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Resumen. Un factor decisivo de la Revolucion Verde ha sido el desarrollo y aplicaciéon de plaguicidas para combatir una gran
variedad de organismos considerados perjudiciales por el hombre, que afectan la productividad de los cultivos de interés agro-
némico. Sin embargo, el incremento sostenido del uso de pesticidas trajo aparejado un aumento de la presencia de los mismos
en el ambiente, llegando a afectar a los ecosistemas y a la salud humana. La exposicion de las poblaciones a plaguicidas, se da
en forma de mezclas complejas, tanto por la aplicacion de distintos plaguicidas en simultaneo como por la presencia de aditivos
en las formulaciones comerciales.

Teniendo en cuenta la produccion cientifica relacionada en los ultimos afos, el objetivo de este trabajo fue evaluar los avances
sobre la genotoxicidad de pesticidas y sus mezclas, en concentraciones similares a las encontradas en el ambiente. Ademas,
dada la complejidad de los estudios de monitoreo y la imposibilidad de establecer correlaciones directas, se propone reconocer
la utilidad de los ensayos de corto plazo en niveles de evaluacion de menor complejidad como una aproximacion al contexto real.

Palabras clave: Genotoxicidad; Mezclas; Pesticidas; Monitoreo.

Abstract. A crucial factor of the Green Revolution has been the development and application of pesticides to prevent the po-
tential harm of a variety of organisms that affect crop yields of agronomic interest. However, the sustained increase in the use
of these compounds resulted in an enhancement of their presence in the environment, affecting ecosystems and human health.
Populations are exposed to complex pesticide mixtures because they are usually combined and commercial formulations content
several additives.

Considering the scientific output on the subject in recent years, the aim of this work is to evaluate advancement on the genotoxic-
ity of pesticides and their mixtures at similar concentrations to those found in the environment. Moreover, given the complexity of
monitoring studies and the lack of certainty to establish direct correlations, it is proposed to recognize the applicability of short-
term tests of minor complexity as an approximation to the real context.

Keywords: Genotoxicity; Mixtures; Pesticides; Monitoring.

INTRODUCCION

Un factor decisivo de la Revolucion Verde ha
sido el desarrollo y aplicaciéon de plaguicidas
para combatir una gran variedad de organis-
mos considerados perjudiciales por el hom-
bre, que afectan la productividad de los cul-
tivos de interés agronémico. Se entiende por
"plaguicida" o "pesticida" cualquier sustancia
destinada a prevenir, destruir, atraer, repeler o
combatir cualquier plaga, incluidas las espe-
cies indeseadas de plantas o animales, duran-

te la produccién, almacenamiento, transporte,
distribucion y elaboracién de alimentos, pro-
ductos agricolas o alimentos para animales, o
que pueda administrarse a los animales para
combatir ectoparasitos (Hayes 1974; Food and
Agriculture Organization (FAO) y World Health
Organization (WHO) 1997). Los plaguicidas
pueden clasificarse segun su constitucion qui-
mica, su polaridad, su principio activo y/o blan-
co de accién, entre otros aspectos. Segun su
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blanco de accién, son usualmente categoriza-
dos como herbicidas, insecticidas, fungicidas,
acaricidas, raticidas, etc. También son clasifi-
cados segun la familia quimica a la cual per-
tenecen, la cual esta basada en la estructura
quimica, el modo de accion y las propiedades
fisico-quimicas. Existe una enorme diversidad
de sustancias utilizadas como plaguicidas; la
US Environmental Protection Agency (EPA) tie-
ne registradas mas de 1.500 sustancias acti-
vas en alrededor de 50.000 plaguicidas comer-
ciales diferentes (Gonzélez y col. 2008).

En la Argentina el volumen comercializado de
plaguicidas refleja un incremento sostenido,
habiendo aumentado un 92% entre los afios
1998 y 2007 (Camara de Sanidad Agropecua-
ria y Fertilizantes (CASAFE) 2011). Este incre-
mento viene dado por la intensificacion en la
practica de monocultivos y la aplicacion conti-
nua de las mismas formulaciones, que llevan a
la aparicién de resistencias en los organismos
que se pretenden controlar. De esta manera, y
dada la ausencia de un plan estratégico que
contemple estos eventos, los productores sue-
len incrementar tanto la cantidad de aplicacio-
nes como las dosis de aplicacion (Arias 2005).
El incremento sostenido del uso de plaguici-
das trae aparejado un aumento en la conta-
minacién acuatica, que constituye una de las
formas predominantes de contaminacion por
estos productos, ya que las excesivas concen-
traciones de plaguicidas ingresan a los cuer-
pos de agua por escorrentia o percolacion
(Hoffman y col. 2003; Suter 2007). La llegada
de estos compuestos a los cuerpos de agua,
como también su depdsito en sedimentos y
volatilizacién, promueven su dispersion por
el ambiente afectando a toda la biota. Por
lo tanto, el hombre se encuentra expuesto a
mezclas de distintos pesticidas en su lugar
de residencia (a través de los alimentos) y en
las zonas rurales. Datos de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) indican que anual-
mente se intoxican dos millones de personas
por exposicién directa o indirecta a plaguici-
das (World Health Organization 2012). Se han
comprobado de manera fehaciente propieda-
des téxicas, mutagénicas y carcinogénicas en
muchos de los mas utilizados (International
Agency For Research On Cancer (IARC) 1976,
1986, 1987,1991)

Los plaguicidas se comercializan como formu-
laciones que contienen aditivos, tales como
vehiculos, emulsionantes, tensioactivos o
adyuvantes que se agregan al ingrediente ac-

tivo para mejorar las propiedades fisicas y qui-
micas Yy facilitar la penetracién al organismo
blanco (Krogh y col. 2003). Para ahorrar tiem-
PO Y recursos, en un mismo tanque de aplica-
cion se mezclan varios pesticidas con distin-
tos principios activos, aditivos y para distintos
organismos blanco, cuando las formulaciones
estan disenadas para ser usadas individual-
mente disueltas en agua. En estas mezclas se
desestiman las posibles interacciones no solo
entre los principios activos, sino también entre
los aditivos de las distintas formulaciones. La
exposicidon de las poblaciones a plaguicidas,
se da en forma de mezclas complejas que son
afectadas por distintos factores ambientales,
siendo poco factible calcular el grado y la cali-
dad de la exposicion (Merletti y col. 1998).
Por lo tanto, en los Ultimos afios ha aumen-
tado la cantidad de trabajos de investigacion
que pretenden entender y evaluar las posibles
consecuencias de la exposicién a plaguicidas
sobre el ambiente y principalmente sobre el
ser humano (Alavanja y col. 2004; Reffstrup y
col. 2010).

En particular, aquellos trabajos que utilizan
biomarcadores de genotoxicidad han resulta-
do buenos parametros para analizar el poten-
cial riesgo de una sustancia, ya que revelan el
dafo a la molécula fundamental de transmi-
sién de la informacién de una generacion a la
siguiente, el ADN. Por lo tanto, se consideran
buenos biomarcadores ya que permiten eva-
luar el riesgo de una sustancia potencialmente
nociva y, ademas, su potencial carcinogénico
(Mudry y Carballo 2006).

Teniendo en cuenta la produccion cientifica
relacionada, el objetivo de este trabajo fue
evaluar los avances en los ultimos afos so-
bre la genotoxicidad de los pesticidas y sus
mezclas en concentraciones similares a las
encontradas por exposicion ambiental. Ade-
mas, dada la complejidad de los estudios de
monitoreo y la imposibilidad de establecer co-
rrelaciones directas, se propone reconocer la
utilidad de los ensayos de corto plazo, como
son los ensayos de monitoreo, ensayos in vitro
y ensayos in vivo, en niveles de evaluacién de
menor complejidad, como una aproximacion
al contexto real.

ESTUDIOS EPIDEMIOLOGICOS

Y AMBIENTALES

Se ha realizado una gran cantidad de traba-
jos que estudian distintos biomarcadores de
genotoxicidad en poblaciones expuestas a



pesticidas. Dentro de los biomarcadores mas
utilizados se encuentra la frecuencia de micro-
nucleos (Mn), de aberraciones cromosémicas
(AC), el indice de intercambio de cromatidas
hermanas (ICH) y el ensayo Cometa (EC). Los
sistemas celulares mas utilizados en estos
trabajos son los linfocitos de sangre periférica
(LSP) y las células de la mucosa bucal ya que
son de muy facil acceso y los protocolos a uti-
lizar estan estandarizados. A continuacion se
presentan algunos de los trabajos publicados
en los ultimos afos en la Argentina y otras par-
tes del mundo.

En la provincia de Cérdoba, Peralta y col.
(2011) evaluaron el dafo genético en poblado-
res de la ciudad de Marcos Juarez expuestos
laboral o ambientalmente a plaguicidas. Para
obtener una evaluacion del potencial efec-
to de la exposicidn realizaron los ensayos de
AC, Mn y EC en LSP. Sélo se encontraron di-
ferencias significativas en el dano al ADN (EC)
para pobladores expuestos ambientalmente
respecto del grupo de referencia. Si bien los
otros biomarcadores no presentaron diferen-
cias estadisticas mostraron una tendencia a
incrementarse con respecto a los grupos de
referencia. Ademas, en este trabajo se encon-
tré que aquellos individuos que pasan mayor
tiempo dedicados a las aplicaciones de pla-
guicidas, tienen mayores valores de AC, Mn y
EC que aquellos individuos que pasan menor
tiempo dedicados a esta actividad, aunque
dicha diferencia resulté ser significativa solo
para la frecuencia de Mn.

En otro trabajo realizado en la provincia de
Santa Fe, se evaluaron alteraciones enzima-
ticas, modificaciones en el equilibrio oxidati-
vo, dafno genotdxico y capacidad del sistema
de reparacion mediante el EC en trabajadores
frutihorticolas clasificados en aplicadores y no
aplicadores. Este trabajo revelé que tanto los
trabajadores en contacto directo como aqué-
llos que se encontraban en contacto indirecto
presentaban alteraciones en los parametros
analizados en relacion a los grupos controles.
Ademas, se analiz6 la influencia de los facto-
res de confusién, como la edad, el sexo, el ta-
baquismo, el consumo de alcohol y la utiliza-
ciéon del equipo de proteccion personal (EPP),
en el dano genotdxico. Se pudo observar que
sblo se encontraron diferencias significativas
respecto del control en aquellos grupos que
no utilizaban EPP (Simoniello y col. 2008; Si-
moniello y col. 2010). Este resultado refuerza
la relacién entre la exposicion a plaguicidas y
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el dano citotéxico y genotdxico.

Un estudio sobre 259 trabajadores agricolas
de distintas zonas de La Paz, Bolivia, evalud
el efecto genotdxico de la exposicidon ocupa-
cional a pesticidas en LSP, a través de la fre-
cuencia ICH, el indice de proliferacion celular
(PRI), la frecuencia de Mn, la presencia de AC
y el dafno al ADN medido con el EC. Se ob-
servd que los trabajadores agricolas presen-
taron un aumento significativo en la frecuencia
de ICH, Mn, AC e indice del EC en relacion
a los controles. Se realizé también un analisis
de correlacion entre exposicion a plaguicidas
y dafio genotodxico, resultando que las perso-
nas expuestas a plaguicidas tenian 1,49 veces
mas probabilidad de sufrir dafno genotoxico
que los no expuestos (Ascarrunz y col. 2005).
Otro estudio en otra zona de La Paz, realizado
por Poma y col. (2010) mostré que una po-
blacion de 118 agricultores, expuestos a pla-
guicidas organofosforados, piretroides o sus
mezclas, sin EPP, tenian mayores indices de
dafno genotdxico que una poblacién control
de la misma zona. Esto se vio representado
en un aumento del indice de dafio al ADN en
el EC de LSP y en un aumento en la frecuen-
cia de Mn en células del epitelio bucal, que
no se modificé por caracteristicas individuales
(sexo, edad, consumo de tabaco, etc.) de las
personas estudiadas. También se puede resal-
tar de este estudio que aquellos trabajadores
expuestos por mas tiempo presentaron mayor
dano genotoéxico, en relacién a los que utiliza-
ron agroquimicos menos afnos o los que no los
utilizaron nunca.

Por otro lado, estudios similares en dos comu-
nidades de trabajadores rurales en Rio Gran-
de, Brasil, mostraron una relacién directa en-
tre la exposicion a pesticidas y el dafo al ADN
(EC), independientemente del consumo de ta-
baco o la edad (Remor y col. 2009).

Este tipo de estudios no sélo se han llevado
a cabo en Latinoamérica, sino que la proble-
matica es de alcance mundial. Se han realiza-
do estudios en otros paises como en Croacia
(Garaj-Vrhovac y Zeljezic 2001), India (Yadav
y Kaushik 2002), Francia (Gallois y col. 2011),
entre otros.

En los trabajos mencionados anteriormente y
en otras revisiones bibliograficas (IARC 1991;
Bolognesi 2003; Bull y col. 2006) se ha encon-
trado que existe una asociacién positiva en-
tre la exposicion ocupacional a las mezclas de
plaguicidas y la modificacién de los biomar-
cadores de genotoxicidad. Esta asociacién
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refuerza la utilidad de los biomarcadores de
genotoxicidad en los biomonitoreos de po-
blaciones humanas expuestas a mezclas de
pesticidas.

Los datos obtenidos con estos biomarcadores
evidencian que la genotoxicidad asociada a
plaguicidas se da en poblaciones expuestas a
altos niveles debido al uso intensivo, al mal uso
o la falta de medios de control, como por
ejemplo, la no utilizacion de EPP. Ademas, la
mayoria de los biomarcadores estudiados en
trabajadores expuestos indican una relacién con
la duracion de la exposicion y con su intensidad.
A pesar de las asociaciones, no es posible atri-
buir los resultados observados directamente a
un tipo de pesticida o a mezclas definidas, lo
cual dificulta los aspectos regulatorios inheren-
tes a las aplicaciones. Con este fin se realizan
baterias de estudios en niveles de ensayo de
menor complejidad que permitan comprender
los efectos y mecanismos de accion de los
compuestos individuales y las mezclas.

ESTUDIOS EN OTROS NIVELES

Ademas de los estudios epidemioldgicos, exis-
ten estudios a otros niveles que evallan el efec-
to genotodxico de pesticidas y sus mezclas.

Ensayos de monitoreo inicial

Dada la gran cantidad de compuestos quimi-
COs que seria necesario evaluar a fin de deter-
minar si producen un dafo quimico, se ha pro-
puesto una serie de ensayos de corto término
entre los cuales se incluyen sistemas que per-
miten observar: mutaciones puntuales, abe-
rraciones cromosoémicas (translocacién, di-
centrismo, inversiones, deleciones terminales)
y aneuploidia (numero anormal de cromoso-
mas). Dentro de estos tipos de ensayos y con
preferencial atencién al primer aspecto, se han
desarrollado tests microbiolégicos que per-
miten complementar otros ensayos (Mudry y
Carballo 2006). Este tipo de ensayos han sido
de gran utilidad en la evaluacién de la toxici-
dad de pesticidas y mezclas de los mismos.
Por ejemplo, para investigar los efectos ge-
notdxicos del metolcarb, un insecticida de la
familia de los carbamatos, se utilizd el test de
Ames en Salmonella, con y sin actividad meta-
bdlica (mezcla S9). Metolcarb resulté ser mu-
tagénico en S. typhimurium TA98 sin S9 (Li-
man y col. 2010).

En otro trabajo se evalué la genotoxicidad de
12 plaguicidas encontrados en alimentos (me-
til azinfos, clorotalonil, metil-clorpirifos, etil-

clorpirifos, cialotrin, cipermetrina, ciprodinil,
fenazaquin, fludioxonil, indoxacarbo, iprodio-
na y penconazol) y sus mezlcas para evaluar
las posibles interacciones. Se realizaron el
test de Ames, en Salmonella typhimurium y el
ensayo SOS Cromo Test en Escherichia coli.
Para el caso del test de Ames, la mayoria de
los pesticidas en forma individual presentaron
efectos mutagénicos y las mezclas, efectos de
interaccion. Por otra parte, el SOS Cromo Test,
no mostrd variaciones para la mayoria de los
pesticidas individuales y no fue significativo en
las mezclas (Isidori y col. 2009).

Sin embargo, estudios realizados con plagui-
cidas encontrados aguas abajo del rio Kot-
suki, Japoén, utilizando el test de Ames para
medir mutagenicidad, mostraron que la con-
tribucion de los plaguicidas en la mutagenici-
dad del agua superficial resulté no significati-
va (Abiru y col. 2011). Otro trabajo que utilizé
los valores de plaguicidas organoclorados en-
contrados en los sedimentos del lago Taihu,
China, evalud la mutagenicidad con el ensayo
de Salmonella con y sin S9. Se observé efecto
mutagénico de las mezclas, con variaciones
entre regiones analizadas, pero no se encon-
tré una correlacién fuerte del tipo dosis-res-
puesta (Zhao y col. 2010).

A partir de estos resultados se puede ver que, si
bien los ensayos de monitoreo aportan informa-
cién del grado de genotoxicidad de los agentes,
aunque los resultados son muy variables, sobre
todo aquellos que estiman la mutagenicidad de
matrices ambientales. Por lo tanto, resulta ne-
cesario complementar estos estudios con otros
de niveles de complejidad superior.

Ensayos in vitro

Los ensayos in vitro de genotoxicidad resultan
de gran utilidad porque permiten detectar los
efectos genotdxicos de diversos agentes en sis-
temas celulares humanos. Si bien en estos mo-
delos no se tiene en cuenta la toxicocinética de
las sustancias (absorcion, distribucion, metabo-
lizacion y excrecion) es posible evaluar el poten-
cial efecto de los agentes con una amplia bate-
ria de biomarcadores (Mudry y Carballo 2006).
Existen diversos estudios que evaluan la ge-
notoxicidad de los pesticidas y sus mezclas en
cultivos de células, tales como cultivos de LSP
o lineas celulares establecidas de otros tejidos.
Para estudiar el dafio al ADN producido por
mezclas de pesticidas a los que podria estar
expuesto el ser humano, Das y col. (2007) es-
tudiaron el efecto de tres mezclas equimola-



res de distintas clases de insecticidas: un or-
ganoclorado (endosulfan), un carbamato (car-
bofuran) y un organofosforado (monocrotofos).
Para evaluar el efecto genotdxico utilizaron la
técnica de AC (roturas de cromatides, frag-
mentos, gaps, aneuploidias y asociacién de
satélites) y la técnica de EC en LSP y mostra-
ron que, si bien los compuestos por separa-
do producian dafo al ADN a altas concentra-
ciones, se obtenia el mismo efecto cuando se
utilizaban concentraciones mas bajas de las
mezclas. Otros estudios realizados en LSP tra-
tados con un insecticida neonicotinoide (imi-
dacloprid) y un fungicida (metalaxil), que son
habitualmente aplicados en conjunto, mostra-
ron un incremento de la frecuencia del ICH vy
de la frecuencia de Mn cuando los compues-
tos se aplicaron como una mezcla, lo cual po-
dria indicar un posible efecto sinérgico entre
ambos (Demsia y col. 2007). Sin embargo, en
otros trabajos no se encontrd incrementada la
induccion de Mn en el mismo modelo expues-
tos a dosis ambientales de insecticidas orga-
nofosforados (metil azinfos, diazinon, dimetoa-
to, metil pirimifos) y un fungicida carbamato
(benomilo) (Bianchi-Santamaria y col. 1997).
Otros ensayos en cultivos celulares de mami-
feros se han realizado para conocer el efecto
toxico de las mezclas. Ensayos realizados en
cultivos de timocitos demostraron que mez-
clas de tres insecticidas, lindano, malation y
permetrina, de distinto modo de accién tienen
mayor toxicidad que la suma de los efectos
inducidos por los compuestos por separado
(Olgun y col. 2004). Existen diversos estudios
en lineas celulares de roedores, especialmen-
te en la linea de células CHO (células de ovario
de ratén chino), que estudian el efecto geno-
toxico de distintos plaguicidas (Lin y col. 1987;
Wagner y col. 2005; Patel y col. 2007; Gonza-
lez y col. 2009; Soloneski y Larramendy 2010),
sin embargo, pocos estudios se han realizado
en los Ultimos afos para evaluar el efecto de
las mezclas. Si bien los resultados obtenidos
con este modelo se encuentran mas alejados
de los efectos producidos por las mezclas de
pesticidas en el hombre, es de mucha utilidad
para los ensayos de genotoxicidad y por lo
tanto seria interesante aumentar las investiga-
ciones que estudien el efecto de las mezclas
en estas lineas celulares.

Ensayos in vivo
Los estudios de genotoxicidad in vivo proveen
un marco fisiolégico a la accion de distintos
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agentes con potencial genotéxico. Estos, en-
tonces, permiten evaluar de forma controlada
una respuesta sistémica al agente en cuestion,
asi como también discernir efectos provocados
segun la via de ingreso del agente al organismo.
Estos estudios aportan resultados un paso mas
cerca de las exposiciones reales humanas.
Dado el surgimiento de la soja resistente a glifo-
sato (RR), en primer lugar, y luego de otros culti-
vos resistentes, el glifosato ha sido un herbicida
en foco de estudios durante mucho tiempo. Se
han planteado distintos estudios de genotoxici-
dad de una de las formulaciones mas vendidas
a nivel mundial, el Roundup®, en concentracio-
nes de aplicacion a campo. Estudios en eritro-
citos de médula 6sea de ratones macho mos-
traron que, al ser administrada por via oral, esta
formulacién no indujo Mn o AC (Dimitrov y col.
2006). Sin embargo, al exponer renacuajos de
rana toro, Rana catesbeiana, por via dérmica,
se observd un aumento significativo del dafo
al ADN, visualizado a través del EC, con una
relacion dosis respuesta (Clements y col. 1997).
Asimismo, en huevos de caiman (Caiman lati-
rostris) expuestos en condiciones controladas
de laboratorio y en ensayos a campo, se obser-
vo una frecuencia de Mn aumentada asi como
un mayor indice de dafio al ADN analizado por
EC, lo que se acompané por malformaciones y
alteraciones metabdlicas en los caimanes neo-
natos (Poletta y col. 2011). Por otra parte, estu-
dios llevados a cabo en plantas mostraron que
en el meristema de raiz de la planta Crepis ca-
pillaris no hubo induccion de Mn o AC (Dimitrov
y col. 2006), mientras que en el modelo de me-
ristema de raiz de Allium cepa se encontrd un
aumento en las alteraciones de la mitosis (Rank
y col. 1993). Estos antecedentes indicarian que
tanto el modo de exposicion como la sensibili-
dad del sistema juegan un rol fundamental en la
determinacion de la genotoxicidad y que, como
ya habian resaltado Dimitrov y col. (2006), los
ensayos de plantas y animales son diferencial-
mente sensibles a algunos pesticidas, y estas
diferencias pueden deberse al metabolismo de
cada tipo celular. Este tipo de variaciones tam-
bién se encontrd en ensayos realizados en Tra-
descantia sp. expuesta al insecticida malation
por distintas vias y en distintos estados (liquido/
vapor) (May col. 1983).

Por otra parte, Rank y col. (1993) también
evaluaron la sal isopropilamina de glifosato
(principio activo de la formulacién Roundup)
sin encontrar alteraciones en la mitosis de
Allium cepa. Estudios sobre el herbicida Arse-
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nal 250NA, cuyo principio activo es el imaza-
pir, mostraron que la formulacion y el principio
activo no modificaron la frecuencia de Mn de
meédula ésea de ratén, ni provocaron fragmen-
tacion del ADN en Allium cepa. Sin embargo,
si se observé un aumento de cromosomas re-
zagados en Allium cepa, siendo significativo
para la formulacién a concentraciones mas ba-
jas que la del principio activo, ademas de una
disminucion en el indice mitético solo para la
formulacién (Koppe Grisolia y col. 2004). Otro
caso es el del herbicida trifuralin y su formu-
lacién comercial Treflan para la que se obser-
vO una menor frecuencia de Mn inducida por
la formulacion que la inducida por el principio
activo en el pez Oreochromis niloticus, (Kénen
y Cava 2008). El efecto de la atrazina y su for-
mulacion comercial Gesaprim se estudid en
el pez Carassius auratus L. utilizando los tests
de Mn y EC en eritrocitos de sangre periférica,
encontrandose un aumento en la frecuencia
de Mn y un mayor indice de dafo al ADN (EC)
solo para Gesaprim (Cavas 2011). Cabe des-
tacar que el analisis de los principios activos
de formulaciones comerciales de pesticidas no
es representativo de la situacion real que se da
a campo, ya que las formulaciones contienen
aditivos que interaccionan con los principios
activos, modificando su toxicidad y genotoxi-
cidad, como ya se ha demostrado (IARC 1991).
Sin embargo, como se menciond anteriormente,
la realidad del campo no se reduce a una unica
formulacion y es por ello que se ha intensificado
en los ultimos anos el estudio de la toxicidad de
las mezclas. Se evalué el efecto genotdxico de
mezclas de plaguicidas usualmente utilizadas
en el campo en huevos de caiman (Caiman la-
tirostris). Los resultados mostraron que la mez-
cla de formulaciones de glifosato (Roundup),
endosulfan (Galgofan) y cipermetrina (Atanor)
presentaron mayores indices de genotoxicidad
(frecuencia de Mn, dafo al ADN por EC y mal-
formaciones), acompafnados de alteraciones
metabdlicas, que la aplicacién de la formulacién
Roundup sola (Poletta y col. 2011). Estudios
realizados en eritrocitos policromatdfilos de
médula dsea de ratdn, tratados con un insecti-
cida (imidacloprid) y un fungicida (metalaxil), ha-
bitualmente aplicados en conjunto, revelaron un
aumento de la frecuencia de Mn al administrar
los pesticidas por separado y un efecto sinérgi-
co de los pesticidas administrados en conjun-
to (Demsia y col. 2007). Asimismo, una mezcla
compleja de pesticidas (alaclor, metolacloro,
atrazina, terbutilazina, diuron, fosetil de alumi-

nio, carbarilos y glifosato), preparada segun lo
detectado en aguas donde habita Crassostrea
gigas, el molusco en estudio, mostré un aumen-
to en el dafio al ADN por aductos en hemocitos
acompanado por un estado de estrés oxidativo
marcado (Geret y col. 2011). La genotoxicidad
de la combinacién de los insecticidas deltame-
trina y tiacloprid fue estudiada en médula ésea
de ratén a través del test de Mn, determinacion
del indice mitético y AC. Los resultados arro-
jaron un aumento en la frecuencia de Mn asi
como en las AC, mayor que las formulaciones
por separado, indicando una interaccién aditi-
va/sinérgica (Sekerogluy col. 2011).

CONCLUSIONES

Todos estos resultados, en los distintos niveles
de estudio, apoyan la importancia de realizar
ensayos que evaluen el efecto genotdxico de
las mezclas de pesticidas, ya que, por lo gene-
ral, tienen efectos distintos a los de los com-
puestos por separado. La caracterizacién de
las mezclas de pesticidas en las exposiciones
ambientales resulta de vital importancia para
lograr una reproduccion en ensayos controla-
dos, que reflejen la realidad lo mejor posible.
Teniendo en cuenta la controversia encontrada
en los estudios relacionados al efecto geno-
téxico de las mezclas, es evidente la necesi-
dad de seguir investigando en esta area.

Si bien los andlisis de mutagenicidad en or-
ganismos unicelulares (por ej. test de Ames)
no son escalables para definir el potencial ge-
notéxico de ciertos agentes en organismos
de mayor complejidad, pueden ser aplicados
para evaluar el perfil mutagénico de muestras
complejas como un monitoreo inicial. Ademas,
aportan informacién de los componentes indi-
viduales para clasificar mutagenos quimicos.
Estudios in vitro que analicen el efecto de dis-
tintos pesticidas en LSP en las concentracio-
nes a las que el hombre esta expuesto serian
enriquecedores a la hora de analizar los efec-
tos encontrados en los programas de biomo-
nitoreo en poblaciones que se encuentran ex-
puestas de forma cronica.

Si bien los sistemas utilizados en estudios in
vivo contemplan una respuesta sistémica, que
involucra la toxicocinética del agente, los resul-
tados obtenidos en otros organismos no son
suficientes para determinar el efecto sobre el
ser humano. Por lo tanto, es evidente la nece-
sidad de armar baterias de ensayos que consi-
deren varios niveles de distinta complejidad en
distintos modelos y asi poder tener una aproxi-
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macion mas certera de la capacidad genotoxi-
ca del agente sobre la poblacién humana.

En Argentina la legislacién prohibe las apli-
caciones a distancias menores a los 500 a
1500 metros de donde habitan comunidades,
no obstante, no se contemplan las viviendas
aisladas que persisten en las areas rurales y
que pueden ser alcanzadas por los plaguici-
das (Ley Nacional de Plaguicidas N° 20.418;
Sistema Nacional de Fiscalizaciéon de Agroqui-
micos y Biologicos, Resolucion del SENASA
500/2003, bajo el marco de la Ley de Politica
Ambiental Nacional N° 25.675; Ley N° 10.699
de la Provincia de Buenos Aires; Ley N° 3378
de la Provincia de Chaco; Ley N° 5665 de la
Provincia de Mendoza; Ley N°6291 de la Pro-
vincia de Tucuman). De la misma manera, el
transporte de los plaguicidas por aire, agua y
suelo contribuye a la dispersién mas alla de
donde son aplicados. Asimismo, la legislacién
relativa al registro, comercializacién, aplica-
cién de plaguicidas es incompleta, permisiva
y obsoleta. No existe participacion del Minis-
terio de Salud en la aprobacién del registro
de los plaguicidas de uso agricola. El proble-
ma sanitario derivado del uso de plaguicidas
como consecuencia de un sub registro de las
intoxicaciones no es atendido de forma sufi-
ciente en el sistema de salud nacional. Tam-
bién plaguicidas prohibidos o restringidos en
los paises de origen, son permitidos en la Ar-
gentina. Es el caso del fipronil e imidacloprid
que fueron retirados del mercado en Alemania
por su probado efecto contra la supervivencia
de las abejas (Souza Casadinho 2007).

Estos defectos en la legislacién y en el con-
trol, se suman a la deficiencia de medidas que
contemplen los efectos de las mezclas de pes-
ticidas. Es por ello que consideramos que es
necesario incrementar la evidencia cientifica
respecto a la toxicidad y genotoxicidad de las
mezclas aplicadas en nuestro pais. Esto per-
mitira ampliar la legislacién, adecuandola a la
problematica real y modificar los niveles permi-
tidos de pesticidas y mezclas en el ambiente.
Por otra parte, la realizacion de biomonitoreos
que evidencien el grado de impacto por malas
practicas de los trabajadores, sirven de herra-
mienta para ejercer el control, un aspecto fun-
damental del cumplimiento de la legislacion.
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Afectacion de las funciones cognitivas y motoras en ninos residentes de zonas
rurales de Jujuy y su relacion con plaguicidas inhibidores de la colinesterasa.
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Impairment of cognitive and motor functions in children from rural areas of Jujuy, and
its relationship with cholinesterase inhibitor pesticides. A pilot study
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Resumen. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de la exposicion a plaguicidas en las funciones cognitivas y motoras
de 42 nifios de una zona rural con mayor probabilidad de exposicion a plaguicidas organofosforados y carbamicos (Yuto, Jujuy).
Los resultados de las pruebas realizadas para estudiar el efecto fueron comparados con los resultados obtenidos con 29 nifios
con menor exposicion a plaguicidas (Ledn, Jujuy).

A todos los participantes se les realizo historia clinica, evaluacion médica, revision de antecedentes, pruebas neuroconductuales,
de motricidad gruesa y equilibrio, y mediciéon de biomarcadores (colinesterasa plasmatica y eritrocitaria). Se realizé una historia
clinica neurolégica estandar con las siguientes pruebas: Subtest de Digitos y Simbolos, Subtest de Recuerdo de Digitos, Subtest
de Laberinto del WISC-IIl de Wechsler. En la prueba de Laberintos realizada en el presente estudio se observan diferencias entre
las localidades y se comprobé una relacion lineal inversa entre los afios de residencia y la puntuacién de la prueba. Se observo
reduccion en las actividades de acetilcolinesterasas en los nifios pertenecientes a Yuto. No se observé una correlacion significa-
tiva entre los niveles de actividad de las enzimas y el rendimiento en la prueba, para ninguna de las dos localidades.

Los resultados sefalaron la probabilidad de que la exposiciéon crénica a bajas dosis de plaguicidas pudiera estar dafiando al-
gunas funciones cognitivas y que esto dependeria de la duracion de la exposicion. Por falta de correlacion entre las actividades
de las enzimas y los resultados adversos en las pruebas neuroconductuales de motricidad y de equilibrio, no fue evidente una
asociacion entre ambos.

Palabras clave: Nifios; Organofosforados y carbamatos; Neurotoxicidad; Colinesterasas plasmatica y eritrocitaria.

Abstract. Abstract. The aim of this research was to study the effects of these toxics on the cognitive and motor functions of a
group of 42 children of a rural town with high percentage of exposure to organophosphate and carbamic pesticide (Yuto) and
compare the results with a group of 29 children with low percentage of exposure to pesticides.

In both cases a research of the patients history was done, a medical revision and a full checkup including neurobehavioral tests,
motor and balance tests and biomarkers levels (plasma pseudocholinesterase and erythrocyte cholinesterase). The behavioral
assessment was performed by a standard neurological clinic history, a digital and symbol subtest, a digital memory, a maze test,
intelligence test WISC-IIl of Wechsler and gross motor and balance tests.

In the group from Yuto, Pearson correlations were done between the years of residency and the neurobehavioral tests and the
linear correlation between the years of residency and the acetylcholinesterase activities.

In the maze test results there were differences between the two towns and it was proved an inverse lineal relation between the
years of residency and the tests scores. It was also observed a reduction in the acetylcholinesterase activities both erythrocyte
and plasma in the children from Yuto. Nevertheless there were not significant correlations between the levels of enzyme activities
and the performance in the tests for neither of the towns.

The results achieved did not point out that chronic exposure to low-dose pesticides can produce cognitive malfunctions, such
as psychomotor problems. The lack of correlations between the activities of the acetylcholinesterase enzyme and the negative
results of the neurobehavioral motor and balance tests couldn't be associated.

Keywords: Children; Organophosphates and carbamates; Neurotoxicity; Plasmatic and erythrocyte cholinesterases.
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INTRODUCCION

Muchos estudios han corroborados que la ex-
posicién a plaguicidas puede producir dafios
en el sistema nervioso (Baldi y col. 2001; 2003;
Farahat y col. 2003; Kamel y col. 2003; Sal-
vi y col. 2003; Miranda y col. 2004; Kamel y
col. 2004; Barret 2007; Eskenazi y col. 2007).
Estas sustancias pueden producir problemas
neuroconductuales claros, o bien sintomas
subclinicos que tienen su base en problemas
a nivel cerebral (Grandjean y col. 2006).

La mayoria de los estudios hechos sobre la
toxicidad de los plaguicidas se refiere a la ex-
posicién aguda a dichos téxicos, habiendo
poca tendencia a investigar los efectos que
pueda tener la exposicidon cronica a sustan-
cias ambientales e industriales que puedan
danfar el sistema nervioso (Jamal y col. 2002;
Kamel y col. 2004; Ruckart y col. 2004; Man-
gone y col. 2006; Eskenazi y col. 2007).

No obstante, desde el ano 1995 varios auto-
res (Stephens y col. 1995; Baldi y col. 2001;
Jamal y col. 2002; Baldi y col. 2003: Farahat y
col. 2003; Kamel y col. 2003; Salvi y col. 2003;
Kamel y col. 2004) han acreditado los efectos
adversos que tiene sobre la salud, la exposi-
cidon cronica a plaguicidas, especialmente en
lo que se refiere a la exposicion laboral.

Sin embargo, es necesario profundizar el estu-
dio del efecto de estos téxicos sobre el sistema
nervioso y sobre las funciones cognitivas y psi-
colégicas de los nifos. Este grupo poblacional
esta entre los mas susceptibles a los efectos
adversos sobre el sistema nervioso, porque los
ninos estan en una etapa en la cual su siste-
ma nervioso se encuentra en proceso de cre-
cimiento y desarrollo, siendo mas vulnerable.
Como sefalan varios autores (Kamel y col.
2003; Kamel y col. 2004; Eskenazi y col. 2007),
los ninos de familias que trabajan en el cam-
po, pueden estar también expuestos en algu-
na medida a estos toxicos, quizas no a expo-
siciones agudas a grandes dosis, pero si a una
exposicion prolongada a bajas dosis. Es por
ello que, si bien no son tantos los trabajos rea-
lizados con este grupo etario, existen algunas
experiencias al respecto (Ruckart y col. 2004;
Martos Mula y col. 2005; Eskenazi y col. 2007).
Desde hace mas de 20 anos (Bovi de De Pas-
cuale y col.1995) se registran en la Provincia
de Jujuy (Noroeste argentino) datos sobre la
prevalencia en el uso de plaguicidas en las
practicas agricolas. A partir del afio 2005, se
registra que la zona de la Quebrada de Huma-
huaca (desde Volcan hasta Huacalera) hace

uso intensivo de plaguicidas, observandose
que aproximadamente el 77% de los peque-
Aos productores agricolas incorporan a sus
cultivos agroquimicos tales como herbicidas,
fungicidas y fertilizantes. Alrededor de un 57
% de los quimicos aplicados corresponden a
insecticidas organofosforados (Altamirano y
col. 2005). En la zona de Yuto y alrededores
(Ramal jujeno), un 70% aproximadamente de
los agricultores que utilizan agroquimicos re-
conocen utilizar insecticidas organofosforados
y carbamicos sistematica y simultaneamente.
El objetivo de esta investigacién fue determi-
nar los efectos que, sobre las funciones cog-
nitivas y motoras de los nifios, tienen la expo-
sicién a bajas dosis de plaguicidas inhibido-
res de la acetilcolinesterasa en una zona rural
(Yuto) de la Provincia de Jujuy (Argentina), en
comparacién con una poblacién menos ex-
puesta (Ledn) de similares caracteristicas ét-
nicas y socioeconémicas.

MATERIAL Y METODOS

Seleccidon de la muestra

El estudio se llevo a cabo en dos localidades
de la provincia de Jujuy (Argentina): Yuto y
Ledn. La localidad de Yuto fue seleccionada
por ser una localidad eminentemente agricola
y con alto riesgo de exposicién a plaguicidas
organofosforados y carbamicos. Por otra par-
te, residentes de la localidad de Ledn fueron
seleccionados para el anadlisis comparativo,
ya que el nivel socioeconémico de dichos ha-
bitantes es muy similar al de la localidad de
Yuto (familias con bajos ingresos, en su ma-
yoria numerosas, con viviendas mayormen-
te precarias y sin la mayoria de los servicios
basicos) y que, por dedicarse a la ganaderia,
es una poblacién con menor riesgo de exposi-
cidon a plaguicidas. Se seleccionaron dos po-
blaciones comparables salvo en su probable
exposicién a plaguicidas.

En la localidad de Yuto se trabajo con los ni-
fAos de la Unica escuela primaria que se en-
contraba inmersa en los centros de cultivo,
concretamente la Escuela “El Bananal”. En
esta escuela se seleccionaron nifios de entre
7 y 10 anos, de ambos géneros, cuyos padres
o tutores dieran la autorizacién para incluirlos
en el estudio. En el caso de Ledn se seleccio-
no la Unica escuela primaria del lugar. Dentro
de la misma se selecciond a un grupo de chi-
cos que se asimilaran en género, edad y ca-
racteristicas socioecondmicas, a la muestra
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obtenida en la escuela El Bananal en Yuto. Se
cumplié en todos los términos la Declaracién
de Helsinki como una propuesta de principios
éticos para investigaciéon en seres humanos.
También se siguié la Resolucién 1490/2007
del Ministerio de Salud: “Guia de las Buenas
Practicas de Investigacion Clinica en Seres
Humanos”.

El protocolo de trabajo contdé con la aproba-
cion del Comité de Bioética y los padres de los
nifos incluidos en la investigacion autorizaron
su participacion mediante el consentimiento
informado.

La cantidad de ninos incluidos en la investiga-
cion fue de 42 (cuarenta y dos) para Yuto y 29
(veintinueve) para Leon.

Criterios de inclusién y pruebas neurocon-
ductuales empleadas

A los nifios de cada una de las localidades se
le realizé una Historia Clinica, en la que se re-
colecté informacion sobre los datos persona-
les de los nifios (lugar de nacimiento, lugar de
residencia, aios que habitan en la zona, entre
otros), asi como también se realiz6é un evalua-
cion médica completa, con medicion de talla
y peso, vision y audicién y asignaciéon de per-
centiles e indice de masa corporal. Se realizd
también una revisién de antecedentes, con el
fin de desestimar aquellos nifilos que presen-
taran algun problema (ninos con problemas
perinatales, desnutricion en funcién de los
canales nacionales establecidos segun peso,
talla y edad, traumatismos craneales, proble-
mas de visidn o audicién entre otras patolo-
gias) que pudieran interferir en la buena com-
prension de los resultados. Se incluyeron los
nifos que no presentaron los problemas antes
mencionados.

Las pruebas neuroconductuales que le fueron
realizadas a cada uno de los nifios que perma-
necio en la muestra fueron: Subtest de Digitos
y Simbolos para analizar memoria asociativa,
Subtest de Recuerdo de Digitos para anali-
zar memoria inmediata, Subtest de Laberinto
para analizar motricidad fina y visomotricidad.
Todos pertenecientes al test de inteligencia
WISC-IIl de Wechsler. También se realizaron
pruebas de motricidad gruesa y equilibrio.
La realizacién de dichas pruebas fue llevada
a cabo por un equipo de evaluadores previa-
mente entrenados por un Psicélogo. Cada
uno de los evaluadores (bajo la direccién de
una Doctora en Sicologia) se encargé del pase
de una unica prueba.
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Biomarcadores

Los biomarcadores que se usaron para detec-
tar el grado de exposicidon a los plaguicidas
organofosforados y carbamicos fueron las ac-
tividades de la pseucolinesterasa plasmatica
y de la colinesterasa eritrocitaria. Segun algu-
nos autores la actividad de la enzima eritroci-
taria es mas especifica para evaluar la expo-
sicién a estos plaguicidas, fundamentalmente
cuando se desea evaluar exposicidn crénica
a inhibidores de acetilcolinesterasas (Never-
mann y col. 2004).

La medicién de la actividad de la colineste-
rasa se realizé6 mediante el test de Ellman y
colaboradores (1961). La enzima acetilcolines-
terasa presente en el plasma o en el glébu-
lo rojo degrada la acetiltiocolina, la tiocolina
resultante forma un complejo con el ditio-bis-
nitrobenzoico (DTNB) que es proporcional a
la cantidad de sustrato desdoblado, y por lo
tanto, proporcional a la actividad enzimatica.
La formaciéon del complejo se lee espectrofo-
tométricamente a 405 nm. En esta investiga-
cién no se tomaron los valores de referencia
del método sino que se realizd la comparaciéon
entre las dos poblaciones evaluadas. En esta
investigacion no se contd con la historia pre y
post-exposicion de los nifios ya que no habia
datos de una situacién de exposicion puntual
que permitiera inferir un antes y un después.
El objetivo fue tener una aproximacién del
efecto adverso que una probable exposicién
crénica a plaguicida tendria en las funciones
cognitivas de los nifios. Estos datos prelimi-
nares permitiran disefiar posteriores estudios
poblacionales.

Andlisis de la informacién

Se utilizaron los test y2 (chi cuadrado) o prue-
bas t para comparar las caracteristicas des-
criptivas de los grupos.

Se realizé una prueba t de Student para mues-
tras independientes, en la que se comparé si
las actividades de colinesterasa plamaticas y
eritrocitaria diferian entre localidades, con el
fin de corroborar diferentes grados de exposi-
cién a plaguicida.

Después se realizaron diversas pruebas t de
Student para muestras independientes, en las
que se comprobaron la existencia o no de di-
ferencias entre los aspectos cognitivos y mo-
tores de las distintas localidades. Para la prue-
ba de Motricidad Gruesa se realiz6 también un
ANOVA Factorial Mixto, en el que se comparé
tanto la ejecuciéon del mismo individuo en di-
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ferentes momentos, como el hecho de estar
mas o0 menos expuesto a plaguicidas.

Se llevaron a cabo correlaciones de Pearson
para analizar la posible relacion entre las acti-
vidades de las enzimas eritrocitarias y plasma-
ticas y los resultados obtenidos en cada una
de las pruebas.

Para la localidad mas expuesta (Yuto) se reali-
zaron correlaciones lineales de Pearson entre
los afios de residencia en la zona (vinculan-
do este valor con los anos de exposicién) y la
ejecucion de las diferentes pruebas neurocon-
ductuales, asi como la correlacién lineal entre
los afos de residencia en esta localidad y las
actividades de enzima acetilcolinesterasa eri-
trocitaria y plasmética.

RESULTADOS

No se observaron diferencias en la edad pro-
medio [t( 008 = =1,159; p = 0,251] entre los in-
dividuos de las Iocalldades de Yuto (8,49+1,3)
y Ledn (8,82+0,95). Tampoco se observaron
diferencias entre el porcentaje de mujeres de
ambas localidades (x2= 1,324, p = 0,250), ni en
el porcentaje de varones (x2= 1,126, p = 0,289)
(Tabla 1).

Tabla 1. Composicién porcentual en
base a género y edad de los grupos de
nifios seleccionados para el estudio en

las localidades de Yuto y Leon.

RESIDENTES EN YUTO RESIDENTES EN YUTO
N =42 N =29

GENERO

Mujeres: 50%
Varones: 50%

Mujeres: 52%
Varones: 48%

EDAD

7 a8 afos: 41%
Mujeres: 21%
Mujeres: 21%

9 a 10 afos: 59%
Varones: 28%
Mujeres: 31%

7 a 8 afos: 50%
Varones: 29%
Varones: 21%

9 a 10 afios: 50%
Varones: 21%
Mujeres; 29%

Las actividades de colinesterasa plasmatica
para la poblacion de Ledn tuvieron un valor
promedio de 5.181 + 1.047 U/L. El valor pro-
medio para la poblacion de Yuto fue 4.213 +

1.031 U/L. Comparativamente el valor prome-
dio de la actividad de la enzima plasmatica en
Yuto fue menor al valor promedio determinado
en Leon.

Con respecto a la actividad de la colinesterasa
eritrocitaria, el 11% de los niflos de Ledn y el
23% de los nifios de Yuto presentaron valo-
res por debajo de los valores de referencia. En
ningun caso la inhibicion de la actividad de la
enzima supero el 30%.

Se observaron diferencias estadisticamente
significativas en los valores de ambas colines-
terasas entre la poblacion menos expuesta
(Ledn) y la de estudio (Yuto). Asi, con respecto
a la actividad de la colinesterasa eritrocitaria,
se observ6 una diferencia significativa entre la
localidad mas expuesta, en comparacién con
la menos expuesta [t( 0y = -5,183;p=0 OOO]
siendo menor la act|V|dad de colinesterasa eri-
trocitaria en la poblacién de Yuto, la mas ex-
puesta a plaguicidas. También se observaron
diferencias entre las localidades, en lo referen-
te ala actividad de colinesterasa plasmatica

[t69 005 = ~3:651, p =0 ,001], volviendo a ser
|nfer|or eI nivel en la localidad mas expuesta
(Figura 1).

En lo referente a los resultados obtenidos en la
prueba de Digitos y Simbolos, se pudo com-
probar que no existieron diferencias entre las
localidades en el nL’Jmero de aciertos realiza-
dos en la prueba [t , ., = -0,820; p = 0,413],
como tampoco entre el numero de errores co-
metido en dicha prueba [t 65 005 = -1,650; p =
0,104]. Las correlaciones obtenldas entre los
anos de residencia en Yuto y estas medidas
tampoco resultaron significativas (Aciertos: r
= -0,274, p = 0,123; Errores: r = -0,061, p =
0,734).

Los datos obtenidos en la prueba de Recuer-
do de Digitos no mostraron diferencias entre
las localidades, en lo referente al recuerdo en
orden directo [t (64,005 = =0,385; p =0,701], inver-
SO [t o05 = = 0,227 p = 0,826], o a su ejecu-
cién en total en la prueba [tes 005 = 0,127, P =
0,900]. Tampoco se encontraron correlamones
lineales significativas entre el nimero de afos
de residencia en Yuto y estas tres puntuacio-
nes (Orden Directo: r = -0,241, p = 0,191; Or-
den Inverso: r = -0,248, p = 0,179; Total: r =
-0,298, p = 0,104).

Cuando se analizaron los resultados obteni-
dos en la prueba de Laberintos, se observa-
ron diferencias significativas entre la localidad
mas expuesta a plaguicidas y la menos ex-
puesta, siendo el rendimiento mucho peor en-
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Figura 1. Actividad promedio de colinesterasas eritrocitaria y
plasmatica en las poblaciones residentes en Yuto y en Ledn. Las
barras de error muestran el error estandar de la media.

**p < 0,01, residentes Yuto vs residentes Ledn.

tre aquellos nifios que habitaban en la locali-
dad mas expuesta [t(67; 008 = -7,521; p = 0,000]
(Figura 2).También se pudo comprobar una
relacién lineal inversa entre los afios de resi-

dencia en Yuto y la puntuacién en esta prueba
(r =-0,541, p = 0,001). Es decir, que a mayor
cantidad de anos de residencia en Yuto, la eje-
cucion en esta prueba fue peor (Figura 3).

Ejecucion en Laberintos
18 14,72
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£ 14 L
T L
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A 10 7,88
. T
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Residentes en Leén Residentes en Yuto
Localidades

Figura 2. Puntuacion promedio obtenida en el subtest de laberintos
en la poblacion residente en Yuto y la residente en Ledn. Las
barras de error muestran el error estandar de la media.

**p < 0,01, poblacién residente en Yuto vs la residente en Ledn.
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Figura 3. Correlacién de los afios de residencia en
Yuto y la puntuacién en el subtest de laberintos.

Los resultados obtenidos con la prueba se-
leccionada para estudiar equilibrio mostraron
que la mayor o menor exposicion a plaguicida
no parecio6 afectar el tiempo que los individuos
permanecian en equilibrio cuando estaban con
los ojos abiertos [t , ., = -0,985; p = 0,328], 0
cuando estaban con los ojos cerrados [t , o
= 0,514; p = 0,609]. Tampoco se observo nin-
gun tipo de relacion entre el tiempo que los in-
dividuos llevaban residiendo en Yuto y el tiem-
po que permanecian en equilibrio con los ojos
abiertos (r = -0,006, p = 0,973) o con los ojos
cerrados (r = 0,155, p = 0,407).

En lo que respecta a la motricidad gruesa, se
observo que el hecho de vivir en una localidad
mas o0 menos expuesta a plaguicidas no pare-
cio afectar al niumero de errores que los nifios
tuvieron en esta prueba [t(67; 0,05) = -0,086;
p = 0,932]. No obstante, como la prueba con-
sistid en recibir correctamente una pequena
pelota desde diferentes distancias, se consi-
der6 conveniente realizar también un ANOVA
Factorial Mixto. Con este andlisis se volvio a
apreciar que el hecho de pertenecer a una lo-
calidad u otra no parecié afectar el rendimien-
to [F; 67 005 = 0,007; p = 0,932]. Ademas, se
pudo comprobar que aunque hubo un aumen-
to significativo de errores en la distancia mas
lejana en comparacién con las otras dos dis-
tancias [F, ;.5 = 9,67; p = 0,004], este efec-
to fue S|m|Iar para ambas localidades, ya que
no se observd ningun efecto interactivo entre
las distancias de lanzado y la localidad [F, ,,.
00y =:0,134; p = 0,875]. En esta prueba tam-
bién se observo que, trabajando con los indi-

12

viduos de Yuto solamente (localidad expuesta)
se obtuvo una correlacion lineal inversa entre
el tiempo que los nifios llevaban viviendo en la
zona y el numero de errores cometido en esta
prueba (r = -0,375, p = 0,037). Es decir, que a
mas anos de residencia menor fue el nimero
de errores.

No se encontraron correlaciones entre el nu-
mero de anos de residencia en la zona de Yuto
y la actividad de la enzima colinesterasa eri-
trocitaria (r = 0,281, p = 0,114), ni con la activi-
dad de la colinesterasa plasmatica (r = -0,223;
p =0,212).

Tampoco se pudo encontrar ningun tipo de re-
laciéon entre las actividades de las enzimas eri-
trocitarias y plasmaticas y ninguna de las prue-
bas neuroconductuales realizadas (Tabla 2).

DISCUSION

En los resultados se observo una reduccién en
las actividades de acetilcolinesterasa, que co-
rrespondieron tanto a la colinesterasa plasma-
tica como a la eritrocitaria, en los individuos
pertenecientes a la localidad mas expuesta a
plaguicidas organofosforados y/o carbamicos.
Son varios los trabajos que han demostrado
la relacion entre la reduccion de esta enzima
y la exposicion aguda (Misra y col. 1994; Ka-
mel y col. 2004; Ruckart y col. 2004; Eskena-
Zi y col. 2007) o cronica (Farahat y col. 2003;
Kamel y col. 2004; Nevermann y col. 2004) a
estos plaguicidas. En lo que se refiere a la po-
sible relacion entre los niveles de exposicion
a plaguicidas y las funciones cognitivas estu-
diadas, se pudo observar que no parecio ha-
ber una relacién entre la exposicion a plagui-
cidas inhibidores de la acetilcolinesterasa y la
memoria asociativa (medida mediante el sub-
test de digitos y simbolos), asi como tampoco
con la memoria inmediata (medida mediante
el subtest de recuerdo de digitos). Llamaron
la atencidén estos resultados, ya que en otros
estudios se ha podido comprobar que estos
procesos cognitivos se veian perjudicados por
la exposicién a plaguicidas, tanto en adultos
trabajadores (Baldi y col. 2001; Farahat y col.
2003; Kamel y col. 2003), como en nifios (Ruc-
kart y col. 2004). No obstante, Ruckart y col.
(2004) senalan que los efectos de los plagui-
cidas organofosforados sobre el aprendizaje
o la memoria en niflos parecian ser transito-
rios, si los mismos dejaban de estar expues-
tos. Sin embargo, los resultados no van todos
en la misma direccion, ya que otros autores
(Stephens y col. 1995; Salvi y col. 2003) han
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Tabla 2. Correlaciones de las actividades enzimaticas de la acetilcolinesteras
eritrocitaria y plasmatica y los resultados en cada una de las pruebas
neuroconductuales en las localidades de Yuto y Ledn.

Prueba Medida YUTO LEON
Eritrocitaria Plasmatica Eritrocitaria Plasmatica
Digitos Aciertos r=0,269 r=-0,264 r=0,252 r=-0,118
y p=0,167 p=0,174 p = 0,205 p =0,370
Simbolos Errores r=-0,026 r=0,348 r=0,019 r=0,293
p = 0,896 p = 0,070 p =0,924 p=0,138
Directo r=0,132 r=0,122 r = 0,001 r=0,032
p = 0,520 p = 0,562 p = 0,994 p = 0,880
Recuerdo Inverso r=0,067 r=0,247 r=0,024 r=0,058
’d.e p =0,749 p =0,235 p = 0,911 p=0,784
Digitos Total r=0,120 r=0,221 r = 0,001 r=0,032
p = 0,568 p = 0,289 p = 0,994 p = 0,880
Laberintos Puntuacién r=-0,335 r=-0,140 r=-0,283 r=-0,114
p = 0,088 p = 0,487 p=0,152 p=0,572
Ojos r=-0,249 r=-0,011 r=-0,198 r=-0,258
Equilibrio Abiertos p = 0,202 p = 0,956 p = 0,321 p=0,194
Ojos r=0,205 r=0,078 r =0,039 r=0,092
Cerrados p = 0,297 p = 0,693 p = 0,847 p = 0,647
General r=-0,237 r=0,253 r=-0,010 r=-0,175
p = 0,208 p=0,177 p = 0,931 p=0,372
. . . r=-0,071 r=0,358 r=-0,111 r=-0,159
Mg:;:’;:ad Distancia1 4708 b = 0,052 b = 0,572 b =0,419
Distancia 2 r=-0,270 r=-0,054 r=-0,164 r=-0,184
p =0,150 p=0,777 p = 0,406 p =0,348
Distancia 3 r=-0,218 r=0,224 r=0,183 r=-0,068
p = 0,246 p =0,234 p = 0,352 p=0,728

encontrado que la exposicion cronica de adul-
tos a bajas dosis de plaguicidas podia produ-
cir deterioro en funciones tales como la aten-
cion o la velocidad de procesamiento de la
informacioén, pero no producian problemas de
memoria inmediata o a corto plazo en adultos.
Jamal y col. (2002) tampoco encontraron que
la exposicién cronica a bajas dosis de plagui-
cidas deteriorara la atencién o la memoria en
trabajadores.

Al analizar los resultados en visomotricidad
obtenidos en el subtest de laberintos se pudo
apreciar que los individuos de la localidad con
mayor exposicion a plaguicidas fueron los que
peor ejecucidn presentaron en esta prueba.
Esto parece concordar con nuestra hipéte-
sis de partida, segun la cual los individuos de
la localidad mas expuesta a plaguicidas, que
presentaron actividades de acetilcolinestera-
sa eritrocitaria y plasmatica mas reducidas,
presentarian niveles de acetilcolina demasia-
do elevados, produciendo asi un posible de-

terioro en la ejecucidn en esta prueba. Esto
parece indicar que la mayor exposicién croé-
nica a plaguicidas, podria estar deteriorando
la ejecucion visomotriz. Este efecto sobre la
visomotricidad ya ha sido observado en otros
estudios llevados a cabo en adultos en la ex-
posicién subcrénica a plaguicidas organofos-
forados y/o carbamicos (Farahat y col. 2003;
Kamel y col. 2003; Kamel y col. 2004). No obs-
tante, Ruckart y col. (2004), trabajando con ni-
Aos, no encontraron efecto de la exposicion
a bajas dosis de plaguicidas organofosfora-
dos sobre la visomotricidad. Hay que tener en
cuenta que la edad de los nifios incluidos en el
estudio de Ruckart y col. (2004) era menor, en
la mayoria de los casos (seis afios 0 menos),
a los nifos incluidos en nuestro estudio (de 6
a 10 anos). Es posible también que el hecho
de que aun no se observara el efecto adver-
so de estos plaguicidas sobre la motricidad
fuera determinado por el hecho de que los ni-
nos no llevaran suficiente tiempo expuestos,
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ya que como observaron Kamel y col. (2003),
incluso en adultos, los efectos nocivos de los
plaguicidas inhibidores de la acetilcolinestera-
sa sobre la visomotricidad son peores cuanto
mas tiempo llevan los trabajadores expuestos
al plaguicida y estos mismo autores observa-
ron que en realidad este deterioro empieza a
hacerse visible después de los 10 afios de ex-
posicion crénica a bajas dosis del plaguicida,
en el trabajo. Es interesante sefalar que en
nuestro caso y a pesar de trabajar con nifios
en los que se presume que las dosis a las que
pueden estar expuestos son menores que en
los trabajadores, estos efectos sobre el dete-
rioro de las funciones visomotrices se empezo
a observar ya antes de los diez anos, ya que
no todos los individuos de nuestra muestra
residieron en Yuto desde su nacimiento (por
lo que no se puede asegurar que llevaran los
diez anos de vida expuestos a plaguicidas).

La prueba seleccionada para comprobar si la
exposicién a plaguicidas afectaba la motri-
cidad gruesa parecio reflejar que ésta no se
afectaba, ni tampoco afecté el equilibrio de
los chicos. Esto se confirmd, ya fuera en la
evaluacion con los ojos abiertos o cerrados.

Segun Kemel y Hoppin (2004) no hay estudios
confirmatorios del efecto de los plaguicidas
sobre las funciones motoras, aunque algu-
nos estudios han demostrado afectar en adul-
tos (Salvi y col. 2003), otros no (Beach y col.
1966; Baldi y col. 2001; Kamel y col. 2003). En
el caso de los nifios, los resultados tampoco
son contundentes ya que algunos autores han
seflalado que se observa un cierto deterioro
en las actividades motrices en los nifios tras
la exposicion cronica a plaguicidas inhibidores
de la enzima acetilcolinesterasa (Ruckart y col.
2004; Barret 2007), pero en algunos de estos
casos, la informacion era adquirida en base a
informes subjetivos dados por los padres, mas
que a una evaluacion realizada con algun test
neuroconductual que acredite un deterioro real.
En lo que se refiere al equilibrio, son pocos los
estudios que analizan el efecto de los plagui-
cidas sobre éste y tampoco suelen ser con-
cluyentes (Kamel y col. 2004). Kamel y col.
(2003), trabajando con adultos trabajadores,
encontraron que los plaguicidas organofos-
forados si deterioraban el equilibrio cuando
éste se media con los ojos cerrados, pero no
cuando se media los ojos abiertos. Este dete-
rioro en el equilibrio empeoraba cuanto mas
tiempo llevaban los trabajadores expuestos a
plaguicidas. No obstante, en estos estudios

este deterioro se empieza a observar también
después de 10 anos de exposicion. Es por ello
que, al ser nuestra poblacion ninos (quizas ex-
puestos a menores dosis) y de edades com-
prendidas entre los seis y los diez afios, es po-
sible que el efecto de deterioro sobre dichas
funciones aun no fuera detectable.

En base a lo dicho hasta el momento el Unico
efecto perjudicial que pareceria tener la expo-
sicidn cronica a plaguicidas inhibidores de la
acetilcolinesterasa sobre los nifios de nuestra
muestra fue un deterioro en la visomotricidad.
También pudimos confirmar que este deterioro
pareceria ser dependiente del tiempo de expo-
sicién a plaguicidas, ya que vimos una corre-
lacién inversa significativa entre el tiempo de
residencia en la localidad expuesta (Yuto) y la
puntuacién obtenida en el test de laberintos.
Estos descubrimientos también concordarian
con los encontrados por Kamel y col. (2003),
quienes sefalan que es necesario un tiempo
de exposicion prolongado (diez anos) para que
los efectos de deterioro producido por los pla-
guicidas puedan ser observados en adultos.
Es quizas por ello que, en nuestros nifios, hay
algunas pruebas que aun no muestran el efec-
to nocivo de estos plaguicidas. Sin embargo
en la prueba que evalua visomotricidad, a pe-
sar de trabajar con nifios en su mayoria me-
nores a diez afos, y por ende con menos de
diez afos de exposicion a los plaguicidas, se
observé un claro deterioro en dichas funcio-
nes. Esto puede ser determinado por el hecho
de que los nifios podrian ser mas susceptibles
al efecto nocivo de estos plaguicidas sobre el
sistema nervioso, haciendo que el efecto de
deterioro aparezca antes que en los adultos.
Si bien estos resultados estarian acordes con
nuestra hipétesis de partida, hay algunas de-
bilidades en los resultados que nos impiden
asegurar a ciencia cierta que los mismos se
deban a una exposicién prolongada a plagui-
cidas inhibidores de la acetilcolinesterasa. Si
bien se encontré una inhibicion de la actividad
de esta enzima a nivel eritrocitario y plasmati-
co en la poblacidon mas expuesta, en compa-
racion con la menos expuesta; centrandonos
en la localidad de Yuto (la mas expuesta), no
se pudo obtener una correlacion inversa signi-
ficativa entre las actividades de acetilcolines-
terasa y el tiempo de residencia en la zona,
que nos indicaria que a mas tiempo de resi-
dencia mayor exposicion al plaguicida.
Tampoco se observé una correlacion entre la
actividad de las enzimas y la ejecucién en la
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prueba de laberinto, quizas por lo dicho con
anterioridad sobre la juventud de nuestra
muestra en la que, aunque se empiece a ob-
servar el efecto adverso de la posible exposi-
cién a plaguicida sobre la ejecucion visomo-
triz, aln no es contundente.

También es posible que los nifios que no acre-
ditaron vivir mas de cinco afos en Yuto fueran,
en su mayoria, hijos de trabajadores rurales
golondrinas que van de un cultivo a otro, de
una zona a otra, trabajando siempre en la agri-
cultura. Esto justificaria, tal vez la ausencia de
relacion entre los anos de residencia en Yuto
y la disminucion de la actividad de acetilcoli-
nesterasa, pero la exposicién en otras zonas
agricolas de la region explicaria la inhibicién
de la enzima.

Algunos autores han sefialado que las activi-
dades de enzima acetilcolinesterasa no son,
quizas, los biomarcadores mas sensibles para
medir el grado de exposicion cronica a plagui-
cidas, ya que en muchos estudios se obser-
varon claros efectos sobre la cognicion, pero
no habia una reducciéon en la actividad de la
enzima (Farahat y col. 2003; Salvi y col. 2003;
Kamel y col. 2004).

Hay que sefalar que nuestro estudio es un
estudio piloto y es necesario corroborar los
hallazgos obtenidos trabajando con una po-
blacién mas numerosa, asi como el controlar
otras variables que puedan confundir el resul-
tados tales como variables perinatales y en la
nifez (peso al nacer, exposicién a plaguicidas
antes del nacimiento, presencia de anemia);
de exposicién a otras fuentes de intoxicacion
(humo de cigarrillos, plomo, arsénico) o as-
pectos del contexto que se ha observado que
influyen en las funciones cognitivas de los ni-
nos (educacioén de la madre, nivel de estimu-
lacion en el hogar). En esta investigacion se
buscé homogeneizar los grupos al buscarse,
en toda la provincia, lo mas similar posible, en
cuanto a aspectos socio-demograficos y étni-
cos, a la de Bananal en Yuto.

Los resultados presentados, si bien requieren
de un mayor andlisis y un mayor control de
algunas variables, podrian estar senalando la
posibilidad de que la exposicién crénica a ba-
jas dosis de plaguicidas inhibidores de la en-
zima acetilcolinesterasa, ya puedan estar pro-
duciendo dafios sobre algunas funciones cog-
nitivas, tales como la psicomotricidad, en los
ninos expuestos. Es posible también que esos
danos sean dependientes de la duracion de la
exposicién al téxico, por lo que la evidencia
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encontrada nos compromete a trabajar en la
prevencion primaria de este tipo de exposicio-
nes ambientales y en la realizacién de practi-
cas agricolas en ambientes de mayor control
y seguridad para los trabajadores, sus familias
y las comunidades en las que estan insertas.

BIBLIOGRAFIA CITADA

Altamirano J., Franco A., Bovi Mitre M. Pre-
valencia de Plaguicidas y riesgo en las prac-
ticas agricolas de Huacalera-Jujuy. Jornadas
Internacionales de Salud Publica, 23 al 25 de
noviembre de 2005, Cérdoba, publicada en la
revista de Salud Publica (2005): 37. Resumen

Baldi I., Filleul L., Mohammed Brahim B., Fa-
brigoule C., Dartigues J.F., Schwall S., Drevet
J.P, Salamon R., Brochard, P. Neuropsycholo-
gic Effects of Long-term Exposure to Pestici-
des: Results from French Phutoner Study. En-
viron. Health Perspect. 2001;109(8):839-844.

Baldi I., Labailly P., Mohammed-Brahim B., Le-
tenneur L., Dartigues J.F.,Brochard P. Neuro-
degenerative Diseases and Exposure to Pes-
ticides in the Elderly. American Journal of Epi-
demiology. 2003;157(5):409-414.

Barret J.R. Pesticides: Toxic Legacy. Environ.
Health Perspect. 2007;115(4):A190.

Beach J.R., Spurgeon A., Stephens R. Ab-
normalities on neurological examination
among sheep farmers exposed to organo-
phosphate pesticides. Occup Environ Med.
1996;53:520-525.

Bovi de De Pascuale G., Ruggeri M.A., Singh
J. Uso de plaguicidas en la provincia de Ju-
juy. Proyeccion, Publicacién especializada
del colegio de Ingenieros de Jujuy. 1995; Ao
9,19:16-25.

Cocker J., Mason H.J., Garfitt S.J., Jones
K. Bilogical monitoring of exposure to or-
ganophosphate pesticides. Toxicol Lett.
2002;134:97-108.

Ellman G.L., Courtney K.D., Andres V. Jr,
Feather-Stone R.M.A. New and rapid colori-
metric determination of acetylcholinesterase
activity. BiochemPharmacol.1961;Jul;7:88-95.

Eskenazi B., Marks A.R., Bradman A., Harley
K., Barr D.B., Johnson C., Morgan N., Jewell

-23 -



Acta Toxicol. Argent. (2013) 21 (1): 15-24

N.P. Organophosphate Pesticide Exposure
and Neurodevelopment in Young Mexican-
American Children. Environ. Health Perspect.
2007;115(5):792-798.

Farahat T.M., Abdelrasoul G.M., Amr M.M,,
Shebl M.M., Farahat FM., Anger W.K. Neuro-
behavioural effects among workers occupatio-
nally exposed to organophosphorous pestici-
des. Occup. Environ. Med. 2003;60:279-286.

Grandjean P, Landrigan P.J. Developmental
neurotoxicity of industrial chemicals. Lancet.
2006; Dec 16;368(9553):2167-78.

Jamal G.A., Hansen S., Pikington A., Buchanan
D., Gillham R.A., Andel-Azis M., Julu P.O.O., Al-
Rawas S.F., Hurley F., Ballantyne J.P. A clinical
neurological, neurophysiological and neurop-
sychological study of sheep farmers and dip-
pers exposed to organophasphate pesticide.
Occup. Environ. Med. 2002;59:434-441.

Kamel F., Hoppin J.A. Association of Pesti-
cide Exposure with Neurologic Dysfunction
and Disease. Environ. Health Perspect.
2004;112(9):950-958.

Kamel F, Rowland A.S., Park L.P, Anger
W.K., Baird D.D., Gladen B.C., Moreno T.,
Stallone L., Sandler D.P. Neurobehavioral
Performance and Work Experience in Flori-
da Farmworkers. Environ. Health Perspect.
2003;111(14):1765-1772.

Mangone C.A., Genovese O., Abel C. Trastor-
nos cognitivo-conductuales debidos a la ex-
posicion cronica a sustancias téxicas ambien-
tales e industriales. Vertex. 2006;17(65):16-22.

Martos Mula A.J., Figueroa E.N., Rugge-
ri M.A., Giunta S.A., Wierna N.R., Bonillo M.,

Bovi M.G. Diferencias en la ejecucién cogniti-
va y actividades colinesterasa en adolescen-
tes con exposicion ambiental a plaguicidas
en Jujuy (Argentina). Revista de Toxicologia.
2005; 22 (3):180-184.

Miranda J., McConnell R., Wesseling C., Cua-
dra R., Delgado E., Torres E., Keifer M., Lund-
berg I. Muscular Strength and Vibration Thres-
holds Durins Two Years After Acute Poisoning
with Organophosphate Insecticides. Occup.
Environ. Med. 2004;61:4-9.

Misra U.K., Prasad M., Pandey y C.M. A stu-
dy of cognitive functions and event related
potentials following organophosphate ex-
posure. Electromyogr. Clin. Neurophysiol.
1994;34(4):197-208.

Nevermann K.S., Guzman E.Q. Pesticide de-
tection in Costarican vegetables based on
the inhibition of serum and erythrocytic hu-
man cholinesterases. Arch. Latinoam. Nutr.
2004;54(4):444-448.

Ruckart R.Z., Kakolewski K., Bove F.J., Kaye
W.E. Long-term Neurobehavioral Health
Effects of Methyl Parathion Exposure in Chil-
dren in Mississippi and Ohio. Environ. Health
Perspect. 2004;112(1):46-51.

Salvi R.M., Lara D.R., Ghisolfi E.S., Portela
L. V., Dias R.D., Souza D.O. Neuropsychiatric
Evaluation in Subjects Chronically Exposed
to Organophosphate Pesticides. Toxicol. Sci.
2003;72,267-271.

Stephens R., Spurgeon A., Calvert I.A., Beach
J., Levy L.S., Berry H., Harrington J.M. Neu-
ropsychological effects of long-term exposu-
re to organophosphates in sheep dip. Lancet.
1995;345(8958):1135-9

-24 -



Creamos

con Innovacion

‘ En Laboratorios Bagd trabajamos diariamente en
la blisqueda de nuevas respuestas terapeuticas

para ofrecer al cuerpo médico y pacientes,

.
. productos innovadores de Qltima generacidn.
71 patentes obtenidas por investigacidn propia
L
H son fieles testimonios de nuestra mision.

A Bagé Etica al servicio de la salud



Acta Toxicol. Argent. (2013) 21 (1): 26-32

Anticoagulant and factor Xa-like activities of Tityus discrepans scorpion venom
Brazén, Josmary'; Guerrero, Belsy?; D'Suze', Gina; Sevcik, Carlos'; Arocha-Pifiango, Carmen L?

"Laboratorio de Neurofarmacologia Celular, Centro de Biofisica y Bioquimica (CBB). ?Laboratorio de Fisiopatologia Seccién Coa-
gulacion, Centro de Medicina Experimental. Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC). Apartado 20632 Caracas,
1020-A. Venezuela.

*jbrazon@ivic.gob.ve, jbrazon@gmail.com

Recibido: 28 de noviembre de 2012
Aceptado: 23 de abril de 2013

Abstract. Tityus discrepans venom (TdV) produces a variety of haemostatic manifestations including alveoli fibrin deposition and/
or prothrombin and partial thromboplastin time (PT, PTT) alterations in mammals. /n vitro studies have demonstrated that TdV
contains tissue plasminogen activator-like (t-PA), fibrinolytic and plasmin inhibitory compounds and produces platelets activation
through GPVI and a novel Src-dependent signalling pathway. The aim of this study is to describe the initial characterization of
procoagulant and anticoagulant components from TdV. This venom was fractionated by exclusion molecular chromatography
on a Sephadex G-50 column. The eluted material was collected as five fractions called S1 to S5. These fractions and the whole
venom were used to evaluate factor Xa- and thrombin-like activities, fibrinogen degradation, furthermore thrombin- and factor
Xa-inhibitory activities. The results demonstrated that TdV contain components with factor Xa-like activity (procoagulants) as well
fibrinogenolytic compounds present in the fraction S1 and components with factor Xa inhibitory activity in the fractions S4 and
S5 (anticoagulants).

Keywords: Scorpion; Coagulation; Fibrinogen; Factor Xa.

Resumen. El veneno de Tityus discrepans (TdV) produce en mamiferos una variedad de manifestaciones hemostaticas tales
como depositos de fibrina en alveolos y/o alteracion en los tiempos de protrombina y tromboplastina parcial (PT, PTT). Estudios
in vitro han demostrado que el TdV contiene componentes semejantes al activador del plasmindgeno tipo tisular (t-PA), fibrino-
liticos, compuestos que inhiben la actividad de plasmina y ademas componentes que promueven la activacion de plaguetas
a través del receptor GPVI y por una nueva via de sefalizacion dependiente de las Src kinasas. El objetivo de este estudio es
describir la caracterizacion inicial de componentes procoagulantes y anticoagulantes a partir del TdV. Este veneno fue fraccio-
nado por cromatografia de exclusion molecular sobre una columna Sephadex G-50. El material eluido fue colectado en cinco
fracciones denominadas S1 a S5. Estas fracciones y el veneno completo fueron usados para evaluar actividades semejantes a
factor Xa y trombina, degradacion de fibrinégeno, como también la inhibicién de la actividad del factor Xa y de la trombina. Los
resultados demostraron que TdV contiene componentes con actividad semejante al factor Xa (procoagulantes) y compuestos
fibrinogenoliticos presentes en la fraccion S1, ademas de componentes con actividad inhibitoria del factor Xa presentes en la
fraccion S4 y S5 (anticoagulantes).

Palabras claves: Escorpion; Coagulacion; Fibrindgeno; Factor Xa.

INTRODUCTION

Many animal venoms act on the human hemo-
static system as procoagulants or anticoagu-
lants. The procoagulant components cause
activation of the coagulation system and can
induce a massive consumption of coagulant
factors (Markland 1998a; 1998b; Arocha-Pi-
nango et al. 1999a; 1999b; Reis et al. 2001;
Flores et al. 2006); also some components
promote pro-coagulant response of platelets
by GPVI receptor activation such as Tityus

discrepans venom (TdV) (Brazoén et al. 2011).
However, anticoagulant components may in-
hibit coagulant enzymes such as factor Xa or
thrombin (Markward 1994; Baskova and Za-
valova 2001; Basanova et al. 2002; Motoya-
shiki et al. 2003). Venoms may also cause an
anticoagulant effect due to fibrinogen or fibrin
degradation related with serine- or metallo-
proteases (Markland 1998a; 1998b; Pinto et
al. 2004; Serrano and Maroun 2005; Swenson
and Markland 2005).
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Tityus discrepans venom contains anticoagu-
lant and procoagulant components which pro-
duce alterations of the partial thromboplastin
time (PTT) and prothrombin time (PT) (Brazén
et al. 2008). Furthermore, discreplasminin an
antifibrinolytic compound has been isolated
from TdV (Brazén et al. 2009). The purpose
of this study is to describe the initial charac-
terization of procoagulant and anticoagulant
components from TdV. In this paper, we evi-
denced the presence of procoagulant com-
ponents showing factor Xa-like activity, while
the anticoagulant components inhibited the
factor Xa activity and degraded the fibrinogen
molecule.

MATERIALS AND METHODS

Animals, venom and purification

Tityus discrepans scorpions were collected
in the areas surrounding Caracas, Venezuela.
Adult scorpions (~100) were kept alive in a lab-
oratory with food and water ad libitum. Venom
was extracted from them once a month. The
animals were immobilized with CO, and the
venom extraction was by electrical stimulation
with pulse 50 V at 60 Hz for 100 milliseconds.
The venom was dissolved in double distilled
water and centrifuged at 15,000 g for 15 min
at 4 °C to remove the insoluble materials. The
supernatant was lyophilized and stored at — 80
°C until used. The protein concentration was
estimated by spectrophotometry assuming
that 1 unit of absorbance/cm of path length
at 280 nm corresponds to 1 mg protein/ml
(D'Suze et al. 1996). This venom was fraction-
ated by exclusion molecular chromatography
on a Sephadex G-50 column (1x200 cm) equiil-
ibrated and eluted with 20 mM ammonium ac-
etate, pH 4.7, with a flow rate of 0.25 ml/min.
Proteins were detected at 280 nm.

Anticoagulant activity

The fibrinogenolytic activity described by Sala-
zar et al. (2007) was used to determine the an-
ticoagulant activity of crude venom and frac-
tions. The human fibrinogen solution (in 0.05
M imidazole-0.15 M NaCl, pH 7.4 buffer) was
incubated with TdV for 24 h at 37 °C, at 0.1/30;
0.25/30; 0.5/30; 1/30 and 5/30 ug venom/ug
fibrinogen ratios. Fibrinogen degradation (mol-
ecule or chains) was visualized by SDS-PAGE
under non-reducing or reducing conditions,
respectively, using Tris-Tricine-system on 5
and 7.5% gel (with 49.5% acrylamide/3% bis-
acrylamide) (Schagger and Jagow 1987).
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Residual coagulant activity of fibrinogen pre-
treated with TdV or fraction S1, was determi-
nate by the thrombin time method (TT) (Austen
and Rhymes 1975). Briefly, a mixture of 0.1 ml
of 0.05 M Tris-HCI buffer, pH 7.4 (coagulation
buffer) plus 0.1 ml of 0.3 % human fibrinogen
(in coagulation buffer) treated or not with ven-
om or fraction S1 for 24 h at 37°C and at a
1/30 ratio, was incubated in a borosilicate tube
(10x75 mm). Then, 0.1 ml of thrombin solution
(in coagulation buffer-2.5 IU/ml) was added,
thoroughly mixed at 37°C and clotting time re-
corded in seconds. Tests were performed three
times and the median clotting time calculated.
The results were expressed in seconds.
Anticoagulant effect of Tityus discrepans also
was evaluated using factor Xa or thrombin as
substrates. The enzymes, factor Xa (0.3 nKcat/
pl) or thrombin (0.01 1U/ml) were incubated at
37 oC for 30 min with different concentrations
of TdV, S1 to S5 fractions. Then, the amido-
lytic activity at 405 nm was evaluated follow-
ing the method of Guerrero et al. (1992), using
S-2222 or S-2238 chromogenic substrate (0.8
mM and 0.6 mM, final concentration), respec-
tively. The activity was expressed as UA/min/
Hg. The enzymes incubated with buffer were
used as positive controls.

Procoagulant activity

Tityus discrepans venom coagulant activity
was evaluated using S-2222 and S-2238 chro-
mogenic substrates, which determined the
factor Xa or thrombin-like activities. A mixture
of 80 pl of 50 mM Tris-HCI buffer, pH 8.4, 10
pl of sample venom (1 - 10 pg/ul) and 10 pl of
substrate (0.8 mM S-2222 or 0.6 mM S-2238,
final concentration) were placed in each well
of 96 well polystyrene plates. After incubating
at 37 °C for 30 min, the absorbance at 405 nm
was measured. One unit of amidolytic activ-
ity was expressed as UA/min/pg. Furthermore,
factor Xa-like amidolytic activity was assayed
in the presence of protease inhibitors. Prior to
the assay, TdV or its fractions were incubated
for 30 min at 37 °C, with each protease inhibi-
tors using 10 mM 1,10 phenanthroline, 10 mM
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA-Na), or
10 mM bis(2-aminoethyl) tetraacetic acid (EG-
TA-Na) as metalloprotease inhibitors; 10 mM
benzamidine, 1 pg/pl soybean trypsin inhibitor
(SBTI) or 100 Ul/ml aprotinin as serine prote-
ase inhibitors; and 0.1 mM iodoacetic acid as
cysteine protease inhibitors.
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Statistical analysis

Data were processed using nonparametric sta-
tistical procedures. Data were expressed as me-
dians and their 90% confidence intervals (Cl) with
n=3, calculated by Hollander and Wolfe 1973.

RESULTS

Tityus discrepans venom was fractionated on
Sephadex G-50 column and the eluted mate-
rial was collected as five fractions called S1 to
S5 (Figure 1A).

The proteases present in TdV induced a slight
increase of fibrinogen electrophoretic mobil-
ity when a TdV/fibrinogen ratio > 0.5/30 was
used; this effect was greater at a ratios > 1/30.
At the same conditions was also evidenced a
fibrinogen Aa-chains degradation; whereas B3
and y chains were unaffected (not shown). The
ratio 1/30 was used to evaluate the effect of
TdV on fibrinogen molecule/chains at different
incubation times. An increase in electropho-
retic mobility of fibrinogen at times > 16 h was
observed. Fibrinogen Ao chains degradation
started after 2 h of incubation with TdV and the
effect was completed 24 h later. The Bf and y
chains degradation did not was observed in
these conditions (not shown). Fibrinogen incu-
bation for 24 h at 37 °C with TdV or with Sep-
hadex G-50 fraction S1 (ratio 1/30), under non
reducing conditions produced an increase in
fibrinogen electrophoretic mobility (Figure 1B,
lanes 2 and 3). Under reducing conditions, TadV
only degraded fibrinogen Aa-chains, however
fraction S1 degraded both Aa. and Bf chains,
generating degradation fragments with molec-
ular weights < 31 kDa (Figure 1C, lanes 2 and
3). S2 to S5 fractions had no effect on fibrino-
gen molecule or chains (Figure 1B and 1C).
The fibrinogen coagulant activity residual af-
ter treating with either TdV or fraction S1 (at
a 1/30 ratio) was evaluated using the TT. The
results showed that TT is prolonged as the fi-
brinogen incubation time with TdV or fraction
S1 increases (not shown).

In relation to factor Xa or thrombin amidolytic
activity, the results showed that hundred mi-
crograms TdV increased the factor Xa activity
(0.3 nKcat/pl) from 758.70 to 864.93 (864.92-
864.96) UA/min/ug and this effect was more
pronounced with fraction S1 (100 pg), observ-
ing an amidolytic activity increase from 758.70
to 998.73 (998.71- 998.77). In contrast, frac-
tions S4 and S5 inhibited the factor Xa activ-
ity in 56.11 and 16.17%, respectively (Table 7).
TdV did not modify the thrombin amidolytic
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Figure 1. Tityus discrepans venom (TdV)
chromatography and fibrinogenolytic activity of
TdV and its Sephadex G-50 fractions. (A) TdV (100 mg/
ml) was passed through a Sephadex G-50 column (1 x 200
cm), with 20 mM of ammonium acetate, pH 4.7, detecting at
OD 280 nm with a 0.25 ml/min flow rate. Five fractions were
obtained (S1-S5). (B) Fibrinogen molecule degradation (30 ug)
by TdV (1 pg) or by its fractions (1 pg) after 24 h incubation at
37 °C was visualized by SDS-PAGE using Tris-Tricine-system
on 5% gel under non reducing conditions. (C) Fibrinogen
chains degradation (30 pg) by TdV (1 pg) or by its fractions
(1 pg) after 24 h incubation at 37 °C was visualized by SDS-
PAGE using Tris-Tricine-system on 7.5% gel under reducing
conditions. 1.- Fibrinogen (Fg) control. 2.- Fg + TdV. 3.- Fg
+ S1.4.- Fg + S2. Fg + S3. Fg + S4. Fg + S5. Fibrinogen
consists of three polypeptide chains Aa, Bf and y. Standard
proteins were used as a reference to determine the molecular
weight. The gels were stained with R-250 Coomassie Blue.
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activity (data not shown). These results sug-
gested the existence in TdV of a factor Xa-like
activity and a factor Xa inhibitory activity which
are present in the fraction S1 (procoagulant
activity) and S4 and S5 (anticoagulant activity).
The results also evidenced a direct amidolytic
activity with TdV due to 10 pg crude venom
hydrolyzed S-2222 substrate with an amido-
lytic activity of 19.80 (19.79-19.81) UA/min/
Mg (Table 7). This effect was more pronounced
with 100 ug crude venom and the activity was
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of 106.23 (106.23 - 106.24) UA/min/pg. Fur-
thermore, the amidolytic activity was enriched
four times in fraction S1 (Table 7). Fractions S2
- S5 had no hydrolyzed the S-2222 substrate
(Table 1). This amidolytic activity was reduced
by > 58% in presence of serine protease in-
hibitors such as benzamidine or SBTI (fac-
tor Xa specific inhibitor) (Table 7). In contrast,
EDTA, EGTA, phenanthroline, iodoacetic acid
or aprotinin did not modify this activity (data
not shown).

Table 1. Factor Xa-like and Factor Xa inhibitory activities of TdV and its Sephadex G-50 fractions.
Factor Xa-like activity was measured by an amidolytic micromethod (S-2222 substrate) in presence
or absence of protease inhibitors. To evaluate the effect of TdV or its fraction on factor Xa activity was
incubated for 30 min at 37°C factor Xa (0.3 nkat/pl) with TdV or Sephadex-G50 fractions. Data were
expressed as median and its IC at 90% confidence, n = 3, ND = No determined. Benz: Benzamidine.

Action of TdV and its fractions on factor Xa activity

Sample (10 pL) Amidolytic activity % inhibition
(S-2222) UA/min/ug

FXa (0.3 nKcat/pL) 758.70 (758.69-758.72) 0.00

FXa + TdV (10 pg) 545.64 (545.63-545.66) 28.08

FXa + TdV (50 ug) 670.63 (670.62-670.65) 11.61

FXa + TdV (100 ug) 864.93 (864.92-864.96) 0.00

FXa + S1 (100 pg) 998.73 (998.71-998.77) 0.00

FXa + S4 (100 pg) 333.00 (332.98-333.10) 56.11

FXa + S5 (100 pg) 636.02 (636.00-636.04) 16.17
Factor Xa-like activity

Sample (10 pL) Amidolytic activity % inhibition
(S-2222) UA/min/ug Benz SBTI

TdV (10 pg) 19.80 (19.79-19-81) N.D N.D

TdV (50 pg) 78.60 (78.59-78.63) N.D N.D

TdV (100 ug) 106.23 (106.23-106.24) 65.63 58.60

$1 (100 ug) 404.08 (404.08-404.10) 88.50 78.41

In addition, nor TdV neither the chromato-
graphic fractions showed thrombin-like ami-
dolytic activity.

DISCUSSION
Scorpions using their venom to defend them-

selves from predators or to capture their prey;
their venoms are complex mixtures of biologi-
cally active components over different types of
organisms, such as bacteria, insects, fungi and
mammals (D’Suze et al. 2004a; 2004b; Diaz et
al. 2009; Joya et al. 2011). Scorpion venoms
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are generally not known to have the ability
to produce hemostatic alterations. However,
there are exceptions as Centruroides sculp-
turatus (Watt et al., 1974; Longenecker and
Longenecker 1981), Buthus tamulus (Devi et
al. 1970; Reddy et al. 1972), Buthus marten-
sii (Song et al. 2005) and Tityus discrepans
(D'Suze et al. 2003; 2004b; Brazén et al. 2008;
2009; 2011) that their venoms, in case of se-
vere envenoming perturb the mammal hemo-
static system. The relevance of components
with action on haemostatic system (platelet,
coagulation and fibrinolysis) in scorpion ven-
oms is not clear. However, the presence of
these components has pathophysiologic im-
plications severe in the scorpion envenoming.
The results of fibrinogenolytic activity indicate
that TdV contains fibrinogenases that induce
fibrinogen degradation associated with an an-
ticoagulant effect. Similar components were
isolated from snake venoms, such as ancrod,
this compound is medically important as ther-
apeutic agents (Swenson and Markland 2005).
On the other hand, the results of this study indi-
cated the presence of anticoagulant components
with factor Xa inhibitory activity in TdV, which are
responsible of the previously described PTT and
PT prolongation (Brazon et al. 2008).
Furthermore, this venom produces a factor
Xa-like activity (procoagulant activity) which
was found in fraction S1; this finding is con-
sistent with the synergism in amidolytic activ-
ity observed when commercial factor Xa was
incubated with either TdV or fraction S1. Prob-
ably, the components with the factor Xa-like
activity present in the venom and S1 induced
the previously described PTT shortening
(Brazén et al. 2008). The benzamidine or SBTI
effects on the venom amidolytic activity, sup-
ports the notion that a serineproteases with
factor Xa-like activity exists in T. discrepans
venom. Additionally, the TdV did not hydrolyze
the S-2238 substrate. These results indicate
the absence of thrombin-like activity in venom
(data not shown).

We have shown that TdV, in addition to t-PA-
like compounds and discreplasminin, a plas-
min inhibitor (Brazén et al. 2009), also contains
anticoagulant compounds able to inhibit factor
Xa amidolytic activity and to induce fibrinogen
degradation. Our results also demonstrated
the existence of a procoagulant activity which
was similar to factor Xa. All these compounds,
per se or in combination, could explain the al-
terations of PT and PTT (Brazén et al. 2008)

as well as the fibrin deposits observed in lung
alveoli from experimentally envenomed mam-
mals (D’Suze et al. 2004b).

The most dangerous complication induced
by TdV is the “scorpion venom respiratory
distress syndrome (SVRDS)”. Our group has
demonstrated that this complication started
by neutrophil lung infiltration and sequestra-
tion, with important fibrin deposition as the
last step of a cascade reaction where leuko-
cytes activation products are involved (D’Suze
et al. 2003). However the pathophysiology of
SVRDS is complex and cannot be entirely at-
tributed to the unregulated leukocytes activa-
tion products, SVRDS may in part be associ-
ated with the procoagulant components found
in TdV. These are not abundant, < 1% of the
venom, but are able to produce coagulation
disorders both in scorpionism patients as well
as in vitro studies (Brazén et al. 2008; D’Suze
et al. 2003, 2004). Perhaps venom procoagu-
lant components act in a synergistic form with
neutrophil procoagulant products enhancing
fibrin clots formation. These critical questions
wait for answers from ongoing studies.

This investigation has motivated the further
purification and physiological characterization
of the compounds responsible of the haemo-
static alterations reported here. These com-
pounds are very interesting due its biotechno-
logical applications on clinical disorders asso-
ciated with the fibrinolytic system and coagu-
lation, it is mandatory to determine their action
mechanisms, physiological effects and phar-
macokinetic parameters.
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Resumen. El cadmio (Cd) es un metal que se encuentra principalmente en la corteza terrestre y siempre se presenta en com-
binacion con el zinc. Es ampliamente utilizado en la industria. Se considera un contaminante y es liberado al ambiente como
subproducto de la extraccion de cobre, hierro y zinc. La exposicion al Cd puede producir una variedad de efectos adversos tanto
en el humano como en los animales. Una vez absorbido se acumula en el organismo por tiempos largos. Dependiendo de la
dosis, fuente y tipo de exposicion puede dafar varios érganos como el higado, rifién, pulmén, hueso, testiculos y placenta. Los
seres humanos estan expuestos al Cd principalmente a través de la ingesta de alimentos, del humo del cigarro, asi como del
agua y aire contaminados con el metal. La entrada de Cd a las células no es uniforme en todos los sistemas y puede ser mediada
por transporte pasivo o activo, o por canales de calcio. Se considera que uno de los mecanismos de toxicidad de este metal es
debido, en parte, a las especies reactivas de oxigeno, las cuales pueden actuar como segundos mensajeros y por tanto alterar
diferentes vias de sefalizacion. Por todo lo expuesto el objetivo de esta revisidn es analizar los efectos del Cd sobre la salud, asi
como sobre la respuesta celular y molecular.

Palabras clave: Cadmio; Metalotioneina; Especies reactivas de oxigeno; Cascadas de sefalizacion.

Abstract. Cadmium (Cd) is a metal found in the earth’s crust, always as part of several, mainly zinc-rich, ores. Cd is considered
as an environmental pollutant, it is widely used in the industry. It coexists with other metals and its release into the environment is
carried out in parallel with the release of copper, iron and zinc. Cd is known to have numerous undesirable effects on health in both
humans and animals. Once absorbed, it is efficiently retained in the body, where it accumulates throughout life. Depending on the
dose, source and type of exposure it could damage several organs as the liver, kidney, lung, bones, testes and placenta. Impor-
tant sources of human intoxication are food, cigarette smoke as well as contaminated water and air. Cd cell uptake is not uniform
across all systems. This could be mediated by passive or active transport, or via calcium channels. It is known that the toxicity
produced by this metal is due, in part to reactive oxygen species, which could act as second messengers that may alter different
signaling cascades. The aim of this review is to analyze the effects of Cd on health, as well as on cellular and molecular response.

Key words: Cadmium; Metallotionein; Reactive oxygen species; Signaling pathways.

INTRODUCCION

El cadmio (Cd), es un metal pesado que se
obtiene como subproducto del procesamiento
de metales como el zinc (Zn) y el cobre (Cu).
Se acumula en el ambiente como resultado
de las actividades industriales (Farkas y col.
2007; Pan y col. 2009), que involucran la fa-
bricacion de baterias niquel-cadmio, la que-
ma de combustibles fésiles, la generacion de
polvos por el proceso de fabricacion de ce-
mento y fertilizantes fosfatados. Se utilizan
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pigmentos a base de Cd para crear tintes, pin-
turas, plasticos y ceramica. Estas actividades
industriales son consideradas como una gran
fuente de emision a la atmédsfera y de conta-
minacion para mantos acuiferos y suelos. Los
rios contaminados con Cd pueden irrigar tie-
rras de cultivos, ademas de que el Cd es ca-
paz de combinarse con otros elementos y for-
mar compuestos tales como cloruros, 6xidos,
sulfuros y de esta manera unirse fuertemente
a las particulas del suelo. A nivel mundial se
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ha estimado que el uso de Cd en la actividad
industrial se ha incrementado de 18400 tone-
ladas en 2003 a 20400 toneladas en el 2007
(Moulis y Thévenod 2010). Se considera que la
mayor cantidad de Cd en el suelo proviene del
uso de fertilizantes de fosfatos para la agricul-
tura, lo cual produce que se acumule a lo largo
de la cadena alimenticia en plantas y anima-
les. Es por ello que la Agencia para Sustancias
Toxicas y Registro de Enfermedades (ATSDR),
tiene al Cd catalogado entre los 275 materia-
les mas peligrosos (ATSDR 2007). Moulis y
Thévenod (2010), mencionan que la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) ha
establecido algunas medidas preventivas para
disminuir la contaminacion por Cd del medio
ambiente y la transferencia a través de la ca-
dena alimenticia hasta el ser humano. Estas
medidas, involucran reducir la disponibilidad
de Cd en el suelo y las plantas mediante la
neutralizacién de acidez del suelo; ademas de
mantener una dieta rica en hierro para que la
absorcion intestinal de Cd se reduzca. La ex-
posicion crénica al Cd puede causar efectos
adversos en rifidn, higado, pulmén, pancreas,
testiculos, placenta y hueso (Satarug y col.
2010); sin embargo este metal puede disparar
mecanismos adaptativos, asi como generar
especies reactivas de oxigeno (ERO) que ac-
tuan como mediadores de sefalizacién celular
y respuesta anti-apoptética. Esta respuesta
tiene importancia médica ya que este tipo de
exposicidn se ha asociado con varios tipos de
canceres (Liu y col. 2009). Basado en estudios
epidemiolégicos y experimentales, la Agencia
Internacional de Investigacién sobre el Cancer
(IARC), ha clasificado al Cd como un carcino-
génico en la categoria | (IARC 1993). Es por
ello que el objetivo de esta revisidn es analizar
los efectos del Cd en la salud, asi como sobre
la respuesta celular y molecular.

EFECTOS EN LA SALUD

Los efectos de la toxicidad por Cd dependen
del tipo de exposicion, ya sea a través de la in-
halacién de aire contaminado, particularmen-
te cerca de fundidoras y las incineradoras o
del humo del cigarro, consumo de alimentos
y agua contaminados. Ademas la deficiencia
de metales esenciales como el hierro (Fe), Cu,
Zn y calcio (Ca) en el cuerpo humano facilita
la absorcion de Cd, por lo tanto sus 6érganos
blanco son el rindn (especialmente la corteza
renal), higado, pulmén, hueso y placenta. Se
estima que entre un 10-50% de Cd se absorbe

en pulmén, mientras que a nivel gastrointesti-
nal la absorcion es del 8%. Asi, en fumadores,
se ha encontrado que la concentracion de Cd
en la sangre es de 1-4 ug/l, un valorde 4 a 5
veces mas alto que en los no fumadores. Se
sabe que un cigarro contiene entre 0,5-3 ug de
Cd por gramo de tabaco, dando como resul-
tado una absorcion de 3 pg diarios por via res-
piratoria. Ademas del tabaco, alimentos como
mariscos tienen altas concentraciones de Cd
(Storelli 2009; Ololade y col. 2011). EI Cd asi-
milado, es captado por el higado donde forma
complejos con pequenos péptidos como el
glutation (GSH) (Cd-GSH) o con proteinas de
bajo peso molecular como la metalotioneina
(MT) (Cd-MT) y es secretado en la bilis o bien
liberado a la circulaciéon. Estos complejos son
una forma importante de transporte y almace-
namiento del metal dentro del organismo, ex-
plicando asi su larga vida bioldgica entre los
10-30 anos (EFSA 2009).

Inflamacién

La exposicidén al Cd, ya sea ocupacional o
ambiental, esta asociada con inflamacion. La
respuesta inflamatoria inducida por el Cd, in-
volucra la produccion y liberacion de citocinas
tales como la interleucina-1p (IL-1p), interleu-
cina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8) y el factor
de necrosis tumoral-a (TNF-a) (Bakshi y col.
2008; Kataranovski y col. 2009; Lag y col.
2010). Se conoce que la respuesta mediada
por el TNF-a, involucra la infiltracion de cé-
lulas inflamatorias, la generacién de ERO y la
regulacion de la expresidn de otras citocinas.
Lag y col. (2010), encontraron un comporta-
miento diferencial en la expresion y liberacion
de citocinas en fibroblastos, células epiteliales
y macrofagos de pulmon de ratas expuestas a
Cd. El Cd puede inducir inflamacién, pero las
bases moleculares no se conocen con exacti-
tud. Se ha propuesto que las MAPK (proteinas
cinasas activadas por mitégenos), especifica-
mente la cinasa regulada por sefales extrace-
lulares 1y 2 (Erk 1/2) y la p38 estan involucra-
das en la induccién del TNF-a en monocitos
y macrofagos expuestos a Cd (Haase y col.
2010). Cormet-Boyaka y col. (2012), demos-
traron que la secrecién de IL-8 en células epi-
teliales alveolares expuestas a Cd, disminuye
cuando se inhibe la expresién de la Erk 1/2
con el RNA de silenciamiento o de interferen-
cia (siRNA). Recientemente, se ha determina-
do que la activacién del receptor del factor de
crecimiento epidermal (EGFR) contribuye a la
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respuesta inflamatoria que el Cd induce en
células de pulmén (A549) de origen humano
(Kundu y col. 2011). Asimismo, el Cd activa
varios factores de transcripcion, tales como
la proteina activadora-1 (AP-1) (Souza y col.
2004b) y el factor nuclear-kB (NF-«xB) (Freitas y
Fernandes 2011), que estan involucrados en la
expresion de varios mediadores inflamatorios.

Rinén

El Cd es nefrotéxico (L'/Azou y col. 2007) y el
dano renal se manifiesta con proteinuria (No-
gué y col. 2004), que se determina por un in-
cremento de proteinas de bajo peso molecu-
lar como transferrina, albumina, N-acetil-p-D-
glucosaminidasa (NAG) y f2-microglobulina en
la orina que son utilizadas como marcadores
de dafno renal. La continua exposicion a Cd,
ademas de causar disfuncién tubular, también
puede progresar a dafio glomerular con una
disminucion en la filtracion glomerular (GFR)
(Mortensen y col. 2011). Ademas de la pro-
teinuria, el Cd también puede provocar nefro-
toxicidad severa que se manifiesta como glu-
cosanuria, aminoacidonuria e hipercalciurua.
Recientemente, se ha determinado que la toxi-
cidad renal por el Cd, puede estar relacionada
con el incremento en los niveles de la enzima
sintetasa de oxido nitrico (NOS) que afecta la
fisiologia del 6rgano (Soyupek y col. 2011). La
NOS es la responsable de la sintesis de Oxi-
do nitrico (ON) que puede reaccionar con el ra-
dical libre anién superoxido (O,), generando
peroxinitrito (ONOO-) que produce toxicidad
celular. La exposicién al Cd también ha sido
asociada con el desarrollo de osteoporosis. El
grupo de Cheny col. (2009) encontré que el Cd
disminuye la viabilidad celular, inhibe la forma-
cién de hueso y la actividad de fosfatasa alca-
lina en osteoblastos de rata. Un estudio recien-
te, demostré que existe una correlacién entre
la densidad mineral 6seay una disfuncién renal
causada por el Cd (Chen y col. 2011).

Cancer

Se ha asociado la exposicién a Cd con una alta
mortalidad por cancer (Akesson y col. 2008).
Recientemente, se ha identificado que el Cd
regula la expresién del gene AEG-1, cuya pro-
teina codificada podria ser importante para el
desarrollo del tumor, progresion y metéstasis
a través del factor NF-xB en células de cancer
de mama (MDA-MB231) (Luparello y col. 2012).
Sin embargo, el mecanismo molecular carcino-
génico del Cd no se conoce con exactitud.
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INGRESO CELULAR

La entrada de Cd a la célula puede llevarse
a cabo por diversas vias, dependiendo del
tipo celular y de las condiciones fisiologicas.
Es por ello que los mecanismos responsables
de la acumulacién se deben a la competen-
cia que el Cd genera con metales esenciales
como el Cu, Zn, Cay Fe que tienen un sistema
de transporte especifico. Fotakis y Timbrell
(2006), senalan que una tercera parte del Cd
entra al hepatocito por canales de Ca vy sugie-
ren que la presencia de antagonistas de ca-
nales de Ca como la nifedipina y verapamilo,
reducen la entrada de Cd, confirmando una
interferencia con el transporte de Ca. Debido
a que el Ca y Cd tienen un radio io6nico y car-
ga similar se puede explicar por qué los dos
elementos tienen rutas similares de entrada
en la célula (Fotakis y Timbrell 2006). El Fe es
transportado por la proteina transportadora 1
de metales divalentes (DMT1) o por la proteina
transportadora 8 relacionada a Zn y Fe (ZIP8).
Dichas proteinas son utilizadas por el Cd para
su entrada a la célula. Esto fue demostrado
en las lineas celulares epiteliales derivadas
de pulmoén humano (H441 y A549) que fueron
expuestas a Cd, encontrandose incrementa-
do tanto la acumulacién de Cd, como la ex-
presion de los transportadores Zip8 y DMT1
(Mantha y col. 2011). Lo antes dicho se apoya
en experimentos con células basodfilas (RBL-
2H3) de rata, transfectadas con el siRNA para
disminuir la expresion del transportador ZIP8,
demostrando una reduccién en la entrada de
Cd (Fujishiro y col. 2011). Recientemente se
demostrd, que en células epiteliales de pul-
mon, el Cd incrementod, tanto el ARNm como
la expresién del transportador ZIP8 de mane-
ra dependiente del factor NF-kB (Napolitano
y col. 2012). Por otro lado, el grupo de Wolff
y col. (2011) evalué la participacién del fac-
tor-1-ADP-ribosilacién (Arf1), en la entrada de
complejos metal-proteina incluyendo el com-
plejo Cd-MT. El Arf1 es una proteina que par-
ticipa en la regulacion del trafico vesicular y la
sobre-expresion del mutante Arf1 en células
renales esta relacionada con la reduccion en
la toxicidad inducida por el complejo Cd-MT.
El Cd también puede formar complejos con el
GSH, a nivel de sus grupos sulfhidrilo (-SH) y
por medio de transportadores especificos, pa-
recidos a las proteinas de resistencia a dro-
gas 1y 2 (MRP1, MRP2), se puede transportar
el Cd-GSH al medio extracelular. En células
derivadas de intestino humano (TC7), se de-
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termind un mecanismo para el transporte de
Cd en la membrana basolateral y se sugirio la
participacion de las MRP1 y MRP2 (Carriere
y col. 2011). Una vez acumulado, este metal
es capaz de afectar los patrones de actividad
transcripcional y senalizacion celular que pue-
den llevar a respuestas de adaptacion o so-
brevivencia (Thijssen y col. 2007), proliferacion
celular (Liu y col. 2008) o puede culminar en la
muerte celular via apoptosis o necrosis (Zhang
y col. 2010; Brama 'y col. 2012).

ESTRES OXIDATIVO

Varios mecanismos han sido propuestos para
explicar el dafo inducido por el Cd en el orga-
nismo y las ERO son consideradas como me-
diadores importantes en esta respuesta. Se
conocen a las ERO como moléculas radicales
0 no radicales que son consideradas como
agentes oxidantes. Los radicales libres, se ca-
racterizan por tener un electrén desapareado,
lo que los hace muy reactivos, debido a que
tienden a sustraer un electrén de moléculas
estables con la finalidad de alcanzar su estabi-
lidad electroquimica. Las ERO comprenden al:
radical O, -, peroxido de hidrogeno (H,0,), ra-
dical hidroxilo (OH*-) y lipoperdxidos que se
han relacionado con una variedad de enferme-
dades. Estudios han demostrado que el Cd
puede generar ERO de manera indirecta, pro-
vocando dafio en el ADN (Nzengue y col.
2008), en proteinas, en membranas y alteran-
do la cadena de electrones mitocondrial (Bel-
yaeva y col. 2004; Belyaeva y col. 2008; Liu y
col. 2011; Mao y col. 2011). Para explicar el
papel indirecto del Cd en la generacién de los
radicales libres, se ha planteado que este me-
tal puede reemplazar al Fe y Cu en varias pro-
teinas de membrana y citosodlicas como la fe-
rritina, generando un incremento en el radical
OH- via la reacciéon de Fenton. Un estudio
reciente en células C6 (glioma de rata), ex-
puesto con 20 uM de CdCl,, revel6 que la alte-
racion en la homeostasis de Cu, Zn vy la inhibi-
cidon en las enzimas antioxidantes estan invo-
lucradas en el estrés inducido por el Cd (Nzen-
que y col. 2012). La mitocondria es un blanco
intracelular para diferentes estresores, inclu-
yendo el Cd, sin embargo los mecanismos de
dano mitocondrial generados por el metal, no
estan bien definidos. Dorta y col. (2003), men-
cionan una secuencia de eventos para explicar
la alteracion funcional de la mitocondria induci-
da por el Cd: primero, una interaccion del Cd
con los grupos -SH de las proteinas de la

membrana mitocondrial disipando el potencial
de membrana (Ay), que provoca un desacopla-
miento y segundo, una inhibicién de la cadena
respiratoria con la generacion de ERO que
causan lipoperoxidacion mitocondrial. Belyae-
va y col. (2004), proponen que el Cd genera
ERO através de una inhibicion selectiva en los
complejos | y lll de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial. En células de hepato-
ma de rata (AS-30D) tratadas con Cd, encon-
traron un efecto bifasico en la generacién de
ERO; un incremento a tiempos cortos de ex-
posicién y una disminucion a tiempos largos
con altas concentraciones de Cd asi como in-
hibicidén en la respiracion celular y disipacion
del Ay (Belyaeva y col. 2008). Un estudio re-
ciente en células embrionarias humanas de ri-
non (HEK293), propone que el Cd puede indu-
cir disfuncion mitocondrial de manera directa;
incluyendo un incremento en la permeabili-
dad, inhibicion en la respiracién y provocando
estrés oxidativo (Mao y col. 2011). La acumu-
lacién de ERO afecta el potencial de membra-
na mitocondrial y activa una serie de eventos
incluyendo la apoptosis. Por otro lado, se ha
demostrado que el Cd induce la expresion de
la NADPH oxidasa (NOXs) en rinon (Thijssen y
col. 2007), en neuronas (Cheny col. 2011) y la
actividad en hepatocitos (Souza y col. 2009).
Las NOXs son una familia de enzimas trans-
membranales que generan ERO e incluyen:
NOX1, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1y DUOX2.
Las NOXs se activan a través de una serie de
fosforilaciones y de interacciones de la subu-
nidad p22 con proteinas citosdlicas que son la
p40, p47, p67 y una GTPasa Rac. En hepato-
citos (Souza y col. 2009) y en neuronas (Chen
y col. 2011), el Cd induce la produccién de
ERO via la NOX por regular la expresion de la
subunidad regulatoria p47. Se ha relacionado
la actividad de esta oxidasa en la activacion
de ciertas vias de sefnalizacion sensibles al es-
tado redox y un exceso en la produccion de
ERO por las NOXs ha sido implicado en una
variedad de desordenes que resulta en la
muerte celular por apoptosis. El estrés oxida-
tivo inducido por el Cd, causa lipoperoxida-
cion y los lipoperoxidos producidos pueden
reaccionar con el ADN y las proteinas alteran-
do las funciones celulares. En un estudio con
ratas Wistar expuestas a Cd, se evalué la lipo-
peroxidacion, dando como resultado una ele-
vada cantidad de malondialdehido (MDA) e hi-
droperoxidos lipidicos y una disminucion en el
contenido de GSH (Prabu y col. 2010). Se ha
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sugerido que el estrés oxidativo inducido por
el Cd, esta relacionado con la inhibicién de en-
zimas antioxidantes como la catalasa (CAT), la
glutation reductasa (GR), la glutatién peroxi-
dasa (GPX), la ascorbato peroxidasa y la su-
peroxido dismutasa (SOD) dando como resul-
tado la acumulacién de ERO. En la linea celu-
lar (CRL-1439) derivadas de higado de rata
(Ikediobi y col. 2004) y en cultivo primario de
hepatocitos de rata (Liu y col 2011) expuestas
a Cd, encontraron un incremento en la genera-
cién de ROS y una disminucion tanto en el
contenido de GSH como en las actividades de
la GPX, CAT y GR. Por otro lado, en células
neuronales expuestas con 10 uM de CdCl, du-
rante 24 h, se asociaron cambios en la confor-
macion de la superdoxido dismutasa depen-
diente de Cu-Zn (Cu-Zn-SOD) con una dismi-
nucion en su actividad enzimatica y apoptosis
inducida por estrés oxidativo (Huang y col.
2006). Un estudio reciente en la linea celular
derivada de rindbn de mono africano (COS7)
tratada con Cd, reveld una disminucién en la
expresion y contenido de la superoxido dis-
mutasa extracelular (EC-SOD) pero no en las
otras isoenzimas y una reduccion con el inhi-
bidor de la cinasa p38 (SB203580) (Obara y
col. 2011). Con estos resultados concluyen
que la reduccién de la EC-SOD no esta regu-
lada directamente por la cinasa p38 sino en
parte por la activacién o inactivacion de facto-
res de transcripcion que reprimen su trans-
cripcion. Por otra parte, estudios in vitro reve-
lan que el Cd induce el rompimiento de la ca-
dena de ADN (Haldsrud y Krokje 2009), sin
embargo el mecanismo de dafio no estd muy
claro. Nzengue y col. (2008), demostraron en
queratinocitos humanos (HaCaT), que el dafio
en ADN vy los efectos toxicos inducidos por el
Cd, es consecuencia de una disminucion en el
contenido de GSH alterando el estado redox
de la célula. El grupo de Lei y col. (2008), men-
ciona que las transformaciones morfoldgicas
encontradas en células epiteliales de origen
bronquial humano (16HBE) por el Cd, estan
relacionadas con un incremento en la expre-
sion del factor de iniciacion de la traduccién
eucaridtica 3 (elF3). Un estudio reciente en
trabajadores expuestos a Cd, demostré una
correlacion positiva entre la concentracion de
Cd en orina y la expresién de los factor elF3 y
factor de elongacion 156 (eEF-15) (Wei y col.
2012). Estos investigadores sugieren que la
sobre-expresion del factor eEF-15 en sangre,
podria ser usado como un biomarcador mole-
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cular de exposicién poblacional al Cd. Por
otro lado, un estudio en la linea celular K562
derivada de leucemia mieloide humana, sefa-
|6 que el Cd a concentraciones bajas inhibe la
actividad de la DNA topoisomerasa lla. por in-
teraccionar con los grupos -SH de la enzima
(Wuy col. 2011) y que este efecto fue reducido
por el glutatién. Asi mismo, el grupo de Nem-
miche y col. (2011), indicaron que el dafno in-
ducido en el ADN de células Jurkat T derivada
de leucemia linfoide humana, expuestas a Cd
esta asociado mas a la alteracién en la ho-
meostasis redox que al contenido de elemen-
tos traza intracelular. Recientemente en célu-
las epiteliales 16HBE expuestas a Cd, se ha
sefialado un incremento progresivo en la me-
tilacion del ADN con la sobre-expresion de la
enzima ADN metiltransferasa y esto podria ex-
plicar parcialmente la carcinogénesis inducida
por el Cd (Zhou y col 2012). De igual forma, en
higado de rata encontraron que el Cd induce
hipermetilacién del promotor de la caspasa 8
y un incremento en la proliferacion celular. Con
esto explican que el silenciamiento de la cas-
pasa 8 por hipermetilacién resulta en la ausen-
cia de la expresion de la proteina con ausencia
en la muerte celular por apoptosis mediada
por receptor y descontrol en el crecimiento
celular (Wang y col. 2012).

SENALIZACION Y EXPRESION DE GENES

La exposicién al Cd puede alterar varias cas-
cadas de sefalizacién y la expresion de ge-
nes. Sin embargo, los mecanismos molecula-
res que llevan a la desregulacién de genes por
este metal y las alteraciones celulares que
desencadena su toxicidad son poco entendi-
das. Diversos reportes en la literatura han con-
tribuido a ampliar la lista de genes que res-
ponden al Cd; entre ellos los del ciclo celular,
respuesta inmune, metabolismo, oncogenes y
transportadores (Kawata y col. 2007; Badisa y
col. 2008; Yamada y col. 2009; Tokumoto y
col. 2011; Wang y col. 2012). Sin embargo, se
ha determinado que los genes mas expresa-
dos son los relacionados con las metalotionei-
nas (MTs), las proteinas de choque térmico
(Hsp) y la apoptosis. Ademas, se sugiere que
la identificacion de estos genes puede ser
candidata para evaluar el riesgo a la salud por
la exposicion al metal. Las MTs inicialmente
fueron reportadas como proteinas de unién al
Cd, comprenden una familia de proteinas de
bajo peso molecular (6-7 kDa) compuestas de
mas de diez isoformas en humanos. Se en-
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cuentran subdivididas en 4 grupos: MT-I, MT-
Il, MT-1l'y MT-IV, siendo las isoformas MT-l y
MT-1l las mas distribuidas. Las MTs se carac-
terizan por tener en su estructura regiones ri-
cas en cisteina, lo que les confiere una alta ca-
pacidad de union a metales pesados como el
Cd (Ejnik y col. 2010) y proteccion contra el
dano oxidativo. En diversos tipos celulares se
ha demostrado que el Cd induce la expresion
de la MT-I (Urani y col. 2007; Nzengue y col.
2009; Banniy col. 2010) y de su mRNA por RT-
PCR (Mukhopadhyay y col. 2009; Zhang y col.
2012), la cual esta asociada con un mecanis-
mo de resistencia (Honda y col. 2010). La ex-
presién de la MT, puede estar regulada en par-
te por el factor de transcripcién-1 que respon-
de a metales (MTF-1). Estudios indican que el
MTF-1 puede ser fosforilado por la proteina
cinasa C (PKC) o por la cinasa c-Jun N-termi-
nal (Jnk), sin embargo el uso de los inhibidores
de estas cinasas no afectan la union del MTF-
1 al promotor de la MT inducido por el Cd
(Jiang y col. 2004). Ellos sugieren que en esta
regulacion pueden estar involucradas multi-
ples cascadas de senalizacién que pueden
estar cambiando los estados de fosforilacién
del MTF-1. Por otro lado, Li y col. (2008), de-
mostraron por co-inmunoprecipitacion la for-
macioén de un complejo multiproteico formado
por el MTF-1, la histona acetiltransferasa
p300/CBP vy el factor de transcripcion Sp1 en
respuesta al Zn o Cd. Estos autores mencio-
nan que al silenciar p300 con siRNA y por mu-
tagénesis en el dominio de transactivacién del
MTF-1, la transcripcion del gen de MT-1 dis-
minuye. Por otra parte, el grupo de Okumura y
col. 2011, propone que el mecanismo por el
cual el MTF-1 regula la transcripcion del gen
de la MT involucra una rapida exclusion del
nucleosoma del promotor de la MT en res-
puesta al Zn. Recientemente, el grupo de
Zhang y col. (2012), determinaron que el Cd
induce un incremento en los niveles de Zn en
higado y rifidn que se correlaciona con la ex-
presiéon del ARNm y la sintesis de la MT, dan-
dole al Zn un papel positivo. El Zn interacciona
con el factor de transcripcion MTF-1 forman-
do un complejo que se une a elementos ARE
en la region promotora del gen de la MT para
inducir su expresion. Ademas, estudios re-
cientes sugieren que la fosfatasa y tensina ho-
mologo (PTEN), regula la actividad transcrip-
cional del factor MTF-1, ya que una disminu-
cién en el contenido de la PTEN, reduce la ex-
presién de la MT y promueve la sensibilidad a

la toxicidad del Cd (Lin y col. 2012). Otra de
las proteinas que se inducen en respuesta a la
exposicién de Cd es la Hsp70 (Urani y col.
2007; Cardin y col. 2009; Selim y col. 2012)
que se activa rapidamente en respuesta al es-
trés y tiene gran importancia en la proteccion
y tolerancia al Cd. Como molécula chaperona,
la Hsp70 tiene la capacidad para unirse a pro-
teinas en proceso de desnaturalizacion y asi
prevenir su degradacioén. Estudios realizados
en células de hepatoma humano (HepG2)
(Souza y col. 2004b) y fibroblastos de ratén
(NIH3T3) (Ridley y col. 2010), indicaron que el
Cd aumenta la produccion de Hsp70 de ma-
nera dependiente del tiempo de exposicion y
de la dosis (Valbonesi y col. 2008; Gerspacher
y col. 2009) y que las cinasas Erk 1/2 y Jnk
estan involucradas (Nishitai y Matsuoka 2008;
Escobar y col. 2009), confiriéndole proteccion
celular contra el dafno por el metal. Ademas,
sefalaron una represion en la expresion de la
Hsp70 inducidos por el Cd en células trans-
fectadas con el siRNA para las cinasa Jnk,
p38 y Erk 1/2 (Nishitai y Matsuoka 2008). Asi,
se asume que el patrén de expresiéon para la
Hsp70 fue diferente y la induccion de esta
chaperona puede ser considerada como una
respuesta adaptativa inducida por el Cd, per-
mitiendo a las células realizar sus funciones
esenciales para sobrevivir. La produccion de
la proteina Hsp70 es regulada por el factor de
transcripcién de choque térmico 1 (HSF-1)
que se une a elementos de choque térmico
(HSE) localizados en el promotor de la Hsp70.
El HSF-1 se encuentra como un mondémero in-
activo y se activa por fosforilacion en parte por
las MAPK, en respuesta al estrés inducido por
la acumulacién de proteinas dahadas. La acti-
vacion de estas MAPK (Erk 1/2, p38, Jnk) re-
quiere de mecanismos de fosforilacion por las
cinasas MEK, MKK o SEK. Asi, la cinasa Erk
1/2 es fosforilada por las MEK1 y MEK2, la
p38 por MKK3 y MKK®, y la Jnk por SEK1 (co-
nocida como MKK4 y MKK?7). En base a estas
consideraciones, en células de origen embrio-
nario (ES) de ratén, fueron silenciados los ge-
nes para las cinasa SEK1 y MKK7 y expues-
tas a Cd (Nishitai y Matsuoka 2008). Se en-
contré disminuida la fosforilacion del factor
HSF-1 solo cuando las células ES fueron si-
lenciadas para SEK1. Estos resultados sugie-
ren que la cinasa SEK1 puede activar, mien-
tras que la cinasa MKK7 puede suprimir la ac-
tividad transcripcional de la proteina Hsp70, a
través de la regulacién de la fosforilacion del
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factor HSF-1. La hsp70 también puede ser re-
gulada por otros factores de transcripcién
como AP-1 o el Stat-3 (transductor de sefal y
activador de la transcripciéon 3). Esto fue de-
mostrado en células HepG2 que fueron pre-
tratadas con el péptido inhibidor para el Stat-
3, indicando una disminucion en la produccion
de la proteina Hsp70 inducida por el Cd (Sou-
zay col. 2009). Diversos estudios, han demos-
trado que el Cd induce la activacion de AP-1,
Stat-3 y que son regulados por las MAPK. En
células HepG2 expuestas a Cd, se ha reporta-
do que la activacién de AP-1 es dependiente
de la dosis y sensible al estrés oxidante (Sou-
za y col. 2004b). Esta activacion puede ser
mediada por las MAPK (Hsiao y Stapleton
2004; Escobar y col. 2009) o por cambios a
nivel transcripcional de los miembros de la fa-
milia Fos (c-Fos, FosB, Fra-1, Fra-2) inducidos
por el Cd (lwatsuki y col. 2011). En células
HK-2 de origen renal expuestas a Cd se en-
contré un incremento progresivo en la proteina
c-fos y no en su RNAm, sugiriendo una posi-
ble estabilidad en la fosforilacion de c-fos.
Ademas, las cinasas Erk 1/2 y p38 pueden es-
tar involucradas en la regulacion de la expre-
sion de c-fos y en la fosforilacidn de la protei-
na c-Fos (lwatsuki y col. 2011). Se han identi-
ficado seis proteinas de la familia de los Stat;
Stat-1, Stat-2, Stat-3, Stat-4, Stat-5a, Stat-5b,
Stat6 que son activados en respuesta a varias
citocinas, factores de crecimiento y estresores
como el Cd. Estudios en células epiteliales de
rinén (LLC-PK1) y en HepG2, indicaron que la
activacion de Stat3 es dependiente del tiempo
de exposicion, de la dosis (Nakagawa y col.
2007) y que es sensible a las ERO procedente
de la NADPH oxidasa activada por Cd (Souza
y col. 2009). Los Stat son fosforilados en resi-
duos de tirosina por las cinasas Jak (Janus ci-
nasa) o en resina por las MAPK para una maxi-
ma actividad transcripcional. Se ha determi-
nado que la cinasa p38 fosforila al factor Stat-
3 inducido por el Cd en células LLC-PK1
(Nakagawa y col. 2007) y en células HepG2
fue mediada por la Erk 1/2 (Souza y col. 2009).
Asimismo, diversos estudios, han demostrado
que la activacion de las MAPK por el Cd, es
dependiente del tiempo de exposicién (Valbo-
nesi y col. 2009; Ilwatsuki y col. 2011), de la
dosis (Leal y col. 2007) y que es sensible a las
ERO generadas por la NADPH oxidasa (Souza
y col. 2009). Sin embargo, el tiempo en que
permanecen activadas las MAPK, parece ser
importante para la respuesta celular ya sea
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proliferacién, diferenciacion o muerte celular.
Estudios en cultivo de células de pulmén de
rata tratadas con Cd, encontraron un incre-
mento en la activacion de Erk 1/2, p38 y Jnk,
sin embargo la prolongada activacién de p38
parece estar involucrada en el proceso de
apoptosis ya que sélo el inhibidor de p38 dis-
minuy6 parcialmente la apoptosis inducida
por el Cd (Lag y col. 2005). La apoptosis indu-
cida por Cd, involucra vias intrinsecas y extrin-
secas. La via intrinseca es mediada por sena-
les de estrés celular (dafo al ADN) con la acti-
vacion de la caspasa-9 y la extrinseca implica
la activacion de receptores de muerte Fas con
la activacion de la caspasa-8. La caspasa-8 y
9 activan a la caspasa efectora 3y 7, que par-
ticipan en la muerte celular. Por lo tanto, la ge-
neracion de ERO, la alteracién del potencial
de membrana mitocondrial y la activacién de
la caspasa-9, representan los principales ele-
mentos de la via apoptdética mitocondrial. Es-
tudios demuestran que el Cd induce apopto-
sis via caspasas (Pham y col. 2006; Lasfer y
col. 2008; Lawal y Ellis 2011; Brama y col.
2012). El estudio de Pham y col. (2006), revel6
un incremento en la actividad de la caspasa 9
y 3 dependiente del tiempo y la concentracion
de Cd, asi como del factor inductor de apop-
tosis (AIF) en hepatocitos de rata. Ellos sugie-
ren que la apoptosis inducida por el Cd involu-
cra un evento primario dependiente de la mi-
tocondria pero no necesariamente por las
caspasas. Asimismo, el grupo de Kim y Soh
(2009), indicaron que el Cd induce la translo-
cacion de AIF desde la mitocondria al nucleo y
que las ERO son las responsables de este
evento en células de testiculo de rata. Se ha
determinado la participacion de la fosfolipasa
C (PLC) y de las MAPK en la activacion de las
caspasas inducidas por el Cd. Esto fue de-
mostrado en células HEK 293 tratadas con
Cd, encontrando un incremento tanto en el
contenido de Ca como en la actividad de la
calpainay en la activacion de la caspasa 3, los
cuales fueron inhibidos cuando usaron el inhi-
bidor de PLC (U73122). Estos resultados indi-
can que la via de sefalizacion mediada por la
PLC esta involucrada en la apoptosis inducida
por Cd (Lawal y Ellis 2011). Se conoce que la
via de senalizacion mediada por la cinasa Erk
1/2 esta implicada en procesos de prolifera-
cion celular, sin embargo hay estudios que
proponen la activaciéon de esta cinasa con
procesos de apoptosis. Esto fue apoyado por
los estudios realizados por Chen y col. (2008)
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en células de neuroblastoma humano (SH-
SY5Y), en los cuales la inhibicién de las cinasa
Erk 1/2 y Jnk pero no de p38, previene parcial-
mente la apoptosis inducida por le Cd. Por
otro lado, estudios realizados en osteoblastos
que fueron pre-tratados con el inhibidor de la
cinasa Erk 1/2 (PD98058), sefalan una dismi-
nucion en la apoptosis inducido por el Cd (Ar-
bon y col. 2011). Se ha reportado que varios
metales pesados incluyendo al Cd pueden ac-
tivar la via de sefalizacién de la cinasa serina/
treonina mMTOR provocando la muerte por
apoptosis. Los estudios del grupo de Chen y
col. (2008), indicaron que el Cd induce la fos-
forilacién de la cinasa serina/treonina mTOR y
de sus efectores. Ademas, con el inhibidor de
mTOR (ripamicina), se encontré disminuida
tanto la fosforilacién de la cinasa S6K1 como
del factor de iniciacién eucariético de unién a
proteina 1 (4E-BP1) con una inhibicién parcial
de escisién de la caspasa 3. Esto indica que la
sefalizacién por las MAPK y del mTOR esta
asociada a la apoptosis inducida por el Cd
(Chen y col. 2008). Sin embargo, no es bien
conocido el mecanismo mediante el cual los
metales activan a mTOR, pero se propone que
el Cd induce la generaciéon de ERO que contri-
buyen a la activacion de la sefalizacion por
mTOR, lo que fue evaluado por el antioxidante
N-acetil-L-cisteina (NAC) (Chen y col. 2011).
Ademas, el mismo grupo determiné que el Cd
induce la generacion de ERO via la NADPH
oxidasa, que podria estar participando en la
activacion de mTOR, llevando a la muerte ce-
lular, en parte por la activacion de la cinasa
IP3K y por la inhibicién de la fosfatasa PTEN.
En células hepaticas (Xie y col. 2010) y neuro-
nales (Xu y col. 2011), se demostré que el Cd
eleva los niveles de calcio intracelular [Ca*?]i,
induciendo apoptosis por la activacion de las
MAPK'y la cinasa mTOR a través de la fosfori-
lacién de la proteina cinasa Il dependiente de
calmodulina /calcio (CaMKIIl) (Chen y col.
2011) ya que al silenciar la proteina CaMKIl,
disminuye la activacion de la via MAPK/mTOR
y la muerte celular. Por otro lado, el Cd induce
apoptosis a través de la activacion p53. En cé-
lulas JB6 de origen epidérmico de raton, el Cd
incremento la expresion de p53 dependiente
de la concentracion. Ademas, al transfectar
las células JB6 con el siRNA para la cinasa
Jnk1 o Jnk2, la expresion de p53 disminuyd
mas con Jnk2 que con Jnk1, asi como tam-
bién la toxicidad inducida por el Cd (Son y col.
2010). Recientemente, en células epiteliales

de proéstata tratadas con Cd, se relacioné la
inhibicion en la proliferacion celular con la
acumulacion de p53. Ademas, el silenciamien-
to de p53 mediante el siRNA, senalé que el Cd
induce apoptosis y se sugiere que una muta-
cidon en p53, podria contribuir a la resistencia
inducida por Cd en la carcinogénesis (Aimola
y col. 2012). Se ha asociado la apoptosis indu-
cida por el Cd via estrés del RE (Yokouchi y
col. 2008). En células H4-1I-E-C3 derivadas de
hepatoma de rata, se estudiaron los cambios
transcripcionales mediante analisis de microa-
rreglos, encontrando alterados los genes rela-
cionados al estrés del RE y la apoptosis por el
Cd (Permenter y col. 2011). EI RE tiene un pa-
pel muy importante en el plegamiento y trans-
porte de las proteinas, asi como en la regula-
ciéon de Ca intracelular. Sin embargo, si las
funciones del RE son severamente dafnadas,
las células son removidas. El estrés del ER, es
definido como la acumulacion de proteinas
mal plegadas y la respuesta celular a este fe-
nomeno se denomina “respuesta a proteinas
mal plegadas” (UPR) que tiene la funcién de
transmitir la informacion obtenida a través de
los sensores de estrés al nucleo. Esto provoca
una disminucién en la carga proteica que en-
tra al reticulo, asi como un aumento en la ca-
pacidad del reticulo para manejar las protei-
nas mal plegadas y por ultimo si la homeosta-
sis no puede ser restablecida, activar la ma-
quinaria de muerte celular. Tres sensores de
estrés del ER se han identificado en la mem-
brana del RE; una cinasa dependiente de ARN
ligada al RE (PERK), el activador del factor de
transcripcion 6 (ATF-6) y la proteina reclutado-
ra de inositol 1 (IRE1). La apoptosis se puede
dar por la activacion de la via IRE1 y ATF6 que
promueven la expresion del factor de trans-
cripcion Chop (proteina homodloga a C/EBP).
El factor Chop, la cinasa Jnk y las caspasas
han sido involucradas en la activacién de la
apoptosis, ya que Chop disminuye la expre-
sién de la proteina anti-apoptoética Bel2. Estu-
dios con células NIH 3T3, encontraron que el
Cd provoca muerte celular via la activaciéon de
la caspasa-12 (Biagliolo y col. 2008). Mientras
que en células LLC-PK1, el proceso de apop-
tosis provocado por el Cd fue sugerido por el
factor Chop via el ATF6 y por la activacion de
la cinasa Jnk via la IRE1 (Yokouchi y col. 2008).
Un estudio reciente, relaciona al estrés del RE
con la senalizacion mitocondrial en la apopto-
sis inducida por el Cd. En él se ha descrito que
el Cd incrementa la fosforilacion del factor de
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iniciacion de la traduccién eucariética 2 o
(elF2a) y la expresion del factor Chop, indican-
do que la via PERK es activada por el metal.
Asimismo, se indica que Chop promueve la
translocacion de Bax del citosol a la mitocon-
dria provocando la liberacién del citocromo ¢
inducido por el Cd (Ji y col. 2011). Sin embar-
go, dependiendo de la concentracion de Cd, la
célula puede desarrollar respuestas de adap-
tacién a la apoptosis inducida por el metal.
Esto se evalu6 en las células de linfoma huma-
no (U937) que fueron expuestas a dosis bajas
de Cd (Cui y col. 2011). Estos autores sugirie-
ron, que el mecanismo molecular involucrado
en la respuesta adaptativa, es una inhibicion
tanto en la generacion intracelular de ERO
como en la activacion de la cinasa Jnk, asi
como una modulacién en el balance entre la
expresion de proteinas anti-apoptéticas como
Mcl-1 y pro-apoptéticas como Bim. (Figura 7).
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RESPUESTA ANTIOXIDANTE

Las células cuentan con una variedad de anti-
oxidantes enddgenos de tipo enzimatico y no
enzimatico para controlar las ERO generadas
durante el estrés oxidativo. Entre los antioxi-
dantes no enzimaticos tenemos al acido as-
corbico (vitamina C), el a-tocoferol (vitamina
E), la albumina, la MT, el GSH, por mencionar
algunos. El de mayor relevancia y abundancia
en la célula es el GSH que mantiene el esta-
do de 6xido reduccion y es cofactor de en-
zimas antioxidantes como la GPX, GR, GST.
El GSH es considerado como un antioxidante
importante, debido a que ayuda a mantener
los grupos -SH de las proteinas en estado re-
ducido y también ayuda a remover peréxidos
toxicos. En cultivo de hepatocitos tratados
con piridoxina (vit. B6), encontraron incremen-
tado el contenido de GSH y disminuida la lipo-
peroxidacion. Asimismo, las enzimas antioxi-

-NADPH oxidasa Cd
-Inhibicion de SOD, \
CAT, GPX ¥ GR
Disminucion del GSH Estrés del reticule

~Mitocondria endoplismico

L

PERK

@ i et
l l
\

Caspasas IP3KfAkt elF2a
Citocromo C l CaMKIl CHOP
Endonucleasa G InkK
: @ l @ l /
M"e'te CAMBIOS EN LA EXPRESIGON DE GENES Supervivencia
Celular Celular

Cancer

Figura 1. Efecto del cadmio en la sefalizacién y expresion de genes. El Cd propicia la generacion de especies reactivas
de oxigeno (ERO) via la mitocondria o la NADPH oxidasa, pero también por la inhibicién de las enzimas antioxidantes como
la superoxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), glutatién peroxidasa (GPX), la glutatién reductasa (GR) o por la disminucion
en el contenido de glutation (GSH). El Cd activa diferentes cascadas de sefalizacion que son sensibles a las ERO como la
fosfolipasa C (PLC), la proteina cinasa C (PKC), las cinasas activadas por mitégenos (MAPK), cinasa serina/treonina mTOR,

cinasa S6K1, cinasa Il dependiente de calmodulina /calcio (CaMKIl), cinasa dependiente de ARN ligada al RE (PERK),
proteina reclutadora de inositol 1 (IRE1) y la cinasa trifosfato inositol/proteina cinasa B (PI3K/Akt). El dafio en la mitocondria,
asi como el éstres del reticulo endoplasmico y las cascadas de sefializacion, favorecen la activacion de diversos factores de
transcripcién como el factor de transcripcién-1 que responde a metales (MTF-1), factor de transcripcion de choque térmico-1
(HSF-1), transductor de sefial y activador de la transcripcion-3 (Stat-3), proteina activadora-1 (AP-1), factor nuclear-xB (NF-kB),
activador del factor de transcripcion 6 (ATF-6), factor de transcripcion Chop (proteina homologa a C/EBP), factor de iniciaciéon
de la traduccion eucaridtica 2 o (elF2a), factor inductor de apoptosis (AIF) y p53 que inducen la transcripcién de genes blanco
que participan en varios procesos celulares tales como sobrevivencia, proteccién, cancer o muerte celular.
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dantes se recuperaron a niveles control (Wen
y col. 2010). Estudios previos demuestran que
las enzimas antioxidantes como la SOD, CAT,
GPX, GR y GST son determinantes en la res-
puesta celular al estrés oxidativo y protegen a
las células de la apoptosis inducida por el Cd.
En células HEK293 que sobre-expresan GST,
se demostrd una inhibicién en la pérdida del
potencial de la membrana mitocondrial, en la
liberacion del citocromo ¢ y en la activacion
de la caspasa 3, suprimiendo la apoptosis
via las MAPK inducida por Cd (Zhang y col.
2010). Estudios con a-tocoferol, han demos-
trado que colabora contra el estrés oxidante
(Kara y col. 2008) y que revierte la alteracion
metabdlica de los lipidos provocada por el Cd
(Prabu y col. 2010). De igual forma se ha pro-
puesto que el Se y el Zn pueden actuar como
antioxidantes y proteger del dafo inducido
por el Cd. En células estelares de origen he-
patico (CFSC-2G) (Souza y col. 2004a), el Zn
disminuy® la toxicidad inducida por el Cd por
incrementar tanto el contenido de GSH como
del gen de la MT y disminuir la lipoperoxida-
cion. Por otro lado, en ratas tratadas con Se,
se mantuvieron estables los niveles de coles-
terol, triglicéridos, fosfolipidos y acidos grasos
mono Yy poli-insaturados alterados por el Cd
(Newairy y col. 2007) y con el Zn se restau-
raron los niveles de GSH/GSSG y de las en-
zimas antioxidantes SOD, GPX (Jihen y col.
2011). Recientemente, el grupo de Galazyn
y col. (2012), sugirié una correlacion positiva
entre la actividad de la GPX, la concentracion
de Se vy el indice de lipoperoxidacién. De igual
forma, se le ha asignado al magnesio (Mg) un
papel protector, especialmente en los parame-
tros de estrés oxidativo. La administracion de
Mg provocdé una disminucién tanto en el con-
tenido de Cd como en los niveles de ERO y del
MDA. Asimismo, la actividad de la SOD se res-
tableci6é en higado de rata, lo que podria ex-
plicar su efecto positivo (Matovi¢ y col. 2012).
Por otro lado, el NAC puede bloquear la apop-
tosis dependiente de caspasas, por inhibir la
generacion de ERO generado por el Cd (Oh y
Lim 2006) y por incrementar significativamen-
te la viabilidad celular, los niveles de las enzi-
mas CAT, GPX, GR en células hepaticas (Liu
y col. 2011; Odewumi y col. 2011). Se le ha
dado un papel neuroprotector a la melatonina
porque disminuye los niveles de marcadores
de estrés oxidativo como la lipoperoxidacion y
la carbonilacion de proteinas inducidas por el
Cd en cerebro de rata y también incrementa la

actividad de la acetilcolinesterasa (Shagirtha
y col. 2011). Por otro lado, la dexametasona,
una hormona que tiene varios efectos farma-
colégicos, incluyendo anti-inflamatorios, dis-
minuye la formacién de ERO. En cultivo de he-
patocitos, la dexametasona previene el dafio
oxidativo a las membranas y evita cambios en
el cociente GSH/GSSH inducido por el Cd (Fe-
rrigno y col. 2010). Recientemente, el grupo de
Rennolds y col. (2012), demostrd que la curcu-
mina, un antioxidante natural puede tener un
efecto anti-inflamatorio, disminuyendo la se-
crecion de la IL-6 por la via del factor NF-xB y
la secrecion de la IL-8 por la cinasa Erk 1/2 in-
ducido por el Cd en células epiteliales. Recien-
temente, el grupo de Komoike y col. (2012),
determind que el salubrinal suprime el dafo y
la muerte por apoptosis inducida por Cd en
células HK-2 de origen renal humano. Estos
autores sefalan que el salubrinal inhibe la des-
fosforilacion tanto del factor elF2a, como de
las cinasas Jnk, p38 y ademas disminuye la
activacion de la caspasa 3 y de la polimerasa.
Aunque, no se conoce con exactitud el me-
canismo de accion de los antioxidantes, éstos
pueden prevenir o retardar la oxidacion de un
sustrato biolégico y en algunos casos revertir
el dano oxidativo de las moléculas afectadas.

CONCLUSION

El Cd es un metal altamente toxico, por lo tan-
to es considerado como un contaminante am-
biental muy peligroso, porque es utilizado en
la manufactura de productos como pilas, pin-
turas, fertilizantes, galvanizado de tubos, ce-
ramica entre otros. El Cd afecta diferentes teji-
dos y 6rganos como el higado, rifidn, pulmén,
testiculos y hueso. Puesto que estos efectos
traen como consecuencia un problema muy
grave a nivel de salud, se ha tratado de pro-
poner estrategias para evitar la contaminacion
por este metal a nivel mundial. Sin embargo,
el organismo puede activar diferentes casca-
das de sefializacién que estan relacionadas
con respuestas de adaptacién y sobrevivencia
ante la presencia del metal, mecanismos que
dependen tanto del tipo celular como de las
condiciones de exposicion.
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Abstract. Infectious and parasitic diseases like leishmaniasis and Chagas disease have spreading recent decades to places not
observed before. They are considered neglected by desolating poor countries and marginalized pharmacologically. There are not
many options for the treatment and these drugs have shown significant toxicity contributing to the appearance of several side
effects. Research on natural products has been shown to be an interesting alternative to the search for new drugs. Lygodium
venustum is a cosmopolitan fern with latescence habit found on the Chapada do Araripe, considered by some American popula-
tions as a medicinal plant for the treatment of skin diseases, infections, fungal infections and trichomoniasis. This study evaluated
its antiparasitic activity against Trypanosoma cruzi and Leishmania brasiliensis, as well as its cytotoxicity through trials in vitro. We
tested the ethanolic extract and hexane fraction obtained from the leaves of L. venustum at different concentrations. For in vitro
tests of T. cruzi, we used the clone CL-B5 and for L. brasiliensis we used promastigotes. The cytotoxicity assay was performed
with strains of fibroblasts. L.venustum showed no antiparasitic activity clinically relevant in the form of crude ethanolic extractor as
the hexane fraction against Leishmania. The hexane fraction showed an intermediate activity against T.cruzi, but the concentration
of moderate effect has maximum cytotoxicity becoming unfeasible for clinical application. However, the cytotoxicity presented
may be useful in research on antineoplastic activity in tumor cells.

Keywords: Fern; Leishmanicidal activity, Trypanocidal activity, Hexane fraction.

Resumo. Doengas parasitarias infecciosas como leishmaniose e doenca de Chagas tem se difundido nas Ultimas décadas a
locais onde antes ndo se observava sua ocorréncia. Sdo consideradas negligenciadas por assolarem paises pobres e serem
marginalizadas farmacologicamente. O tratamento ndo apresenta muitas opgdes de farmacos e estes demonstram relevante
toxicidade contribuindo para o aparecimento de diversos efeitos colaterais. A pesquisa com produtos naturais tem se mostrado
uma interessante alternativa para a procura por novos farmacos. Lygodium venustum € uma samambaia cosmopolita de habito
lianescente encontrada na encosta na Chapada do Araripe, considerada por algumas populagdes americanas como planta
medicinal para o tratamento de dermatoses, infecgdes, micoses e tricomoniases. Neste estudo foi avaliada sua atividade anti-
parasitaria contra Leishmania brasiliensis e Trypanosoma cruzi, bem como sua citotoxicidade através de ensaios n vitro. Foram
testadas a fragdo hexanica e o extrato etandlico obtido das folhas de Lygodium venustum em diferentes concentragdes. Para
os testes in vitro de T. cruzi, foi utilizado o clone CL-B5 e para Leishmania brasiliensis foram utilizadas formas promastigotas.
O ensaio de citotoxicidade foi realizado com linhagens de fibroblastos. L. venustum ndo apresentou atividade antiparasitaria
clinicamente relevante na forma de extrato etandlico bruto nem como fragdo hexanica contra Leishmania. A fracdo hexanica
apresentou uma atividade intermediaria contra T. cruzi, porém a concentracao de efeito moderado possui citotoxicidade maxima
tornando-se inviavel para aplicagéo clinica. Entretanto, a citoxicicidade apresentada podera ser Util em pesquisas sobre atividade
antineoplésica em células tumorais.

Palavras-chave: Samambaia; Atividade leishmanicida; Atividade tripanocida. Fracao hexanica.

INTRODUCAO genciadas e tém afligido a humanidade desde
Doencas infecciosas que acometem primor- tempos imemoraveis e afetam principalmente
dialmente os paises em desenvolvimento tem comunidades marginalizadas, sem influéncia
sido a causa de morte de milhdes de pessoas politica, em areas remotas, zonas de confli-
em todo o mundo. Estas doencas s&o negli- tos ou favelas urbanas onde ha pouco ou ne-



nhum acesso a saude ou outros servigos. A
alta morbidade das doencas afeta a frequén-
cia escolar, o desenvolvimento cognitivo, o
crescimento e a produtividade em geral (WHO
2003). Entre as doengas consideradas negli-
genciadas podemos citar a Doenca de Cha-
gas e Leishmaniose.

Acgdes vém sendo realizadas no sentido de
estabelecer metas por tempo limitado para
o controle de algumas destas doencas mes-
mo diante de dificuldades como recursos fi-
nanceiros limitados, falta de pessoal treinado
e fraqueza ou caréncia de infraestrutura de
saude para alcancar as populacdes afetadas
(WHO 2003). Além dos entraves impostos por
estas situagdes, ainda ha uma grande desafio
que é chamar a atencdo da industria farma-
céutica, diante do reduzido potencial de re-
torno lucrativo. Dessa forma, o conhecimen-
to produzido pelas pesquisas ndo se reverte
em avancgos terapéuticos, como, por exem-
plo, novos farmacos, métodos diagndsticos e
vacinas (Ministério da Saude 2010). Portanto,
além de estigmatizadas socialmente, as pes-
soas afetadas por estas doencas se véem
também marginalizadas farmacologicamente.
A leishmaniose é uma doenca prevalente em
88 paises, em 4 continentes, estimando-se que
cause 1,6 milhées de novos casos anualmen-
te, dos quais cerca de 500.000 sejam visceral
e 1,1 milhdes cutanea ou mucocutanea (WHO
2010). Os agentes causadores dessa doenca
sdo parasitas unicelulares heteroxénicos do
género Leishmania que apresentam duas for-
mas morfoldgicas no seu ciclo de vida: pro-
mastigota, quando estéo infectando o inseto
vetor e amastigota quando est&o infectando o
homem (Magill 1995; Michalick 2005).
Apresenta diversos tipos de manifestacdes
clinicas e se dividem em dois grupos princi-
pais: a forma tegumentar, que pode ser cuta-
nea localizada, que se caracteriza por lesdes
Unicas ou multiplas na pele, geralmente no
rosto, bragcos e pernas; cuténea difusa, com
lesbes nodulares persistentes, no corpo intei-
ro; € mucocutanea ou cutdneo mucosa, que
afeta de maneira preponderante as mucosas
da face, como fossas nasais € o palato; e as
formas viscerais, que se caracteriza pelo au-
mento no volume do figado e baco, anemia,
perda de peso e febre, e que, se ndo tratada a
tempo, pode ser fatal (Grevelink e Lerner1996;
Herwaldt 1999; Hepburn 2000).

Apesar de sua alta toxicidade, os antimoniais
pentavalentes tém sido utilizados como dro-
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gas de primeira escolha para tratamento da
Leishmaniose. A anfotericina B lipossomal,
pentamidina, paramomicina e miltefosine sao
drogas de interesse por representarem novas
alternativas terapéuticas, porém apresentam
grandes problemas como efeitos colaterais,
preco do produto e produgcao da formulagao
(Pereira et al. 2011) . A Organizacdao Mundial
de Saude (WHO 2010) recomenda que a leish-
maniose visceral — que tem potencial de de-
senvolver resisténcia a drogas — seja tratada
com combinacdo de medicamentos ao invés
de monoterapia. Porém, desde 2009 foi reco-
mendado que anfotericina B lipossomal seja
utilizada como estratégia provisoria até que as
combinagdes possam ser implementadas.

A doenca de Chagas € uma zoonose cau-
sada por Trypanosoma cruzi, que continua a
persistir na Regidao das Américas, entretanto
com a introducdo de medidas de controle de
vetores e transfusdo de sangue mais segu-
ra, diminuiu-se o risco de transmissao e com
isto, 0 numero estimado de pessoas infecta-
das caiu de aproximadamente 20 milhdes em
1981 para cerca de 10 milhdes em 2009. Po-
rém, devido a mobilidade da populacao ser
cada vez maior, tem ocorrido o movimento da
doenca para areas antes consideradas nao-
-endémicas, representando um desafio sério
de saude publica (WHO 2010).

As formas de transmissao de maior importan-
cia epidemiologica sao a vetorial através de
insetos hematéfagos, os triatomineos (barbei-
ros), a transfusional, a congénita e a oral (Cou-
ra et al. 2007). O T. cruzi possui um ciclo bio-
l6gico complexo, envolvendo trés formas evo-
lutivas (tripomastigota, epimastigota e amas-
tigota) e varias espécies de triatomineos e de
mamiferos, silvestres e domésticos, que atuam
respectivamente, como vetores e reservatorios
do parasito (Lana e Tafuri, 2005).

As doencas endémicas parasitarias represen-
tam um grave problema médico, social e hu-
mano e sua prevencao, controle e tratamento
representam um grande desafio mundial (Dias
et al. 2009). Atualmente, os dois medicamentos
usados para o tratamento sdo benzonidazol e
nifurtimox, sendo que este ultimo é contra-indi-
cado em pacientes com antecedentes psiquia-
tricos ou disturbios neurolégicos (WHO 2010),
tendo sido abolido em alguns paises. Portanto,
pesquisas por novos farmacos antiparasitarios
para o combate da leishmaniose e da doenca
de Chagas sao urgentes e necessarias.

Neste trabalho, iremos verificar o potencial
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leishmanicida e tripanocida, bem como a ci-
totoxicidade de uma samambaia lianescen-
te, Lygodium venustum, cujo uso popular
tem sido relatado para o tratamento de der-
matoses, infeccdes, micoses e tricomoniases
(Duke 2008).

MATERIAIS E METODOS

Material vegetal

Folhas de L. venustum foram coletadas em
Crato, estado do Ceara, Brasil em maio de
2010. O material vegetal foi identificado pelo
Dr. Antonio Alamo Feitosa Saraiva e deposi-
tado no Herbario Cariense Dardano de Andra-
de-Lima da Universidade Regional do Cariri
URCA, com o numero 5569 HCDAL.

Preparacao do extrato etandlico e fracao
hexanica das folhas de L. venustum

Folhas frescas de L. venustum (211,18 g) fo-
ram submersas em etanol 92% em tempera-
tura ambiente durante 72 h. O extrato obtido
foi filtrado e concentrado a vacuo em rotaeva-
porador a 60°C e 760 mmHg de temperatura e
pressdo, respectivamente, obtendo-se 12,42
g de extrato bruto. O fracionamento foi rea-
lizado tomando-se metade do extrato bruto,
obtendo-se a fragdo hexanica com rendimen-
to de 0,22 g. Foram diluidos 0,01 mg do ex-
trato e da fracdo em dimetilsulféxido (DMSO)
para realizac&o dos testes.

Linhagens celulares utilizadas

Para estudos in vitro de T. cruzi, cepas de pa-
rasito CL-B5 (clone CL-B5) foram usados. Os
parasitos estavelmente transfectados com
0 gene B -galactosidase de Escherichia coli
(LacZ ) foram gentilmente cedidos pelo Dr. F.
Buckner por meio do Instituto Comemorati-
vo Gorgas (Panama). Os epimastigotas foram
cultivados a 28°C em infusdo de figado tripto-
se (LIT) com 10% de soro fetal bovino (FBS),
penicilina e estreptomicina como descrito an-
teriormente e colhidas durante a fase de cres-
cimento exponencial.

Para o estudo da atividade leishmanicida in
vitro, foi utilizado formas promastigotas de L.
braziliensis (MHOM/CO/88/UA301) a 26°C em
Schneider’s (meio para inseto) suplementado
a 10% (v/v) de soro fetal bovino inativado pelo
calor, 2% de urina humana normal (v/v) mais
penicilina e estreptomicina.

A linhagem de células utilizada no teste de ci-
totoxicidade foi a de fibroblastos de mamifero
NCTC clone 929. As células foram cultivadas

em meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado a
10% de soro fetal bovino (FBS) inativado pelo
calor (30 minutos a 56°C), penicilina G (100 U/
ml) e estreptomicina (100 mg/ml). Para os ex-
perimentos, as células na fase pré-confluéncia
foram colhidas com tripsina. Culturas de célu-
las foram mantidas a 37°C em uma atmosfera
de 5% umidificado CO,,.

Ensaio de susceptibilidade para as formas
epimastigotas do Trypanosoma cruzi

O ensaio de rastreamento foi realizado em
placas de microdiluicdo de 96 pocos (Sars-
tedt, Inc.) com culturas que nao atingiram a
fase estacionaria, como descrito por Vega et
al (2005). Epimastigotas foram semeadas a 1
x 10% por mililitro em 200 pl, as placas foram
entdo incubadas com os extratos a 28°C por
72 horas, momento em que 50 pl de solugéo
CPRG foram adicionados para dar a concen-
tracao final de 200 uM, as placas foram incu-
badas a 37°C por mais 6 h adicionais e entao
lidas a 595 nm em espectrofotdmetro. O Nifur-
timox foi utilizado como droga de referéncia.
Cada concentracao foi testada em ftriplicata.
Cada experimento foi realizado duas vezes se-
paradamente. O percentual de inibicao (%AE)
foi calculado como segue: %AE = [(AE _AEB)/
(AC _ACB)] x 100, onde AE = absorbancia do
grupo experimental; AEB = branco de com-
postos; AC = grupo controle de absorbancia;
ACB = branco de meio de cultura. As solugdes
dos extratos a ser analisado foram preparadas
em dimetilsuféxido, com a concentracéo final
uma mistura 4gua/DMSO jamais excedendo
0,2% do solvente final.

Ensaio de suscetibilidade para formas
promastigotas de Leishmania brasiliensis
O ensaio foi realizado seguindo um método
anteriormente descrito (Mikus e Steverding
2000 com modificagdes). Formas promastigo-
tas (2,5 x 105 parasitas/pog¢o) foram cultiva-
das em placas de 96 pocos de plastico. As
amostras foram dissolvidas em dimetilsuféxi-
do (DMSOQ). Diferentes diluicdes dos compos-
tos de até 200 ml de volume final foram adicio-
nados. Apds 48 h a 26 °C, 20 ml de solucdo de
resazurina foi adicionado e a oxidacao-redu-
¢ao foi quantificada a 570 a 595 nm Cada con-
centragcdo foi testada em ftriplicata. Em cada
ensaio foi utilizado como controle drogas de
referéncia. As porcentagens antipromastigo-
tas (%AP) formam calculadas. A eficacia de
cada composto foi determinada.

=H2 -



Ensaio de citotoxicidade

O procedimento para a medigcao de viabilidade
celular foi avaliada com resarzurina por méto-
do colorimétrico descrito anteriormente (Ro6-
lon et al. 2006). Fibroblastos NCTC929 foram
semeados (5 x 10* células/ pogo) em placas
de microdiluicao de fundo chato de 96 pocos
com 100 pl de meio RPMI 1640. Deixou-se que
as células pavimentassem as placas por 24 h
a 37°C e atmosfera de 5% de CO,. O meio
foi substituido por diferentes concentracdes
das drogas em 200 pl de meio e, em seguida,
foram incubados por mais 24 h. Controles de
crescimento também foram incluidos. Poste-
riormente, um volume de 20 pl da solucao 2
mM de resazurina foi adicionado e as placas
foram devolvidas a incubadora por outras 3 h
para avaliar a viabilidade celular. A reducédo da
resazurina foi determinada por medida de ab-
sorbancia do comprimento de onda a 490nm
e 595nm. Cada concentracdo foi testada trés
vezes. Meio e drogas controle foram usados
em cada teste como brancos. A citotoxicida-
de de cada composto foi estimada através do
calculo do percentual de citotoxicidade (C%).
A atividade tripanocida e a citotoxicidade fo-
ram testadas paralelamente, enquanto que a
atividade leishmanicida foi testada somente
nas concentracdes em que nao foram toxicas
as células de mamiferos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foram avaliadas a citoto-
xicidade de Lygodium venustum utilizando fi-
broblastos de mamiferos e a bioatividade an-
tiparasitaria contra as formas epimastigota de
T. cruzi e promastigota de L. brasiliensis.

A forma epimastigota de T. cruzi apresenta-se
de forma alongada, com cinetoplasto justa-
nuclear e anterior ao nucleo e flagelo livre na
porcdo anterior. Podemos identifica-la como
sendo a forma de replicacdo que se observa
no hospedeiro invertebrado (triatomineo) loca-
lizada na porcao posterior do intestino e em
cultura em meio liquido (Chagas 1909; Rey
2001; Lana e Tafuri 2005). A forma promasti-
gota de Leishmania possui flagelo unico, nu-
cleo no terco médio da célula e cinetoplasto
em posi¢ao anterior (Michalick 2005). Estas
formas presentes no hospedeiro invertebrado
sao englobadas por macréfagos de hospedei-
ros vertebrados (Michalick 2005).

De acordo com Castilhos (2008), estudos en-
volvendo Leishmania spp apresentam o foco
na forma extracelular do parasito, conhecido
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como promastigota, ao invés da forma amasti-
gota, devido a facilidade de culturain vitro e de
nao envolver outra cultura de células como ma-
crofagos, por exemplo. Dessa forma, entende-
-se que 0 mesmo se pode dizer do T. cruzi e a
forma epimastigota, ensaiada nesta pesquisa.
Fibroblastos sdo células encontradas no te-
cido conjuntivo de mamiferos. Estas células
tém sido geralmente escolhidas para realiza-
céo de testes de citotoxicidade porque sédo de
facil manutencao e produzem resultados que
apresentam alta correlacdo com os bioldgicos
e ainda por estarem presentes em ferimentos,
sendo o principal tipo de célula presente na
regeneracao (Ratner et al. 2004).

Os testes de toxicidade s&o elaborados com
os objetivos de avaliar ou prever os efeitos t6-
xicos nos sistemas bioldgicos e dimensionar
a toxicidade relativa das substancias (Forbes
e Forbes, 1994). Nesse sentido, os resultados
podem fornecer informagdes valiosas para a
triagem de produtos naturais que apresentem
condicdes de serem considerados como pro-
vaveis candidatos a farmacos.

Leishmaniose e doenca de Chagas sao doen-
¢as cujo tratamento é feito com medicamen-
tos considerados téxicos, além disso, este
tratamento tem sido dificultado pelo desen-
volvimento da resisténcia pelos parasitos. A
quimioresisténcia esta muito presente em al-
guns paises onde o farmaco nao é mais uti-
lizado com eficiéncia e novos estudos tive-
ram que ser conduzidos para o entendimen-
to dos mecanismos de agdo e compreensao
da quimioresisténcia (Boibessot et al. 2002).
Em busca de novos farmacos, pesquisas de
produtos naturais com bioatividade antipara-
sitaria e auséncia ou uma baixa citotoxicidade
vem sendo realizadas (Luize et al. 2005; Mes-
quita et al. 2005; Rojas et al. 2010).

Nos testes realizados, a citotoxicidade e a ati-
vidade tripanocida foram realizadas concomi-
tantemente, observando-se o efeito do produ-
to natural na medida em que se diminuia a sua
toxicidade em fibroblastos (Tabela 7). De uma
maneira geral, tanto o extrato como a fracao
foram extremamente toxicos na concentragao
mais elevada do produto (1000 pg/ml), sendo
que a fracdo hexanica continuou demonstran-
do toxicidade maxima até a concentracao de
250 pg/ml. Na concentracdo em que nao houve
citotoxicidade, o efeito antiepimastigota foi ir-
relevante. O extrato demonstrou uma toxicida-
de menor se compararmos extrato e fragao na
concentracao de 500 pg/ml, entretanto o efeito
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sobre formas epimastigotas foi abaixo de 50%.
Diante dos resultados da citotoxicidade é que
foram realizados os testes de suscetibilidade
para a forma promastigota. Nenhuma ativida-
de foi demonstrada pelo extrato e a fragao he-
xanica demonstrou um efeito extremamente
baixo (Tabela 2).

Segundo hipéteses mais recentes, metabdli-
tos secundarios de plantas seriam formados
com a funcdo de defender a espécie de pre-
dadores. Por isso, ndo é surpreendente que
muitas plantas acumulem substancias de ele-
vada toxicidade. As substancias téxicas em
uma planta podem estar limitadas a uma es-
tacdo do ano ou a certas condicdes ambien-
tais, ou ainda a certas variedades ou cultiva-
res (Simoes et al. 2010). Estudos mostram que
0 mecanismo de agao da citotoxicidade esta
relacionado a capacidade destas plantas de
induzir apoptopse celular (Block et al. 2004).
Este foi o primeiro relato sobre a citotoxicida-
de da samambaia Lygodium venustum. A ava-
liagdo de sua bioatividade antiparasitaria con-
tra T. cruzi e L. brasiliensis também é pioneira
na familia Lygodiaceae.

CONCLUSOES

L. venustum nao apresentou atividade antipa-
rasitaria clinicamente relevante na forma de
extrato etandlico bruto nem como fracao he-
xanica contra Leishmania. A fracdo hexanica
apresentou uma atividade intermediaria con-
tra T. cruzi, porém a concentracdo de efeito
moderado possui citotoxicidade maxima tor-
nando-se inviavel para aplicacdo clinica. Os
compostos quimicos presentes no produto
natural foram incapazes de afetar as formas
de protozoarios em concentragcdes de baixa
toxicidade. Portanto, para o caso do T. cruzi,
as concentragcdes em que demonstraram ati-
vidade moderada foram toxicas sobre as célu-
las fibroblasticas e para o caso da L. brasilien-
sis os produtos naturais nao foram ativos nas
concentracdes nao toxicas. Entretanto, a cito-
toxicicidade apresentada podera ser estuda-
da sobre diferentes tipos de células, como por
exemplo, com linhagens de células tumorais,
com a finalidade de avaliar seupotencial como
fonte promissora de metabdlitos secundarios
anticancerigenos.

Tabela 1. Citotoxicidade e atividade antiepimastigota de extrato e fracdo de Lygodium venustum.

Produto natural Conc. (ug/ml)  %C + %DS Conc.(ug/ml) %AE + %DS

EELV 1000 100 0,04 1000 25,45 2,98
500 10,8 14,88 500 33,94 11,88
1000 100 1,78 1000 63,14 2,93

FHLV 500 100 11,19 500 42,04 8,05
250 100 10,84 62,5 5,01 9,05
125 741 2,94 31,25 5,72 5,68
62,5 0 4,66 15,62 2,87 3,71

EELV: Extrato etandlico de Lygodium venustum; FHLV: Frag&@o hexanica de L. venustum; %C: percentual de citotoxicidade;

%AE: percentual de atividade antiepimastigota

Tabela 2. Atividade antipromastigota de extrato e fragdo de Lygodium venustum.

Produto natural Conc. (ug/ml) %AP + %DS
EELV 500 0,00 0,65
FHLV 62,5 2,61 1,86

EELV: Extrato etandlico de Lygodium venustum; FHLV: Frag&do hexanica de L. venustum; %AP percentual de atividade

antipromastigota

-54 -



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Block S., Gerkens, P, Peulen O., Jolois O.,
Mingeot-Leclercqg M.P., De Pauw-Gillet M.C.,
Quetin-Leclercq J. Induction of apoptosis in
human promyelocytic leukemia cells by a na-
tural trachylobane diterpene. Anticancer Res.
2005;25:363-368.

Boibessot I., Turner C.M., Watson D.G., Gol-
die E., Connel G., Mcintosh A., Grant M.H.,
Skellern G.G. Metabolism and distribution of
phenanthridine trypanocides in Trypanosoma
brucei. Acta Trop. 2002; 84: 219-228.

Castilhos P. Efeito da peconha de Bothrops
moojeni sobre formas promastigotas de Leish-
mania spp. Tese de doutorado. Programa de
Po6s-Graduacao em Imunologia e Parasitolo-
gia Aplicadas. Uberlandia: Universidade fede-
ral de Uberlandia, 2008.

Chagas C. Nova tripanossomiase humana.
Estudos sobre morfologia e o ciclo evoluti-
vo do Trypanosoma Schizotrypanum cruzi, n.
gen., n. sp., agente etioldgico de nova enti-
dade mérbida do homem. Mem Inst Oswaldo
Cruz. 1909; 1: 159-218.

Coura J.R., Junqueira A.C.V., Carvalho-Mo-
reira C.J., Borges-Pereira J., Albajar, PV. Uma
visdo sistémica da endemia chagasica. In: Sil-
veira, A.C., editor. La enfermedad de Chagas a
la puerta de los 100 aios del conocimiento de
una endemia americana ancestral. Buenos Ai-
res: Organizacién Panamericana de la Salud/
Fundacién Mundo Sano, 2007.

Dias L.C., Dessoy M.A. Chemotherapy of Cha-
gas’ Disease: State of the art and perspecti-
ves for the development of new drugs. Quim
Nova. 2009;32:2444-2457.

Duke J.A. Duke's Handbook of Medicinal
Plants of Latin America. New York: CRC Press
Taylor & Francis group, 2008.

Forbes V.E., Forbes T.L. Ecotoxicology in the-
ory and practice. Londres: Chapman and Hall,
1994.

Grevelink S.A., Lerner E.A. Leishmaniasis. J
Am Acad Dermatol. 1996;34:257-272.
Hepburn N.C. Cutaneous Leishmaniasis. Clin
Exp Dermatol. 2000;25:363-370.

Acta Toxicol. Argent. (2013) 21 (1): 50-56

Herwaldt B.L. Leishmaniais. Lancet.

1999;354:1191-1199.

Lana M., Tafuri W.L. Trypanosoma cruzi € a
Doenca de Chagas. In: Neves, D.P. et al. Para-
sitologia Humana. Sao Paulo: Atheneu, 2005.

Luize O.S., Tiuman T.S., Morello L.G., Maza
PK., Ueda-Nakamura T., Dias Filho B.P., Cor-
tez D.A.G., Mello J.C.P. Nakamura C.V. Effects
of medicinal plant extracts on growth of Leish-
mania (L.) amazonensis and Trypanosoma cru-
zi. Rev Bras Ci Farma. 2005; 41: 85-94.

Magill A.J. Epidemiology of Leishmaniases.
Dermatologia Clin. 1995;13:5055-5023.

Mesquita M.L., Desrivot J, Bories C, Fournet
A, Paula JE, Grellier P, Espindola LS. Anti-
Leishmanial and trypanocidal activity of Brazi-
lian Cerrado plants. Mem Inst Oswaldo Cruz.
2005; 100: 783-787.

Michalick, M.S.M. Género Leishmania. En: Ne-
ves, D.P; Melo, A.L.; Genaro, O.; Linardi, PM.,
Parasitologia humana. 11. ed., Sao Paulo:
Atheneu, 2005.

Mikus J., Steverding D. A simple colorimetric
method to screen drug cytotoxicity against
Leishmania using dye Alamar Blue®. Parasitol
Int. 2000;48:259-265.

Ministério da Saude - Brasil. Doencas ne-
gligenciadas: estratégias do Ministério da
Saude. Texto de difusdo técnico-cientifi-
co do Ministério da Saude. Rev Saude Pub.
2010;44:200-202.

Pereira I.O., Sacramento L.V.S., Marques M.J.
Leishmanioses: “o estado da arte”. Rev Univ
Vale do Rio Verde. 2011; 9:220-238.

Ratner B., Hoffman A.S., Schoen F.J., Lemons
J.E. Biomaterials science: an introduction to
materials in medicine. 2" Edition, New York:
Elsevier Academic Press, 2004.

Rey L. Parasitologia: parasitos e doengas pa-
rasitarias do homem nas Américas e na Africa.
Terceira edi¢cdo. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan, 2001.

Rojas J., Solis H., Palacios, O. Evaluacién in
vitro de La actividad anti Trypanosoma cruzi



Acta Toxicol. Argent. (2013) 21 (1): 50-56

de aceites esenciales de diez plantas medici-
nales. An Fac Med. 2010;71:161-165.

Rolon M., Seco E., Vega C, Nogal J.J., Esca-
rio J.A., Gomez-Barrio A. Selective activity of
polyene macrolides produced by genetically
modified Streptomyces on Trypanosoma cru-
zi. Int J Antimicrob Agents. 2006;28:104-109.

Simodes C.M.O., Schenkel E.P,, Gosmann G.,
Mello J.C.P,, Mentz L.A., Petrovick P.R. Farma-
cognosia: da planta ao medicamento. Sexta
edicdo. Porto Alegre/Florianépolis: Editora da
UFRGS/Editora da UFSC, 2010.

Vega C., Rolon M., Martinez-Fernandez A.R.,
Escario J.A., Gomez-Barrio A. A new pharma-
cological screening assay with Trypanosoma

cruzi epimastigotes expressing beta-galacto-
sidase. Parasitol Res. 2005;95:296-298.

World Health Organization. International
Workshop, Intensified control of neglected
diseases, Summary Report. 2011 Dezembro
[consulta em 15 de dezembro de 2011] Dispo-
nivel em <http://whqlibdoc.who.int/hq/2004/
WHO_CDS_CPE_CEE_2004.45.pdf>.

World Health Organization. Working to over-
come the global impact of neglected tropical
diseases: First WHO report on neglected tropi-
cal diseases. 2011 Dezembro [consulta em 15
de dezembro de 2011]. Disponivel em <http://
www.who.int/neglected_diseases/2010report/
NTD_2010report_embargoed.pdf> .



RESUMENES DE TESIS

Acta Toxicol. Argent. (2013) 21 (1): 57-58

Biodisponibilidad y toxicidad de metales pesados en aguas
naturales con caracteristicas fisico-quimicas extremas.
Bases para su monitoreo y remediacion

Casares, Maria V.
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En esta tesis doctoral se presentaron los
resultados obtenidos en el marco de la apli-
cacion de dos herramientas importantes para
ser tenidas en cuenta en el manejo, restau-
racion y monitoreo de ecosistemas acua-
ticos contaminados por metales pesados: el
Modelo del Ligando Biético y la Fitorremedia-
cion. Ambas fueron evaluadas en dos aguas
naturales de nuestro pais con caracteristicas
fisico-quimicas extremas, como lo consti-
tuyen las aguas del Rio Pilcomayo, caracte-
rizadas por los elevados valores de sus iones
principales como por la gran carga de sdlidos
que transporta y las aguas del Arroyo Morales,
afluente del Rio Matanza-Riachuelo, caracteri-
zadas por el elevado pH, sodio y alcalinidad.
El Rio Pilcomayo presenta también una gran
variacion inter-estacional en su caudal que,
de acuerdo al andlisis realizado, afecta direc-
tamente la hidroquimica del rio ya que los
iones mayoritarios muestran una variacion
inter-estacional con valores superiores en la
estacion seca. Los sélidos totales en suspen-
sibn son mayores en la estacion humeda y
constituyen los principales transportadores
de los metales pesados que este rio recibe
provenientes de la actividad minera en su
alta cuenca. El mecanismo determinante del
contenido idnico en el agua del Rio Pilcomayo
en la cuenca baja es la evaporacion-cristaliza-
cién en ambas estaciones.

Dado el efecto directo de la hidroquimica sobre
la biodisponibilidad y toxicidad de los metales
en los organismos acuaticos, se estudid la
toxicidad aguda del cobre, cinc, cadmio
y plata en la especie nativa Cnesterodon
decemmaculatus, en agua del Rio Pilcomayo
y en agua del Arroyo Morales, que mostré el
siguiente patrén: plata>cobre>cadmio>>cinc
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y cobre>>cinc, respectivamente. La variable
fisico-quimica con mayor influencia sobre
la toxicidad de los metales fue la dureza. Se
aplicé el Modelo del Ligando Biotico a cada
calidad de agua y cada metal para evaluar
la validez de una extrapolacién inter-especi-
fica de la prediccion de toxicidad aguda del
modelo para la especie Pimephales promelas.
La extrapolacién mostrd ser valida sélo para
el cobre en agua del Rio Pilcomayo, para el
resto, el modelo tendié a sobrestimar la toxi-
cidad. Esto podria deberse a las limitaciones
del modelo en cuanto al rango de valores de
los parametros fisico-quimicos con los que ha
sido calibrado, a que los individuos empleados
en los ensayos constituian estadios menos
sensibles y/6 a la menor sensibilidad de C.
decemmaculatus respecto a P. promelas a la
presencia de los metales estudiados.

La especie acuatica flotante nativa Salvinia
minima presentd una gran capacidad para re-
mover nutrientes, cobre y cinc, tanto en medio
de cultivo como en un agua natural como el
agua del Rio Pilcomayo, incrementandose el
contenido del metal en la biomasa a mayor
concentracion del mismo en solucion. La re-
mocion de cobre fue fundamentalmente por
biosorcion. Esto permitiria una recuperacion
relativamente sencilla del metal removido. Asi-
mismo, esta especie presentd una baja traslo-
cacion del metal a la biomasa aérea, eviden-
ciando un efecto protector de la maquinaria
fotosintética. Estas caracteristicas hacen de
esta especie una buena eleccion para el tra-
tamiento de aguas y efluentes con elevados
niveles de los nutrientes y metales estudiados.
El trabajo realizado contribuye con la evalua-
cion de herramientas que podrian ser apli-
cadas, en un futuro, en la generacién de una



Acta Toxicol. Argent. (2013) 21 (1): 57-58

normativa y en el manejo y monitoreo am- Tesis para optar al titulo de Doctor de la Universidad de Buenos
biental de las aguas basados en las caracte- Aires en el 4rea de Ciencias Biologicas.

risticas propias de nuestras especies y nues- Director: Dra. Laura |. de Cabo

tros cuerpos de agua. Director Asistente: Ing. Rafael S. Seoane.



INSTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

Acta Toxicol. Argent. (2013) 21 (1): 59-67

Acta Toxicolégica Argentina (Acta Toxicol.
Argent.) (ISSN 0327-9286) es el organo oficial
de difusion cientifica de la Asociacién Toxico-
I6gica Argentina. Integra, desde el afo 2007, el
Nucleo Basico de Revistas Cientificas Argenti-
nas y se puede acceder a sus articulos a texto
completo a través de SciELO Argentina.

Acta Toxicoldgica Argentinatiene porobijetivola
publicacondetrabajosrelacionadosconlasdife-
rentesareasdealoxicologiagnformatodearticulos
originales, reportes de casos, comunicaciones
breves, actualizaciones o revisiones, articulos
de divulgacién, notas técnicas, resumenes de
tesis, cartas al editor y noticias.

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

Los reportes de casos son descripciones de
casos clinicos que por sus caracteristicas sig-
nifiguen un aporte importante a la Toxicologia.
Las comunicaciones breves son trabajos de
menor extensién pero con connotacion toxico-
I6gica novedosa y que signifiquen un aporte al
campo toxicolégico.

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

Los articulos de divulgacion y articulos espe-
ciales son comentarios de diversos temas de
interés toxicolégico.

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

Los resimenes de tesis: son resumenes am-
pliados que describen tesis de Maestria o Doc-
torales aprobadas. Estas deben incluir copia
de la aprobacién de la tesis con la declaracién
jurada del autor y su director. El texto no debe
superar los 1000 caracteres.

Acta Toxicoldgica Argentina (en adelante
Acta), publicara contribuciones en espanol,
portugués y/o inglés. Todas seran evaluadas
por al menos dos revisores; la seleccién de los
mismos sera atributo exclusivo de los editores.
Este proceso determinara que el mencionado
Comité opte por rechazar, aceptar con cam-

bios o aceptar para su publicacion el trabajo
sometido a su consideracién. La identidad de
autores y revisores se mantendra en forma
confidencial.

Envio de manuscritos
El envio de manuscritos se realizara a través
del Portal de Publicaciones Cientificas y Téc-
nicas (PPCT) del Centro Argentino de Infor-
macion Cientifica y Tecnoldgica (CAICYT). En
la pagina web del PPCT-CAICYT http://ppct.
caicyt.gov.ar/index.php/ata se encuentran las
instrucciones para los autores.
La recepcion de manuscritos a través de la
cuenta envios.acta.ata@gmail.com se manten-
dra hasta el 30 de diciembre de 2013 y luego
se reemplazara por el sistema en linea.
En el caso de envio electrénico indicar en el
asunto: “manuscrito para Acta” y en el cuer-
po del mensaje indicar el titulo del trabajo y
los nombres y apellidos de todos los autores.
Adjuntar el manuscrito (archivo de Word 2003
0 superior) redactado segun las instrucciones
para los autores que se detallan mas abajo.
Junto con el envio del manuscrito se debera
enviar una carta al Director en formato Word,
con el nombre de todos los autores solicitan-
do la consideracion del articulo para su publi-
cacion. En la carta debera constar claramente
que:
+ Eltrabajo remitido no ha sido publicado
en ningun medio y no sera enviado a
otra revista cientifica o a cualquier otra
forma de publicacién, mientras dure la
evaluacién en Acta.
+ Todos los autores son responsables del
contenido del articulo.
+ Todos los autores manifiestan si hubo
0 no, conflicto de intereses. De haber
financiacion externa, aclarar cual fue la
fuente. Asimismo, sefalar si uno o mas
de los autores tiene alguna relacion con
la compania comercial cuyo producto/s
fueron empleados o son mencionados
en el estudio realizado.
+ En caso que el articulo sea publicado,
todos los autores ceden los derechos
de autor al Acta.

No se podra iniciar el proceso editorial si la
carta no contiene todos los puntos senala-
dos.
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Aspectos generales en la preparaciéon del ma-
nuscrito para articulo original.

Los manuscritos deberan redactarse con pro-
cesador de texto (Microsoft Word versién 2003
o superior), a doble espacio (incluso los resu-
menes, referencias y tablas) con un tamano
minimo de letra Arial en 12 puntos. Las paginas
deberan numerarse desde la portada. Las le-
tras en negrita o italica se usaran solo cuando
corresponda.

En la primera pagina se indicara: titulo del tra-
bajo (mayuscula), nombres y apellidos com-
pletos de todos los autores; lugar de trabajo
(nombre de la institucion y direccidn postal); de
haber autores con distintos lugares de trabajo
se colocaran superindices 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-
trénico del autor responsable de la correspon-
dencia (que se indicara con un asterisco en po-
sicion de superindice ubicado junto al nombre).
En la segunda pagina se incluira el titulo en in-
glés y el resumen en el idioma del articulo y en
inglés, seguido cada uno de ellos de una lista
de cuatro palabras clave, en el idioma corres-
pondiente. Si el trabajo estuviese escrito en in-
glés, debera tener un resumen en espanol. Las
palabras clave iniciaran con mayuscula e iran
separadas por punto y coma.

Introduccioén. Incluirda antecedentes actuali-
zados acerca del tema en cuestion y los obje-
tivos del trabajo definidos con claridad.
Materiales y métodos. Contendra la des-
cripcién de los métodos, aparatos, reactivos y
procedimientos utilizados, con el detalle sufi-
ciente para permitir la reproduccién de los ex-
perimentos.

Consideraciones éticas. En todos los estu-
dios clinicos se debera especificar el nombre
del Comité de Etica e Investigaciéon que apro-
bé el estudio y que se contd con el consenti-
miento escrito de los pacientes. En todos los
estudios con organismos no humanos, se de-
beran especificar los lineamientos éticos con
respecto al manejo de los mismos durante la
realizacion del trabajo.

Analisis estadistico. Se deberan informar las
pruebas estadisticas con detalle suficiente
como para que los datos puedan ser verifica-
dos por otros investigadores y fundamentar el
empleo de cada una de ellas. Si se utilizé un
programa estadistico para procesar los datos,
éste debera ser mencionado en esta seccion.
Resultados. Se presentaran a través de una

de las siguientes formas: en el texto, o median-
te tabla/s y/o figura/s. Se evitaran repeticiones
y se destacaran solo los datos importantes. Se
dejara para la seccion Discusién la interpreta-
cién mas extensa.

Las tablas se presentaran en hoja aparte,
numeradas consecutivamente con numeros
arabigos, con las leyendas y/o aclaraciones que
correspondan al pie. Las llamadas paralas acla-
raciones al pie se haran empleando ndmeros
arabigos entre paréntesis y superindice. Solo
los bordes externos de la primeray la Ultima fila
y la separacion entre los titulos de las columnas
y los datos se marcaran con linea continua. No
se marcaran los bordes de las columnas. Ase-
gurese que cada tabla sea citada en el texto.
Las figuras se presentaran en hoja aparte, nu-
meradas consecutivamente con numeros ara-
bigos. Los dibujos deberan estar en condicio-
nes que aseguren una adecuada reproduccion.
Los graficos de barras, tortas o estadisticas
deberan tener formato GIF. Los nimeros, letras
y signos tendran dimensiones adecuadas para
ser legibles cuando se hagan las reducciones
necesarias. Las referencias de los simbolos
utilizados en las figuras deberan ser incluidas
en el texto de la leyenda.

Las fotografias deberan ser realizadas en
blanco y negro, con buen contraste, en papel
brillante y con una calidad suficiente (minimo
300 dpi) para asegurar una buena reproduc-
cién. Los dibujos originales o las fotografias
tendran al dorso los nombres de los autores y
el numero de orden escritos con lapiz.

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

Los epigrafes de las figuras se presentaran ex-
clusivamente en una hoja aparte, ordenadas
numéricamente y deberan expresar especifi-
camente lo que se muestra en la figura.
Abreviaturas. Se utilizaran unicamente abre-
viaturas normalizadas. Se evitaran las abrevia-
turas en el titulo y en el resumen. Cuando en el
texto se emplee por primera vez una abreviatu-
ra, ésta ird precedida del término completo, sal-
vo si se trata de una unidad de medida comun.
Unidades de medida. Las medidas de longi-
tud, talla, peso y volumen se deberan expresar
en unidades métricas (metro, kilogramo, litro) o
sus multiplos decimales.
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Las temperaturas se facilitaran en grados Cel-
sius y las presiones arteriales en milimetros de
mercurio.

Todos los valores de parametros hematolégi-
cos y bioquimicos se presentaran en unidades
del sistema métrico decimal, de acuerdo con el
Sistema Internacional de Unidades (Sl). No
obstante, los editores podran solicitar que, an-
tes de publicar el articulo, los autores afiadan
unidades alternativas o distintas de las del Sl.

Nomenclatura. En el caso de sustancias qui-
micas se tomara como referencia prioritaria a
las normas de la IUPAC. Los organismos se
denominaran conforme a las normas interna-
cionales, indicando sin abreviaturas el género
y la especie en italica.

Discusion. Se hara énfasis sobre los aspec-
tos del estudio mas importantes y novedosos
y se interpretaran los datos experimentales en
relacién con lo ya publicado. Se indicaran las
conclusiones a las que se arribd, evitando la
reiteracion de datos y conceptos ya vertidos
en secciones anteriores.

Agradecimientos. Deberan presentarse en le-
tra Arial con un tamafo de 10 puntos y en un
so6lo parrafo.

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

Ejemplos:

“La cafeina (1,3,7-trimetilxantina) es
la sustancia psicoactiva mas con-
sumida en el mundo (Concon 1988;
Lewin 1998; Nehlig 1999)”.

“El consenso general es que seria
deseable que la ingesta total de ca-
feina durante el embarazo no supe-
re los 300 mg/dia (Organization of
Teratology Information Specialists
(OTIS) 2001; Kaiser y Allen 2002;
Nawrot y col. 2003)”.

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

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

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

3. Capitulo de libro
Meltzer PS., 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 electrénico

a. Articulo en publicacién periddica en in-
ternet

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

b. Pagina en internet

Cancer-Pain.org [en linea]. New York: As-
sociation of Cancer Online Resources,
Inc.; c2000-01 [actualizado al 16 de Mayo
de 2002; consulta 9 de Julio de 2002]. Dis-
ponible en: http://www.cancer-pain.org/.

c. Parte de una pagina de internet
American Medical Association [en linea].
Chicago: The Association; ¢1995-2002
[actualizado 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 citaciéon de posibles referen-
cias bibliograficas que pudiesen no citarse en
este intstructivo, consultar el estilo propuesto
por el Comité Internacional de Directores de
Revistas Médicas en “Uniform Requirements
for Manuscripts Submitted to Biomedical Jour-
nals” disponible en: http://www.nlm.nih.gov/
bsd/uniform_requirements.html.
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INSTRUCTIONS TO CONTRIBUTORS

Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol. Ar-
gent.) (ISSN 0327-9286) is the official publica-
tion for scientific promotion of the Asociacidon
Toxicoldgica Argentina. It is a member of the
Nucleo Basico de Revistas Cientificas Ar-
gentinas (Basic Core of Argentinean Scientific
Journals) since 2007. Full articles can be ac-
cessed through SciELO Argentina electronic
library.

The goal of Acta Toxicoldgica Argentina is to
publish articles concerning all areas of Toxicol-
ogy, including original articles, case reports,
short communications, revisions, 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 Toxicoldgica
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

Submission of manuscripts will be made
through the Portal de Publicaciones Cientificas
y Técnicas (PPCT) of the Centro Argentino de
Informacién Cientifica y Tecnoldgica (CAICYT).
Instructions for authors will be found at the Ac-
ta-PPCT-CAICYT web page http://ppct.caicyt.
gov.ar/index.php/ata

Manuscript reception at the email account “en-
vios.acta.ata@gmail.com’ will remain in effect
until December 30th, 2013, then it will be re-
place by the on line system.

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 20083 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
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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
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
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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 (Sl). Howev-
er, editors could require that alternate units be
provided before publication.

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

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

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

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

Examples:
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consumption worldwide (Concon 1988;
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“During pregnancy the total consumption
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(Organization of Teratology Information
Specialists (OTIS) 2001; Kaiser and Allen
2002; Nawrot et al. 2003)”.
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the end of the manuscript under the subhead-
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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: As-
sociation of Cancer On line Resources,
Inc.; c2000-01[updated May 16, 2002; ac-
cessed July 9, 2002].

Available at: http://www.cancer-pain.org/.

c. Partial website

American Medical Association [onlineg].
Chicago: The Association; ¢1995-2002
[updated August 23, 2001; accessed Au-
gust 12, 2002]. AMA Office of Group Prac-
tice Liaison. Available at: http://www.ama-
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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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INSTRUCOES PARA OS AUTORES
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Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol.
Argent.) (ISSN 0327-9286) é o 6rgao oficial
de difusdo cientifica da Associacdo Toxicolé-
gica Argentina. Engloba o Nucleo Basico de
Revistas Cientificas Argentinas, tem acesso a
artigos e textos completos através da SciELO
Argentina. Acta Toxicoldgica Argentina tem
como objetivo a publicacdo de trabalhos rela-
cionados com diferentes areas da Toxicologia,
em artigos originais, relatos de casos, comu-
nicacdes breves, atualizacdes ou revisdes, ar-
tigos de divulgacéo, resumos da tese, notas
técnicas, cartas ao editor e noticias.

Os artigos originais sao trabalhos de pes-
quisa completos e devem ser apresentados
respeitando as seguintes sec¢des: Introducio;
Materiais e métodos; Resultados e Discussdo
(que podem integrar uma secao anexa).

Os relatos de casos sao descricdes de casos
clinicos que tenham em suas caracteristicas
um significado ou aporte importante a Toxico-
logia.

As comunicacdes curtas sao trabalhos de
menor extensdo, mas com conotacéo toxico-
I6gica inovadora e que aporte ao campo toxi-
colégico.

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

As revisdées ou atualizac6es compreendem
trabalhos nos quais se tenha realizado uma
ampla e completa revisdo de um tema impor-
tante e/ou de grande interesse atual nos dife-
rentes campos da toxicologia.

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

As notas técnicas sdo descricdes breves de
técnicas analiticas ou dispositivos novos ou
apoiados por trabalhos experimentais conclu-
Sivos.

Acta Toxicoldgica Argentina (em adiante Acta)
publicara contribuicbes em espanhol, portu-
gués e/ou inglés. Todas serdo avaliadas por
pelo menos dois revisores; a selecdo dos mes-
mos sera atributo exclusivo dos editores. Este
processo determinara que o mencionado Co-
mité opte por rejeitar, aceitar com alteracdes ou
aceitar para publicacao o trabalho submetido a
sua consideracdo. A identidade dos autores e

revisores sera mantida de forma confidencial.

Envio de trabalhos

O envio de manuscritos sera realizado através
do Portal de Publicagdes Cientificas e Técni-
cas (PPCT) do Centro Argentino de Informa-
¢ao Cientifica e Tecnoldgica (CAICYT). Na pa-
gina web do PPCT-CAICYT http://ppct.caicyt.
gov.ar/index.php/ata estdo apresentadas as
instrucdes para autores.

A recepcao de trabalhos através da conta en-
vios.acta.ata@gmail.com sera mantida até a
data de 30 de dezembro de 2013. Apds esta
data a forma de envio sera substituida pelo sis-
tema online.

No caso de envio eletronico, indicar no assun-
to: trabalho para Acta e no corpo da mensa-
gem indicar o titulo do trabalho e os nomes
e sobrenomes de todos os autores. Anexar o
trabalho (arquivo de Word 2003 ou superior)
digitado segundo instrugcdes para autores de-
talhadas abaixo. Junto com o envio do traba-
Iho devera ser enviada uma carta ao Diretor
em formato Word, com os nomes de todos os
autores solicitando a consideragcdo do artigo
para publicacdo. Na carta devera constar cla-
ramente que:

+ O trabalho enviado nao tenha sido pu-
blicado em nenhum outro meio e néao
sera enviado a outra revista cientifica
ou a qualquer outra forma de publi-
cacao, enquanto dure a avaliacdo na
Acta.

+ Todos os autores sdo responsaveis
pelo conteudo do artigo.

+ Todos os autores deverdo manifestar
se houve ou nao conflito de interes-
ses. Se houver financiamento exter-
no, devera deixar clara a fonte. Assim
mesmo, indicar se um ou mais autores
tem alguma relagdo com a companhia
comercial cujo produto/s foram empre-
gados ou sdao mencionados no estudo
realizado.

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

Nao podera dar-se por iniciado o processo
editorial se a carta nao contiver todos os
pontos indicados.

Aspectos gerais na preparacdo do trabalho
como artigo original:
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Os trabalhos devem ser digitados em proces-
sador de texto (Microsoft Word versao 2003 ou
superior), com espacgo duplo (inclusive resu-
mos, referéncias e tabelas) com tamanho mi-
nimo de letra Arial 12. As paginas deverao ser
numeradas desde a capa. As letras em negrito
ou italico serao usadas somente quando cor-
responder.

Na primeira pagina devera estar indicado: ti-
tulo do trabalho (maiuscula), nomes e sobre-
nomes completos de todos os autores; lugar
de trabalho (nome da instituicao e endereco
postal), se houver autores com distintos luga-
res de trabalho, deverdo ser colocados super-
-indices numéricos, nao entre parénteses,
junto aos nomes, para identificar cada autor
com seu respectivo lugar de trabalho; fax e/ou
correio eletrénico do autor responsavel corres-
pondente (que sera indicado com um asterisco
na posicao de super-indice localizado junto ao
nome).

Na segunda pagina sera incluido titulo em in-
glés e o resumo no idioma do artigo e em in-
glés, seguido cada um deles de uma lista de
quatro palavras-chave, no idioma correspon-
dente. Se o trabalho estiver escrito em inglés,
devera apresentar um resumo em espanhol. As
palavras-chave devem comecar com letra mai-
uscula e estar separadas por ponto-e-virgula.
Introducao. Deve incluir antecedentes atuali-
zados sobre o0 tema em questao e objetivos do
trabalho definidos com clareza.

Materiais e métodos. Devera conter a des-
cricdo dos métodos, equipamentos, reativos
e procedimentos utilizados, com detalhes su-
ficientes para permitir a repeticdo dos experi-
mentos.

Consideracoes éticas. Em todos os estudos
clinicos devera estar especificado o nome do
Comité de Etica e Investigacao que aprovou o
estudo e que foi realizado com o consentimen-
to escrito dos pacientes. Em todos os estudos
com organismos ndo humanos, devem estar
especificadas as linhas éticas com respeito ao
manejo dos mesmos durante a realizacdo do
trabalho.

Andlises estatisticas. Devem ser informadas
as provas estatisticas 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 estatistico para processar os dados, este
devera ser mencionado nesta secao.
Resultados. Deverdo ser apresentados atra-
vés de uma das seguintes formas: no texto, ou

através de tabelas e/ou figura/s. Deverao ser
evitadas repeticbes e serdo destacados so-
mente dados importantes. Devera ser deixada
para a secéo Discussédo a interpretacdo mais
extensa.

As tabelas deverédo ser apresentadas em fo-
Iha a parte, numeradas consecutivamente com
numeros arabicos, com as aclaracdes corres-
pondentes. Os avisos para esclarecimentos
de rodapé deverao ser realizados empregando
numeros arabicos entre parénteses e super-in-
dice. Somente as bordas externos da primeira
e ultima linhas e a separacao entre os titulos
das colunas e os dados deverdo ser marcados
com linha continua. Nao marcar as bordas das
colunas. Assegurar-se de que cada tabela seja
citada no texto.

As figuras deverdo ser apresentadas em fo-
lhas a parte, numeradas consecutivamente
com numeros arabicos. Os desenhos deverao
estar em condicdes que assegurem uma ade-
quada repeticao. Os graficos de barras, tortas
ou estatisticas deverdo estar no formato GIF.
Os numeros, letras e sinais deverao ter dimen-
sbes adequadas para serem legiveis quando
forem impressas. As referéncias dos simbolos
utilizados nas figuras deverao ser incluidas no
texto da legenda.

As fotografias deverado ser feitas em branco
e preto, com contraste, em papel brilhante e
com qualidade suficiente (minimo 300 dpi)
para assegurar uma boa reproducao. Nos de-
senhos originais ou fotografias deverao cons-
tar, no verso, os nomes dos autores e numero
de ordem escritos com lapis.

As fotos para versao eletronica deverao ser re-
alizadas em formato JPEG ou TIFF, com alta
resolucdo. Tanto as figuras quanto as fotogra-
fias deverdo ser legiveis. O tamanho minimo
devera ser de média carta, ou seja, 21 x 15cm,
a 300 dpi. Em todos os casos devera estar in-
dicado o aumento (barra o aumento).

As epigrafes das figuras deverao ser apresen-
tadas exclusivamente em folha a parte, orde-
nadas e numeradas, e deverdo expressar es-
pecificamente o que mostra a figura.
Abreviaturas. Serdo utilizadas unicamente
abreviaturas normalizadas. Deverdao ser evi-
tadas as abreviaturas no titulo e no resumo.
Quando no texto se empregar pela primeira
vez uma abreviatura, esta devera ir precedida
do termo completo, com excecédo se tratar-se
de uma unidade de medida comum.
Unidades de medida. As medidas de longi-
tude, tamanho, peso e volume deverdo ser

- 66 -



expressas em unidades métricas (metro, qui-
lograma, litro) ou seus multiplos decimais. As
temperaturas serdo expressas em graus Cel-
sius e as pressodes arteriais em milimetros de
mercurio. Todos os valores de parametros he-
matoldgicos e bioquimicos deverao ser apre-
sentados em unidades do sistema métrico de-
cimal, de acordo com o Sistema Internacional
de Unidades (Sl). Nao obstante, os editores po-
derédo solicitar que, antes de publicar o artigo,
os autores agreguem unidades alternativas ou
diferentes das do SI.

Nomenclatura. No caso de substancias qui-
micas sera tomada como referéncia prioritaria
as normas da IUPAC. Os organismos serao
denominados conforme as normas internacio-
nais, indicando sem abreviaturas o género € a
espécie em italico.

Discussao. Tera énfase sobre os aspectos
mais importantes e inovadores do estudo, e
serdo interpretados dados experimentais em
relagdo com o que ja foi publicado. Serao indi-
cadas as conclusoes, evitando reiterar dados
e conceitos ja citados em secdes anteriores.
Agradecimentos. Deverdo ser apresentados
em letra Arial, tamanho 10 e em um paragrafo.
Bibliografia. As citagdes bibliograficas deve-
rdo estar indicadas no texto por meio do so-
brenome

de/os autor/es (até dois autores) e o ano de
publicacao, tudo entre parénteses, separados
por ponto-e-virgula, € no caso de mais de uma
citacdo, deve-se comecar pela mais antiga a
mais atual. No caso de mais de dois autores,
serdo indicados o sobrenome do primeiro au-
tor seguido de et al. e 0 ano da

publicacéo.

Exemplos:

“A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € uma subs-
tancia psicoativa mais consumida no mundo
(Concon 1988; Lewin 1998; Nehlig 1999)”.
“Em um consenso geral, seria desejavel que
a ingestao total de cafeina durante a gravidez
supere 300 mg/dia (Organization of Teratology
Information Specialists (OTIS) 2001; Kaiser y
Allen 2002; Nawrot et al. 2003)”.

As referéncias bibliograficas completas serdo
incluidas ao final do trabalho, abaixo do titulo da
Bibliografia Citada, em ordem alfabética, com o
nome de todos os autores em cada caso.

Exemplos:
1. Artigo padrao em publicacao peri6-
dica

Acta Toxicol. Argent. (2013) 21 (1): 59-67

Halpern S.D., Ubel PA., 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 PR., Rosenthal K.S., Kobayashi
G.S., Pfaller M.A.. Medical microbiology.
4th ed. St. Louis: Mosby, 2002.

3. Capitulo de livro

Meltzer PS., Kallioniemi A., Trent J.M.
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 eletrénico

a. Artigo em publicacao periddica em in-
ternet

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

b. Pagina de internet

Cancer-Pain.org [en linea]. New York: As-
sociation of Cancer Online Resources, Inc.;
c2000-01 [atualizado em 16 de Maio de
2002; consulta 9 de Julho de 2002]. Dispo-
nivel em: http:// www.cancer-pain.org/.

c. Parte de uma pagina de internet
American Medical Association [on-line].
Chica go: The Association; ¢1995-2002
[atualizado em 23 de Agosto de 2001;
consulta 12 de Agosto de 2002]. AMA
Office of Group Practice Liaison. Dispo-
nivel em: http://www.ama-assn.org/ama/
pub/category/1736.html

Para a correta citagdo de possiveis referéncias
bibliograficas que puderam nado estar citadas
neste documento, consultar o estilo proposto
pelo Comité Internacional de Diretores de Re-
vistas Médicas em “Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals”
disponivel em: http://www.nIm.nih.gov/bsd/
uniform_requirements.html.
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