascular y zona con hemorragia focal. 
Los parámetros bioquímicos estudiados no 

pusieron de manifiesto alteraciones funciona-
les renales o hepáticas.
En respuesta a la hipótesis de trabajo, y en 
base a los resultados emergentes de los es-
tudios experimentales, este trabajo de tesis 
postula que en las ratas Wistar la toxicidad del 
PDAg y del nitrato de plata es diferente siendo 
menor la del PDAg.
El PDAg produce lesiones histológicas en el 
riñón -órgano donde más se acumula- tanto 
con la alta dosis empleada en el estudio agu-
do como luego de la exposición a largo plazo 
a una dosis menor. Esas observaciones son 
reportadas, a nuestro entender, por primera 
vez para ese compuesto (PDAg) y el hallaz-
go implica un adelanto en el conocimiento de 
la toxicidad de los compuestos de plata. Este 
trabajo de tesis plantea la necesidad de inves-
tigaciones futuras que permitan conocer la fi-
siopatología molecular de los cambios morfo-
lógicos encontrados y sus posibles alteracio-
nes funcionales.
Tesis para optar al título de Doctor de la Universidad de Buenos 

Aires. 

Director: Dr. Otmaro E. Roses 

Co-Director: Dr. Juan C. Perazzo Rossini
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El glifosato (N-(fosfonometil) glicina) es el her-
bicida organofosforado de aplicación post-
emergente -sistémico y no selectivo- más im-
portante y más ampliamente utilizado en todo 
el mundo. Su principal mecanismo de acción 
en plantas y varios microorganismos es inhi-
bir la actividad de la 5-enolpiruvil shikimato-
3-fosfato sintetasa, una enzima de la vía me-
tabólica del shikimato para la biosíntesis de 
corismato, precursor de una amplia variedad 
de metabolitos aromáticos de las plantas. El 
glifosato provoca de esta manera la inhibición 
de la síntesis de aminoácidos aromáticos, la 
reducción de la síntesis de proteínas y otras 
moléculas que en última instancia llevan a la 
planta a una muerte celular prematura. Des-
de la introducción en el año 1996 de los cul-
tivos genéticamente modificados tolerantes 
al glifosato, el área cultivada en el mundo, 
pasó de 1,7 millones a 133 millones de ha y 
el consumo se ha incrementado de la misma 
manera. Actualmente se utilizan en el mundo 
2000 millones de litros de glifosato por año y 
la República Argentina posee el 8,5% de este 
consumo.
El objetivo general de esta tesis doctoral fue 
analizar el efecto del herbicida glifosato y al-
gunos de sus formulados comerciales en el 
perifiton de agua dulce, en su interacción 
con otras comunidades microbianas desde 
un punto de vista integrado y ecológico a es-
calas comunidad y ecosistema. Para ello, se 
realizaron experimentos al aire libre utilizan-
do mesocosmos, simulando cuerpos de agua 
someros y permanentes, y utilizando micro-
cosmos en condiciones controladas de la-
boratorio y al aire libre, aparentando charcos 
temporarios como los que pueden formarse 
luego de una lluvia dentro de los campos de 
cultivo. A escala comunidad se estudió el pe-
rifiton en laboratorio, analizando comparativa-
mente los posibles cambios en su estructura 

Impacto del glifosato y algunos de sus formulados comerciales sobre el perifiton de 
agua dulce
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por adición de una sola dosis de glifosato gra-
do técnico y el formulado Glifosato Atanor®. A 
escala ecosistema se estudió el efecto de una 
única aplicación de algunos formulados de 
glifosato, Roundup® y Glifosato Atanor®, so-
bre el perifiton y otras comunidades acuáticas 
microbianas (fitoplancton, bacterioplancton y 
zooplancton) analizando tanto su estructura 
y funcionalidad como las interacciones entre 
estas comunidades y con el medio abiótico 
circundante. Los sistemas tratados con her-
bicida registraron un incremento significativo 
del fósforo total. En el caso del Roundup®, el 
aumento del fósforo se debió al aporte dado 
directamente por el glifosato, sin embargo en 
el caso del Glifosato Atanor® el gran incremen-
to del fósforo total no fue totalmente explicado 
por la adición del glifosato del formulado. El 
excedente de fósforo provendría de los aditi-
vos del Glifosato Atanor®, lo que pone en evi-
dencia la imperiosa necesidad de que figure 
específicamente la composición química del 
formulado completo en el marbete de los for-
mulados comerciales. Se registró mortandad 
de diatomeas e incremento de cianobacterias 
perifíticas, retraso en la colonización del peri-
fiton y aumento de bacterias y picocianobac-
terias planctónicas en presencia del pesticida. 
También se observaron impactos directos e 
indirectos del herbicida en el zooplancton. Los 
efectos sobre las variables de masa perifíticas 
resultaron opuestos entre los mesocosmos 
tratados con Roundup® y los microcosmos 
adicionados tanto con Glifosato Atanor® como 
con el ingrediente activo. Se observó un efec-
to a largo plazo en los cuerpos de agua con 
el pasaje de aguas claras a turbias por efec-
to del herbicida, resultando el cambio mucho 
más rápido en reservorios de volumen redu-
cido. Nuestros resultados demuestran que el 
glifosato y sus formulados alteran significa-
tivamente la estructura y funcionamiento del  
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perifiton, de las otras comunidades microbia-
nas y la calidad del agua en general, favore-
ciendo la eutroficación y la tendencia a que los 
cuerpos de agua dulce cambien de tipología, 
pasando de claros a turbios. El efecto es di-
recto sobre las comunidades autótrofas y se 
extiende a través de las tramas tróficas. Como 
conclusión general de la tesis doctoral se de-
terminó que el glifosato no es inocuo para el 
ambiente y por lo tanto, los cuerpos de agua 
naturales se hallan en riesgo de ser afectados 

directamente por su toxicidad como por los 
efectos indirectos que genera en las comu-
nidades biológicas. Si tenemos en cuenta la 
aplicación intensiva y recurrente de altas can-
tidades de formulados de glifosato, tanto en 
la República Argentina como en toda la región 
de América Latina, el ambiente corre peligro 
de ser afectado de forma drástica.
Tesis para optar al título de Doctor de la Universidad de Buenos 

Aires en el área Ciencias Biológicas.

Director: Haydeé N. Pizarro.
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superar los 1000 caracteres.

Acta Toxicológica Argentina (en adelante Acta), 
publicará contribuciones en español, portu-
gués y/o inglés. Todas serán evaluadas por al 
menos dos revisores; la selección de los mis-
mos será atributo exclusivo de los editores. 
Este proceso determinará que el mencionado 
Comité opte por rechazar, aceptar con cam-

bios o aceptar para su publicación el trabajo 
sometido a su consideración. La identidad de 
autores y revisores se mantendrá en forma 
confidencial.

Envío de manuscritos
Los manuscritos se pueden remitir por vía 
electrónica a: envios.acta.ATA@gmail.com o en 
CD-ROM por correo postal a: Alsina 1441, ofi-
cina 302, Ciudad Autónoma de Buenos Aires 
(C1088AAK).
En el caso de envío electrónico indicar en el 
asunto: “manuscrito para Acta” y en el cuer-
po del mensaje indicar el título del trabajo y 
los nombres y apellidos de todos los autores. 
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o superior) redactado según las instrucciones 
para los autores que se detallan más abajo.
Junto con el envío del manuscrito se deberá 
enviar una carta al Director en formato Word, 
con el nombre de todos los autores solicitan-
do la consideración del artículo para su publi-
cación. En la carta deberá constar claramente 
que:

•	 El trabajo remitido no ha sido publicado 
en ningún medio y no será enviado a 
otra revista científica o a cualquier otra 
forma de publicación, mientras dure la 
evaluación en Acta.

•	 Todos los autores son responsables del 
contenido del artículo. 

•	 Todos los autores manifiestan si hubo 
o no, conflicto de intereses. De haber 
financiación externa, aclarar cuál fue la 
fuente. Asimismo, señalar si uno o más 
de los autores tiene alguna relación con 
la compañía comercial cuyo producto/s 
fueron empleados o son mencionados 
en el estudio realizado.

•	 En caso que el artículo sea publicado, 
todos los autores ceden los derechos 
de autor al Acta.

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

Aspectos generales en la preparación del ma-
nuscrito para artículo original.
Los manuscritos deberán redactarse con pro-
cesador de texto (Microsoft  Word versión 2003 
o superior), a doble espacio (incluso los resú-
menes, referencias y tablas) con un tamaño 
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mínimo de letra Arial en 12 puntos. Las páginas 
deberán numerarse desde la portada. Las le-
tras en negrita o itálica se usarán sólo cuando 
corresponda.
En la primera página se indicará: título del tra-
bajo (mayúscula), nombres y apellidos com-
pletos de todos los autores; lugar de trabajo 
(nombre de la institución y dirección postal); de 
haber autores con distintos lugares de trabajo 
se colocarán superíndices numéricos -no en-
cerrados entre paréntesis- junto a los nombres, 
de manera de identificar a cada autor con su 
respectivo lugar de trabajo; fax y/o correo elec-
trónico del autor responsable de la correspon-
dencia (que se indicará con un asterisco en po-
sición de superíndice ubicado junto al nombre).
En la segunda página se incluirá el título en in-
glés y el resumen en el idioma del artículo 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, deberá tener un resumen en español. Las 
palabras clave iniciarán con mayúscula e irán 
separadas por punto y coma.
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cripción de los métodos, aparatos, reactivos y 
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miento escrito de los pacientes. En todos los 
estudios con organismos no humanos, se de-
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realización del trabajo.
Análisis estadístico. Se deberán informar las 
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dos por otros investigadores y fundamentar el 
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Las tablas se presentarán en hoja aparte,  
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correspondan al pie. Las llamadas para las acla-
raciones al pie se harán empleando números 
arábigos entre paréntesis y superíndice. Sólo 
los bordes externos de la primera y la última fila 
y la separación entre los títulos de las columnas 
y los datos se marcarán con línea continua. No 
se marcarán los bordes de las columnas. Ase-
gúrese que cada tabla sea citada en el texto. 
Las figuras se presentarán en hoja aparte, nu-
meradas consecutivamente con números ará-
bigos. Los dibujos deberán estar en   condicio-
nes que aseguren una adecuada reproducción. 
Los gráficos de barras, tortas o estadísticas 
deberán tener formato GIF. Los números, letras 
y signos tendrán dimensiones adecuadas para 
ser legibles cuando se hagan las reducciones 
necesarias. Las referencias de los símbolos 
utilizados en las figuras deberán ser incluidas 
en el texto de la leyenda.
Las fotografías deberán ser realizadas en 
blanco y negro, con buen contraste, en papel 
brillante y con una calidad suficiente (mínimo 
300 dpi) para asegurar una buena reproduc-
ción. Los dibujos originales o las fotografías 
tendrán al dorso los nombres de los autores y 
el número de orden escritos con lápiz. 
Las fotos para la versión electrónica deberán 
ser realizadas en el formato JPEG o GIF, con 
alta resolución. Tanto las figuras como las foto-
grafías deberán ser legibles. El tamaño mínimo 
será media carta, es decir, 21 x 15 cm, a 300 
dpi. En todos los casos se deberá indicar la 
magnificación utilizada (barra o aumento). 
Los epígrafes de las figuras se presentarán ex-
clusivamente en una hoja aparte, ordenadas 
numéricamente y deberán expresar específi- 
camente lo que se muestra en la figura.
Abreviaturas. Se utilizarán únicamente abre-
viaturas normalizadas. Se evitarán las abrevia-
turas en el título y en el resumen. Cuando en el 
texto se emplee por primera vez una abreviatu-
ra, ésta irá precedida del término completo, sal-
vo si se trata de una unidad de medida común.
Unidades de medida. Las medidas de longi-
tud, talla, peso y volumen se deberán expresar 
en unidades métricas (metro, kilogramo, litro) o 
sus múltiplos decimales.
Las temperaturas se facilitarán en grados Cel-
sius y las presiones arteriales en milímetros de 
mercurio.
Todos los valores de parámetros hematológi-
cos y bioquímicos se presentarán en unidades 
del sistema métrico decimal, de acuerdo con el  
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Sistema Internacional de
Unidades (SI). No obstante, los editores po-
drán solicitar que, antes de publicar el artículo, 
los autores añadan unidades alternativas o dis-
tintas de las del SI. 
Nomenclatura. En el caso de sustancias quí-
micas se tomará como referencia prioritaria a 
las normas de la IUPAC. Los organismos se 
denominarán conforme a las normas interna-
cionales, indicando sin abreviaturas el género 
y la especie en itálica.
Discusión. Se hará énfasis sobre los aspec-
tos del estudio más importantes y novedosos 
y se interpretarán los datos experimentales en 
relación con lo ya publicado. Se indicarán las 
conclusiones a las que se arribó, evitando la 
reiteración de datos y conceptos ya vertidos 
en secciones anteriores.
Agradecimientos. Deberán presentarse en le-
tra Arial con un tamaño de 10 puntos y en un 
sólo párrafo.
Bibliografía. Las citas bibliográficas se seña-
larán en el texto mediante el apellido del/los 
autor/es (hasta dos autores) y el año de publi-
cación todo entre paréntesis, separados por 
punto y coma en el caso de más de una cita, 
empezando por la cita más antigua a la más 
actual. En el caso de más de dos autores se 
señalará el apellido del primer autor seguido 
de y col. y el año de la publicación.

Ejemplos: 
“La cafeína (1,3,7-trimetilxantina) es 
la sustancia psicoactiva más con-
sumida en el mundo (Concon 1988; 
Lewin 1998; Nehlig 1999)”.
“El consenso general es que sería 
deseable que la ingesta total de ca-
feína durante el embarazo no supe-
re los 300 mg/día (Organization of 
Teratology Information Specialists 
(OTIS) 2001; Kaiser y Allen 2002; 
Nawrot y col. 2003)”.

Las referencias bibliográficas completas se in-
cluirán al final del manuscrito bajo el título de 
Bibliografía Citada, en orden alfabético, con el 
nombre de todos los autores en cada caso.

Ejemplos:
1.	 Artículo estándar en publicación periódi-

ca Halpern S.D., Ubel P.A., Caplan A.L.  

Solid-organ transplantation in HIV-infected 
patients. N Engl J Med. 2002;347(4):284-
287.

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

3.	 Capítulo de libro
Meltzer P.S., Kallioniemi A., Trent J.M. 
Chromosome alterations in human solid 
tumors. En: Vogelstein B., Kinzler K.W., 
editores. The genetic basis of human can-
cer. New York: McGraw-Hill; 2002. p. 93-
113.

4.	 Material electrónico
	 a.	Artículo en publicación periódica en 

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

	 b.	Página en internet Cancer-Pain.org [en 
línea]. New York: Association of Cancer 
Online Resources, Inc.; c2000-01 [actua-
lizado al 16 de Mayo de 2002; consulta 9 
de Julio de 2002]. Disponible en: http://
www.cancer-pain.org/.

	 c.	Parte de una página de internet Ame-
rican Medical Association [en línea]. Chi-
cago: The Association; c1995-2002 [ac-
tualizado al 23 de Agosto de 2001; con-
sulta 12 de Agosto de 2002]. AMA Office 
of Group Practice Liaison. Disponible en: 
http://www.ama-assn.org/ama/pub/cate-
gory/1736.html

Para la correcta citación de posibles referen-
cias bibliográficas 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 Jour-
nals disponible en: http://www.nlm.nih.gov/
bsd/uniform_requirements.html.
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INSTRUCTIONS TO CONTRIBUTORS

Acta Toxicológica Argentina (Acta Toxicol. Ar-
gent.) (ISSN 0327-9286) is the official publica-
tion for scientific promotion of the Asociación 
Toxicológica Argentina. It is a member of the 
Núcleo Básico de Revistas Científicas Argentin-
as (Basic Core of Argentinean Scientific Jour-
nals) since 2007. Full articles can be accessed 
through SciELO Argentina electronic library.
The goal of Acta Toxicológica Argentina is to 
publish articles concerning all areas of Toxicol-
ogy, including original articles, case reports, 
short communications, revisions, popularization 
of science articles, technical notes, thesis sum-
maries, letters to the editor and relevant news.
Original articles must detail complete research 
and should be organized into the following sec-
tions: Introduction, Materials and Methods, Re-
sults and Discussion (the last two can be com-
bined 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 ab-
stracts of approved doctoral or magisterial the-
sis. They must include a copy of acceptance 
and a sworn statement by the author and direc-
tor, and should not exceed 1,000 characters. 
Articles can be submitted to Acta Toxicológica 
Argentina (henceforth Acta) in Spanish, Portu-
guese or English. All submissions will be evalu-
ated by at least two independent reviewers, 
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. 

Submission of manuscripts
Manuscripts can be submitted in electronic 

form by the e-mail address to: envios.acta.
ATA@gmail.com, or sent in CD-ROM to the 
postal address: Alsina 1441, office 302, Ciudad 
Autónoma 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 
authors. 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 
published, is not under consideration 
for publication 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 con-
tent of the article.

•	 All authors express whether any conflict 
of interest arose from the study. If they 
received external funding, the source 
should be declared. Likewise, any as-
sociation between authors and com-
mercial 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 proces-
sor (Microsoft Word 2003 or higher) with dou-
ble-spacing throughout (including abstract, 
references and tables), and a minimum letter 
size of Arial 12. Manuscripts must contain page 
numbers 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, nu-
merical superscripts, not in parentheses, next 
to each author should be used to identify it); 
fax and/or e-mail address of the corresponding 
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. Keywords must 
be headed by capital letters and separated by 
semicolons.
Introduction. It should include updated back-
ground references and clearly stated study 
goals.
Materials and methods. This section should 
describe the methods, devices, reagents and 
procedures used, sufficiently detailed to enable 
the experiments 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 fol-
lowing formats: 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, 

pie or statistical charts must be prepared in GIF 
format. Numbers, letters and signs within fig-
ures must be of the appropriate size to be leg-
ible when the final sizing takes place. All signs 
used must have a reference in the figure cap-
tion.
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 authors’ 
name and figure number written in pencil in the 
back. For the electronic submission, photo-
graphs 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 (SI). 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  
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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 
psychoactive substance with the largest 
consumption worldwide (Concon 1988; 
Lewin 1998; Nehlig 1999)”.
“During pregnancy the total consumption 
of caffeine should not exceed 300 mg/day 
(Organization 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 P.A., Caplan 		
	 A.L. Solid-organ transplantation 		
	 in HIV-infected patients. N Engl 		
	 J Med. 2002;347(4):284-7.

2.	Books and monographs.
	 Murray P.R., Rosenthal K.S., 			 
	 Kobayashi G.S., Pfaller 			 
	 M.A. Medical microbiology. 4th 		

	 ed. St. 	Louis: Mosby, 	2002.

3.	Book chapters.
	 Meltzer P.S., Kallioniemi A., Trent J.M. 	

	 Chromosome alterations in human 
	 solid tumors. In: Vogelstein 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 advi-
sory role. Am J Nurs [on line]. 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: Association of Cancer On line Re-
sources, Inc.; c2000-01[updated May 16, 
2002; accessed July 9, 2002]. 
Available at: http://www.cancer-pain.org/.
				  
c.	Partial website. American Medical As-
sociation [online]. Chicago: The Asso-
ciation; c1995-2002 [updated August 23, 
2001; accessed August 12, 2002]. AMA 	
Office of Group Practice 	Liaison. Avail-
able at: http://www.ama-assn.org/ama/
pub/category/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.
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INSTRUÇÕES PARA OS AUTORES

Acta Toxicológica Argentina (Acta Toxicol. 
Argent.) (ISSN 0327-9286) é o órgão oficial de 
difusão científica da Associação Toxicológica 
Argentina. Engloba o Núcleo Básico de Revis-
tas Científicas Argentinas, tem acesso a arti-
gos e textos completos através da SciELO Ar-
gentina. Acta Toxicológica Argentina tem como 
objetivo a publicação de trabalhos relaciona-
dos com diferentes áreas da Toxicologia, em 
artigos originais, relatos de casos, comunica-
ções breves, atualizações ou revisões, artigos 
de divulgação, resumos da tese, notas técni-
cas, cartas ao editor e notícias.
Os artigos originais são trabalhos de pes-
quisa completos e devem ser apresentados 
respeitando as seguintes seções: Introdução; 
Materiais e métodos; Resultados e Discussão 
(que podem integrar uma seção anexa).
Os relatos de casos são descrições de casos 
clínicos que tenham em suas características 
um significado ou aporte importante à Toxico-
logia.
As comunicações curtas são trabalhos de 
menor extensão, mas com conotação toxico-
lógica inovadora e que aporte ao campo toxi-
cológico.
Resumos de tese: Resumos ampliados que 
descrevem teses de Mestrado e Doutorado 
aprovadas. Estas devem incluir cópia da apro-
vação da tese com a declaração juramentada 
do autor e seu orientador. O texto não deve su-
perar 1000 palavras.
As revisões ou atualizações compreendem 
trabalhos nos quais se tenha realizado uma 
ampla e completa revisão de um tema impor-
tante e/ou de grande interesse atual nos dife-
rentes campos da toxicologia.
Os artigos de divulgação e artigos especiais 
são comentários de diversos temas de interes-
se toxicológico.
As notas técnicas são descrições breves de 
técnicas analíticas ou dispositivos novos ou 
apoiados por trabalhos experimentais conclu-
sivos.
Acta Toxicológica Argentina (em adiante Acta) 
publicará contribuições em espanhol, portu-
guês e/ou inglês. Todas serão avaliadas por 
pelo menos dois revisores; a seleção dos mes-
mos será atributo exclusivo dos editores. Este 
processo determinará que o mencionado Co-
mitê opte por rejeitar, aceitar com alterações ou 
aceitar para publicação o trabalho submetido à 
sua consideração. A identidade dos autores e 

revisores será mantida de forma confidencial.
Envio de trabalhos
Os trabalhos podem ser enviados por via ele-
trônica à: envios.acta.ATA@gmail.com ou em 
CD-ROM por correio postal à: Alsina 1441, ofi-
cina 302, Ciudad Autónoma de Buenos Aires 
(C1088AAK).
No caso de envio eletrônico, indicar no assun-
to: trabalho para Acta e no corpo da mensa-
gem indicar o título do trabalho e os nomes 
e sobrenomes de todos os autores. Anexar o 
trabalho (arquivo de Word 2003 ou superior) 
digitado segundo instruções para autores de-
talhadas abaixo. Junto com o envio do traba-
lho deverá ser enviada uma carta ao Diretor 
em formato Word, com os nomes de todos os 
autores solicitando a consideração do artigo 
para publicação. Na carta deverá constar cla-
ramente que:

• 	 O trabalho enviado não tenha sido pu-
blicado em nenhum outro meio e não 
será enviado a outra revista científica 
ou a qualquer outra forma de publi-
cação, enquanto dure a avaliação na 
Acta.

•  	 Todos os autores são responsáveis 
pelo conteúdo do artigo.

• 	 Todos os autores deverão manifestar 
se houve ou não conflito de interes-
ses. Se houver financiamento exter-
no, deverá deixar clara a fonte. Assim 
mesmo, indicar se um ou mais autores 
tem alguma relação com a companhia 
comercial cujo produto/s foram empre-
gados ou são mencionados no estudo 
realizado.

• 	 Em caso do artigo ser publicado, todos 
os autores cedem os direitos de autor à 
Acta.

Não poderá dar-se por iniciado o processo 
editorial se a carta não contiver todos os 
pontos indicados.
Aspectos gerais na preparação do trabalho 
como artigo original:
Os trabalhos devem ser digitados em proces-
sador de texto (Microsoft Word versão 2003 ou 
superior), com espaço duplo (inclusive resu-
mos, referências e tabelas) com tamanho mí-
nimo de letra Arial 12. As páginas deverão ser 
numeradas desde a capa. As letras em negrito 
ou itálico serão usadas somente quando cor-
responder.
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Na primeira página deverá estar indicado: tí-
tulo do trabalho (maiúscula), nomes e sobre- 
nomes completos de todos os autores; lugar 
de trabalho (nome da instituição e endereço 
postal), se houver autores com distintos luga-
res de trabalho, deverão ser colocados super-
-índices numéricos, não entre parênteses, 
junto aos nomes, para identificar cada autor 
com seu respectivo lugar de trabalho; fax e/ou 
correio eletrônico do autor responsável corres-
pondente (que será indicado com um asterisco 
na posição de super-índice localizado junto ao 
nome).
Na segunda página será incluído título em in-
glês e o resumo no idioma do artigo e em in-
glês, seguido cada um deles de uma lista de 
quatro palavras-chave, no idioma correspon-
dente. Se o trabalho estiver escrito em inglês, 
deverá apresentar um resumo em espanhol. As 
palavras-chave devem começar com letra mai-
úscula e estar separadas por ponto-e-vírgula.
Introdução. Deve incluir antecedentes atuali-
zados sobre o tema em questão e objetivos do 
trabalho definidos com clareza.
Materiais e métodos. Deverá conter a des-
crição dos métodos, equipamentos, reativos 
e procedimentos utilizados, com detalhes su-
ficientes para permitir a repetição dos experi-
mentos.
Considerações éticas. Em todos os estudos 
clínicos deverá estar especificado o nome do 
Comitê de Ética e Investigação que aprovou o 
estudo e que foi realizado com o consentimen-
to escrito dos pacientes. Em todos os estudos 
com organismos não humanos, devem estar 
especificadas as linhas éticas com respeito ao 
manejo dos mesmos durante a realização do 
trabalho.
Análises estatísticas. Devem ser informadas 
as provas estatísticas com detalhe suficiente 
para que os dados possam ser revisados por 
outros pesquisadores descrevendo detalhes 
de cada uma delas. Se for utilizado um progra-
ma estatístico para processar os dados, este 
deverá ser mencionado nesta seção.
Resultados. Deverão ser apresentados atra-
vés de uma das seguintes formas: no texto, ou 
através de tabelas e/ou figura/s. Deverão ser 
evitadas repetições e serão destacados so-
mente dados importantes. Deverá ser deixada 
para a seção Discussão a interpretação mais 
extensa.
As tabelas deverão ser apresentadas em fo-
lha à parte, numeradas consecutivamente com 
números arábicos, com as  aclarações corres-

pondentes. Os avisos para esclarecimentos 
de rodapé deverão ser realizados empregando 
números arábicos entre parênteses e super-ín-
dice. Somente as bordas externos da primeira 
e última linhas e a separação entre os títulos 
das colunas e os dados deverão ser marcados 
com linha contínua. Não marcar as bordas das 
colunas. Assegurar-se de que cada tabela seja 
citada no texto.
As figuras deverão ser apresentadas em fo-
lhas à parte, numeradas consecutivamente 
com números arábicos. Os desenhos deverão 
estar em condições que assegurem uma ade-
quada repetição. Os gráficos de barras, tortas 
ou estatísticas deverão estar no formato GIF. 
Os números, letras e sinais deverão ter dimen-
sões adequadas para serem legíveis quando 
forem impressas. As referências dos símbolos 
utilizados nas figuras deverão ser incluídas no 
texto da legenda.
As fotografias deverão ser feitas em branco 
e preto, com contraste, em papel brilhante e 
com qualidade suficiente (mínimo 300 dpi) 
para assegurar uma boa reprodução. Nos de-
senhos originais ou fotografias deverão cons-
tar, no verso, os nomes dos autores e número 
de ordem escritos com lápis.
As fotos para versão eletrônica deverão ser re-
alizadas em formato JPEG ou TIFF, com alta 
resolução. Tanto as figuras quanto as fotogra-
fias deverão ser legíveis. O tamanho mínimo 
deverá ser de média carta, ou seja, 21 x 15 cm, 
a 300 dpi. Em todos os casos deverá estar in-
dicado o aumento (barra o aumento).
As epígrafes das figuras deverão ser apresen-
tadas exclusivamente em folha à parte, orde-
nadas e numeradas, e deverão expressar es-
pecificamente o que mostra a figura.
Abreviaturas. Serão utilizadas unicamente 
abreviaturas normalizadas. Deverão ser evi-
tadas as abreviaturas no título e no resumo. 
Quando no texto se empregar pela primeira 
vez uma abreviatura, esta deverá ir precedida 
do termo completo, com exceção se tratar-se 
de uma unidade de medida comum.
Unidades de medida. As medidas de longi-
tude, tamanho, peso e volume deverão ser 
expressas em unidades métricas (metro, qui-
lograma, litro) ou seus múltiplos decimais. As 
temperaturas serão expressas em graus Cel-
sius e as pressões arteriais em milímetros de 
mercúrio. Todos os valores de parâmetros he-
matológicos e bioquímicos deverão ser apre-
sentados em unidades do sistema métrico de-
cimal, de acordo com o Sistema Internacional 
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de Unidades (SI). Não obstante, os editores po-
derão solicitar que, antes de publicar o artigo,  
os autores agreguem unidades alternativas ou 
diferentes das do SI.
Nomenclatura. No caso de substâncias quí-
micas será tomada como referência prioritária 
as normas da IUPAC. Os organismos serão 
denominados conforme as normas internacio-
nais, indicando sem abreviaturas o gênero e a 
espécie em itálico.
Discussão. Terá ênfase sobre os aspectos 
mais importantes e inovadores do estudo, e 
serão interpretados dados experimentais em 
relação com o que já foi publicado. Serão indi-
cadas as conclusões, evitando reiterar dados 
e conceitos já citados em seções anteriores.
Agradecimentos. Deverão ser apresentados 
em letra Arial, tamanho 10 e em um parágrafo.
Bibliografia. As citações bibliográficas deve-
rão estar indicadas no texto por meio do so-
brenome
de/os autor/es (até dois autores) e o ano de 
publicação, tudo entre parênteses, separados 
por ponto-e-vírgula, e no caso de mais de uma 
citação, deve-se começar pela mais antiga à 
mais atual. No caso de mais de dois autores, 
serão indicados o sobrenome do primeiro au-
tor seguido de et al. e o ano da
publicação.

Exemplos:
“A cafeína (1,3,7-trimetilxantina) é uma subs-
tância psicoativa mais consumida no mundo 
(Concon 1988; Lewin 1998; Nehlig 1999)”.
“Em um consenso geral, seria desejável que 
a ingestão total de cafeína durante a gravidez 
supere 300 mg/dia (Organization of Teratology 
Information Specialists (OTIS) 2001; Kaiser y 
Allen 2002; Nawrot et al. 2003)”.
As referências bibliográficas completas serão 
incluídas ao final do trabalho, abaixo do títu-
lo da Bibliografia Citada, em ordem alfabéti-
ca, com o nome de todos os autores em cada 
caso.

Exemplos:

1. Artigo padrão em publicação perió-
dica
Halpern S.D., Ubel P.A., Caplan A.L. Solid-

-organ transplantation in HIV-infected pa-
tients. N Engl J Med. 2002;347(4):284-287. 

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. Capítulo de livro
Meltzer P.S., Kallioniemi A., Trent J.M. 
Chromosome alterations in human solid 
tumors. En: Vogelstein B., Kinzler K.W., 
editores. The genetic basis of human can-
cer. New York: McGraw- Hill; 2002. p. 93-
113.

4. Material eletrônico
a. 	Artigo em publicação periódica em 
internet Abood S. Quality improvement 
initiative in nursing homes: the ANA 
acts in an advisory role. Am J Nurs [on-
-line]. 2002 Jun. [consulta 12 de Agosto 
2002];102(6):[1 p.]. Disponível em: http://
www.nursingworld.org/AJN/2002/june/
Wawatch.htmArticle.

b. 	Página de internet Cancer-Pain.org [en 
línea]. New York: Association of Cancer 
Online Resources, Inc.; c2000-01 [atuali-
zado em 16 de Maio de 2002; consulta 9 
de Julho de 2002]. Disponível em: http://	
www.cancer-pain.org/.

c. 	Parte de uma página de internet Ameri-
can Medical Association [on-line]. Chica	
go: The Association; c1995-2002 [atuali-
zado em 23 de Agosto de 2001; consulta 
12 de Agosto de 2002]. AMA Office of 
Group Practice Liaison. Disponível em: 
http://www.ama-assn.org/ama/pub/cate-
gory/1736.html

Para a correta citação de possíveis referências 
bibliográficas que puderam não estar citadas 
neste documento, consultar o estilo proposto 
pelo Comitê Internacional de Diretores de Re-
vistas Médicas em “Uniform Requirements for 
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals 
disponivel em: http://www.nlm.nih.gov/bsd/
uniform_requirements.html.


