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Resumen. El particulado atmosférico de las areas urbanas contiene mezclas de compuestos contaminantes con diferentes
grados de toxicidad como los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs), provenientes de las emisiones de combustion
incompleta de diversas fuentes no naturales. Los HAPs pueden provocar cancer, malformaciones congénitas, trastornos del
sistema nervioso, entre otros, al ser absorbidos, ya sea por inhalacién o ingesta. El factor de equivalencia de toxicidad (FET), es
un parametro estimativo que relaciona la toxicidad de un compuesto con un componente de referencia, cuyo objetivo es evaluar
la toxicidad y el riesgo de diversas sustancias vy, en el caso de HAPs, el benzo(a)pireno (BaP) es el compuesto de referencia. El
objetivo de este trabajo fue estimar el riesgo potencial de exposicion a HAPs en habitantes de la zona de estudio a través de
los FET. Catorce HAPs fueron extraidos del particulado atmosférico colectado en filtros y analizados por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiencia con detector de fluorescencia. Se determiné la concentracion de los HAPs, se calcul6 la concentracion toxica
equivalente para cada compuesto y de la mezcla total de acuerdo al método propuesto por la Agencia de Proteccion Ambiental
(EPA) de Estados Unidos. La concentracién promedio total de HAPs en el particulado fue de 1,97 ng/m?®. La contribucién del BaP
fue del 2,54% en la mezcla total de HAPs. La concentracion téxica equivalente total fue de 0,08 ng/m?® de la mezcla de aire. Las
concentraciones toxicas equivalentes para cada HAP y para el total en el particulado atmosférico no exceden el valor de 1 ng/m?
en equivalentes de BaP, indicado en diversas regulaciones internacionales.

Palabras clave: HAPs; Factor equivalente de toxicidad; Riesgo de cancer; Particulado atmosférico.

Abstract. The atmospheric particulate from urban areas contains mixtures of contaminants with different degrees of toxicity such
as Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) derived from emissions from incomplete combustion of various natural sources.
PAHSs can cause cancer, birth defects and nervous system disorders when they are absorbed either by inhalation or ingestion. The
toxic equivalency factor (TEF) is a parameter that relates the toxicity of a compound with a reference component in order to evalu-
ate the toxicity and risk of various substances. The benzo(a)pyrene (BaP) is the reference compound in the case of PAHs mixture.
The aim of this study was to estimate the potential risk of exposure to PAHs in people of the study area through the TEF. Fourteen
PAHs were extracted from particulate filters and analyzed by liquid chromatography- fluorescence detection. The concentration of
PAHs was calculated. The total average concentration of PAHs in the particulate was 1.97 ng/m®. Then, the equivalent toxic con-
centration of each compound and the total mixture were calculated too according to the method proposed by the United States
Environmental Protection Agency (EPA). The contribution of BaP was 2.54% in the total mixture of PAHs. The total equivalent toxic
concentration was 0.08 ng/m?® in the air mixture. The toxic equivalent concentrations for each PAH and the total in the atmospheric
particulate were not exceeding the value of 1 ng/m?® in BaP equivalent that is the level indicated in international regulations.

Keywords: PAHSs; Toxicity equivalent factor; Risk; Atmospheric particulate.

INTRODUCCION Agency (EPA) 1984; World Health Organization
Los riesgos planteados por la exposicion a (WHO) 1987;Agency for Toxic Substances and
mezclas de hidrocarburos aromaticos polici- Disease Registry (ATSDR) 1995; Comision Eu-
clicos (HAPs) han sido evaluados a lo largo del ropea 2001; International Agency for Research
tiempo por diversas organizaciones y agen- on Cancer (IARC) 2012), estableciéndose las
cias internacionales (Environmental Protection caracteristicas y propiedades carcinogénicas
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y mutagénicas, de las emisiones asi como
de cada hidrocarburo presente en la mezcla
(IARC 2012). El benzo(a)pireno (BaP) es el HAP
mas ampliamente estudiado. Existe abundan-
te informacién en cuanto a su toxicidad y a su
relacion directa con otros HAPs, asi como es-
tudios experimentales con animales que han
confirmado la carcinogenicidad y la formacion
de tumores después de la inhalacién (Gelboin
1980; Gil y col. 1996; Mastandrea y col. 2005).
Por estar clasificado como una sustancia del
tipo 1A (carcinégeno humano) (ATSDR 1995;
EPA 2006; IARC 2012), la cuantificacién del
BaP en la mezcla total de aire ha sido pro-
puesta para evaluar el riesgo relativo a la sa-
lud asociado a la exposiciéon a HAPs (Petry y
col.1996).

Considerando que las mezclas de HAPs pre-
sentan variaciones en su composicién y pro-
porcion, segun el origen de la emisién (Fang y
col. 2002; Omar y col. 2002; Donalson y col.
2005; Norramit y col. 2005; Turrio-Baldassarri
y col. 2006;Tham y col. 2007), la EPA en 1993
propone el calculo del Factor de Equivalencia
de Toxicidad (FET), que es una metodologia
cuyo objetivo es evaluar la toxicidad y el ries-
go de diversas sustancias (Nisbet y LaGoy
1992; Petry y col. 1996). El FET es un parame-
tro estimativo que relaciona la toxicidad de un
compuesto con un componente de referencia,
que para el caso de los HAPs, es el BaP (Van
der Berg y col. 2006). Mediante este factor se
puede encontrar un estimado de la toxicidad
generada por una fuente variable, es decir se
calcula una ponderacion de cuan toxica es
una emision (Rojas y col. 2011).

El calculo del FET se ha empleado en diver-
sas investigaciones, entre las que se pueden
citar la realizada por Fang y col. (2002) quie-
nes investigaron los HAPs en fase gaseosa y
en particulado en areas rurales y urbanas de
una ciudad en Taiwan. Los resultados indican
que las concentraciones son superiores en los
sitios urbanos debido a las emisiones de pro-
cesos industriales.

El calculo de factores de equivalencia del BaP,
indica un riesgo mayor en estos sitios, sin em-
bargo concluye que el riesgo es aceptable en
el aire ambiental del centro de Taiwan.
Asimismo en Curitiba (Brasil), se determiné la
concentracion de HAPs en material particu-
lado atmosférico, donde las relaciones mo-
leculares indicaron que la fuente de emision
de HAPs son los vehiculos a gasolina, en el
area de baja poblacion, y los de diesel en la
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de trafico pesado. El célculo del FET para el
BaP indic6 un bajo riesgo asociado a la expo-
sicion de HAPs totales en el aire (Froehner y
col. 2010). Resultados similares se obtuvieron
en Teheran, en donde el niumero anual de ca-
sos de cancer atribuibles a HAPs cancerige-
nos fue estimado en 58 personas por millon
(Halek y col. 2008).

Con casi 2 millones y medio de habitantes
(1.435 hab/Km?) (Instituto Nacional de Estadis-
tica (INE) 2011), Valencia (Venezuela) es la capi-
tal de un estado industrial por excelencia cuya
zona urbana se caracteriza por su gran acti-
vidad comercial y alta densidad vehicular con
aproximadamente 500.000 automoviles parti-
culares (Lilido y Ramirez 2012). Tiene una tem-
peratura media anual de 26,7°C, con precipita-
ciones promedio de 70 mm anuales y un perio-
do lluvioso de mayo a noviembre (Instituto Na-
cional de Meteorologia e Hidrologia (INAMEH)
2012).Esta ciudad se asienta en un valle a 427
msnm, en el que los vientos alisios soplan de
norte-este al sur-este, con una velocidad pro-
medio de 10 Km/h (Observatorio Oceanografi-
co Digital de Venezuela (0.0.D) 2012). Consi-
derando que los factores antes mencionados
favorecen la emision de HAPs al ambiente, el
proposito de este estudio fue estimar el riesgo
potencial de exposicidn a estos contaminantes
a través de los FET en dicha ciudad.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio comprende la determina-
cién de la concentracién y las caracteristicas
de los HAPs enlazados al particulado atmos-
férico, la evaluacion de la toxicidad y la va-
loracion del riesgo de la mezcla de ellos en
el aire. Para ello se analizaron 14 HAPs naf-
taleno (Naf), acenafteno (Ace), fluoreno (Flu),
fenantreno (Fen), antraceno (Ant), pireno (Pir),
benzo(ghi)perileno (BghiP), benzo(a)antrace-
no (BaA), criseno (Cris), benzo(b)fluorante-
no (BbF), benzo(k)fluoranteno(BkF), benzo(a)
pireno (BaP), dibenzo(a)antraceno (DBA), e
indeno(1,2,3-cd)pireno (Ind). Estos ultimos
siete son cancerigenos potenciales, mutagé-
nicos y genotdxicos para los humanos (US
EPA 1993; IARC 2012).

El muestreo se realizé en la avenida Bolivar
norte de la ciudad de Valencia, sector el Vifie-
do, entre la avenida Carlos Sanday la avenida
147, del Estado Carabobo, Venezuela. El equi-
po muestreador de particulas se ubico en la
azotea del edificio de 3 pisos de altura, donde
funciona una institucién educativa. (Figura 1)
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Figura 1. Fotografia aérea de la avenida Bolivar de Valencia con el punto
donde fue realizado este estudio (Google Earth 6., 2012)

Coleccion de particulas totales

La recoleccioén de particulado atmosférico se
realizdé de manera interdiaria, durante el primer
trimestre del afio 2007, durante la estacién de
sequia, de acuerdo a lo descrito en la norma
de la Comisién Venezolana de Normas Indus-
triales (COVENIN) 2060 (2006).

Veinte muestras de particulado atmosférico
(24 horas) presente en el aire de la zona de
estudio, fueron captadas usando un sistema
automatico de coleccién con captacion en fil-
tros Whatman, 20,8 x 25 cm?, grade G653, co-
locados en un muestreador de alto volumen
M5, Tish Environment con regulador de volta-
je, contador numérico de tiempo, temporiza-
dor mecanico modelo 70 y registrador de flujo
de carta circular. La concentracién de HAPs
en el particulado atmosférico (ng/m?) se cal-
culd a partir de la masa de particulas totales
suspendidas (PTS) recolectadas y el volumen
de aire que pasé a través de los filtros. Se fijé
el filtro sobre una rejilla con un caudal de as-
piracién de aire de 1,4 m®min. Se cerré la ca-
seta y se dejo transcurrir 24 h. Se desinstalé el
filtro utilizado y se dobl6 sobre la misma cara.
Se introdujo dentro de un sobre de papel, pro-
tegido de la luz con una pelicula de aluminio
y guardado en una bolsa plastica con cierre
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hermético, fue transportado en cava con hielo
a nevera de -20 °C para su posterior analisis.

Extraccion y analisis de los HAPs

Para la extraccién y analisis de los HAPs se
implementé el método MTA/MA-039/A00 del
Instituto de Seguridad e Higiene del Trabajo
del Ministerio del Trabajo y Asuntos Sociales
de Espafa (2006) y el descrito en la norma ve-
nezolana COVENIN 2060, esquema 44:2-002,
ICS 13.040 (2006).

Un area determinada y representativa del fil-
tro se segmenté para someterla a extracciéon
con ciclohexano (Fisher Scientific HPLC gra-
de UV), y ultrasonido a 20°C, por 15 min, 2
veces. Luego de 30 minutos en reposo, se
decant6 el extracto y se pasé por filtro de
0,45 pym. Para garantizar la limpieza del ex-
tracto se acondiciond un cartucho SPE C-18
Supelco, con 3 ml de hexano (Mallinckrodt
ChromAR® HPLC5167), se agregd la mues-
tra y finalmente se eluyé con diclorometano
(Fisher Scientific HPLC grade UV) en un ba-
I6n que se llevd al rotaevaporador a 40°C. El
residuo se reconstituyé con 2 ml de acetoni-
trilo (CH,CN) (J.T. Baker HPLC grade 9017-
03) para su posterior inyeccién en el sistema
cromatografico.
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Parametros de operacion

El andlisis se realiz6 en un cromatoégrafo liqui-
do de alta resolucién Perkin EImer NCI 900,
interfaz acoplado a un detector de fluores-
cencia y bomba Perkin Elmer de la Serie 200,
Software Total Chrom Navigator 6.3.0.0445,
columna LC-PAH, 5 pum x 15 cm Supelcosil,
equipado con loop de 20 pl. La fase movil
CH,CN: H,O, en gradiente de 55 a 100% de
CH,CN, hasta completar un tiempo de corri-
da de 65 min con flujo de 1 ml/min, y longi-

200 RS
150
100
- Ant
. af
50- J =
o
0 5 10 15 20 25

tudes de excitacion y emisién variables entre
257 a 482 nm. Cada muestra se inyect6 por
duplicado. A partir de la mezcla certificada
por EPA 610 (Supelco, Mix catalog N° 48743,
Methanol:Methylene Cloride 1:1) se prepara-
ron diluciones para las curvas de calibracion
de cada uno de los HAPs usando estandar
externo y solvente CH,CN (J.T. Baker HPLC
grade). El cromatograma de los 14 HAPs de-
tectados con fluorescencia, se muestra en la
Figura 2.

Bi{kF Bla)P
Baa O DighiA
Bib)F BehiP
Jkﬂ M
30 35 40 45 50 55 G0

Figura 2. Cromatograma de HAPs presentes en la mezcla EPA, 200 ng/mL

Cada compuesto fue identificado por su tiem-
po de retencidn y cuantificado por el area de
integracion interpolada en la curva de calibra-
cién (Tabla 1). El porcentaje de recuperaciéon
fue de 80% en promedio. Los limites de de-
teccion se calcularon entre 3,61 ng/ml para el
DBA'y 126, 52 ng/ml para el naftaleno.

El célculo para los factores equivalentes toxi-
cos (FET), concentracién toxica equivalente de
BaP (CTE) y la concentracién toxica equivalen-
te total (CTET), fue realizado segun lo refieren
Nisbet y La Goy (1992) utilizando la ecuacion
1. Donde Cn es la concentracion del HAP en
el particulado atmosférico y FET el factor de
equivalencia de toxicidad (FET) del HAP co-
rrespondiente. Se realizé un analisis descrip-
tivo y de correlacion (Pearson). El andlisis es-
tadistico se realizé con el paquete SPSS 17.0

Ecuacion 1

CTET=") C, *FET

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el muestreo las temperaturas en la
zona de estudio oscilaron entre 27 y 38°C. El
estudio revel6 la presencia de 13 HAPs en el
particulado de la zona, observandose la ausen-
cia de acenafteno. La concentracién de HAPs
totales fue 1,97 ng/m3, valor que es compara-
ble a lo obtenido en algunas zonas no urba-
nas en Malasia y Grecia o urbanas como la de
Texas (Tham y col. 2007). Con respecto a la
ciudad de Mégjico fue menor a la reportada en
el 2010 por Mugica y col. (1,99 - 10,48 ng/m?),
asi como en Tarragona, Espafa (1,39 - 5,61
ng/m?3) (Ramirez y col. 2011), y Agra (India) con
HAPs entre 8,04 y 97,93 ng/m?® (Masih y col.
2010). Sin embargo, los cientificos insisten en
que la presencia de HAPs, aun a bajos niveles
en el aire, produce efectos adversos a la salud
(IARC 1984; ATSDR 1995; Pereira y col. 2000;
Donalson y col. 2005; Bosetti y col. 2007).

En la presente investigacion los HAPs identifi-
cados en la mezcla de aire fueron clasificados
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Tabla 1. Ecuaciones de las curvas de calibraciéon de HAPs

HAP Abrev. Ecuacién R? Limite de L.D.
de la recta deteccidén

de recta

(ng/mL)

(ng/m?)
Naftaleno Naf Y=1009,2X 0,9886 126,52 2,36
Acenafteno Ace Y=6098,6X 0,9943 89,91 1,68
Fluoreno Fluor Y=2591,7X 0,9689 49,75 0,93
Fenantreno Fen Y=2304,9X 0,9893 13,22 0,25
Antraceno Ant Y=11280X 0,9919 9,73 0,18
Benzo(a)antraceno BaA Y=10648X 0,9729 67,99 1,27
Criseno Cris Y=9422,8X 0,9836 22,13 0,41
Benzo(b)fluoranteno BbF Y=3068X 0,9860 9,79 0,18
Benzo(k)fluoranteno BkF Y=13562X 0,9870 62,49 1,17
Benzo(a)pireno BaP Y=13045X 0,9882 25,63 0,48
Dibenzo(a,h)antraceno DBahA Y=2138,9X 0,9991 23,60 0,44
Benzo(g,h,i)perileno BghiP Y=1432,9X 0,9835 3,61 0,07
Indeno(1,2,3 c-d)pireno Ind Y=444,03X 0,9578 62,48 1,17
Pireno Pir Y=2246X 0,9460 83,82 1,56

Y = Area del pico — Area del blanco = (V. s)
X = Concentracion de HAP (ng/mL)

L.D. = Limite de deteccidn (*) Calculado por el método de Miller y Miller (1993).

de acuerdo a sus propiedades carcinogéni-
cas; los de bajo peso molecular, no carcinége-
nos (2 y 3 anillos), fueron los mas abundantes
(87,1%), mientras que los de alto peso mole-
cular, considerados carcinégenos (4 a 6 ani-
llos), se encontraron en menor concentracion
(12,9%). Proporciones similares se hallaron
en Teheran, Iran, con un 13,5% pero donde la
concentracion de HAPs fue alarmante (35,85
ng/m?) (Halek y col. 2008). Estos resultados di-
fieren de los de Norramit y col. (2005), quienes
reportaron 91,7% de HAPs de alto peso mo-
lecular en Bangkok y con los de Eiguren-Fer-
nandez y col. (2003) quienes publicaron que,
en Los Angeles, California, HAPs de mayor
peso molecular estaban en mayor proporcion.
Todos los HAPs hallados en el particulado de
la zona estudiada son mutagénicos a excep-
ciéon del naftaleno (mayor proporcion), fluo-
reno y antraceno. Es importante acotar que,
aunque la concentracién de cancerigenos es
inferior a la de no cancerigenos, la presen-
cia de HAPs en el aire, asociados a particu-
las respirables, puede retardar el metabolismo
y posterior eliminacion de éstos, lo que pro-
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piciaria la bioacumulacién en el organismo
(cabello y grasas) (Pereira y col. 2000). Estos
compuestos presentes en el aire representan
un peligro al ser inhalados, absorbidos o inge-
ridos con alimentos ya que al entrar en con-
tacto con las reacciones propias del organis-
mo pueden producir deterioro en el ADN, abe-
rraciones cromosomicas y mutagenicidad que
conllevarian a enfermedades graves (Pereira y
col. 2000; Fang y col. 2002; Donaldson y col.
2005; Mastandrea y col. 2005; Diaz y col 2006;
Kocbach y col. 2006).

En cuanto a la correlacion entre los HAPs se
encontré que los de 2 a 4 anillos, clasificados
como de bajos efectos cancerigenos se rela-
cionan entre si. Ademas, se hall6 relacion en-
tre el BaP y BKF, Cris, Pir y BghiP (p<0,05).
También existe una correlaciéon positiva esta-
disticamente significativa entre los HAPs tota-
les y los de bajo peso molecular. Esta relacion
permite estimar la probable existencia de los
HAPs peligrosos anteriormente nombrados
con sélo hallar el BaP en el particulado.
También se encontré que la relacion molecular
entre el benzo(a)antraceno y el criseno (BaA/
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Cris) era de 0,54, razén que permite deducir
que los HAPs presentes en el particulado at-
mosférico provienen mayormente de emisio-
nes vehiculares y de emisiones de aceites de
motor (Fang y col. 2006; Tham y col. 2007).
La presencia del pireno y criseno es conse-
cuencia de las emisiones diesel, clasificadas
recientemente en el grupo 1A (IARC 2012),
el benzo(g,h,i)perileno y el antraceno provie-
nen de la gasolina y el benzo(a)antraceno de
la combustion de gas natural (Norramit y col.
2005; Tham y col. 2007).

Al utilizar la concentracion del B(a)P como in-
dicador total de HAPs, se puede decir que la
presencia de estos compuestos en el ambien-
te en estudio es baja. En este sentido, el 91%
de las muestras recolectadas en esta inves-
tigacion presentaron concentraciones de BaP
inferiores a 0,12 ng/m?. El intervalo de la con-
centracion de BaP fue de 0 a 0,18 ng/m3, y es
comparable al de la ciudad de Méjico (0,04 -
0,71 ng/m?®), Eorden Basin en Grecia, Xiamen
en China y las Palmas en Gran Canaria donde
los niveles de BaP fueron de 0,02 a 0,82; 0 a
0,06 y 0,08 a 0,6 ng/m3, respectivamente (Mu-
gicay col. 2010) y con ciudades de Japén, 0,1

a 0,2 ng/m?(Thamy col. 2007), pero 100 veces
inferiores a Santiago de Chile con 18,25 ng/
m? de BaP (Gil y Adonis 1996) y a otras ciu-
dades como Roma, en ltalia; Bangkok, en Tai-
landia; Sao Paulo, en Brasil; Nueva Delhi, en
India donde los niveles fueron 0,1 a 6,2; 0,3 a
13; 0,4 a 2,2; 14 a 48 ng/m3, respectivamente
(Mugicay col. 2010).

Los resultados de los FET, CTE y CTET se
presentan en la Tabla 2. Se observan con-
centraciones comparables a las encontradas
en zonas poco habitadas de Malasia (Omar y
col. 2002) lo que sugiere que el riesgo para
la salud de los habitantes de la zona es bajo,
con 0,08 ng/m3 como CTET, mucho menor al
propuesto por la Comisién Europea (1 ng/m3),
asi como los hallados en Curitiba, Brasil (0,45
a 1,12 ng/m?®) (Froehner y col. 2010), menor a
Tarragona, Espafa (0,067 a 1,059 ng/m?®) (Ra-
mirez y col. 2011) y Taichung, Taiwan (3,66 ng/
m3) (Fang y col. 2002) y aun mas contrastante
con el de Magra en la India (7,4 ng/m?) (Ma-
sih y col. 2009), en donde, fundamentados en
la clasificacién reciente de estos compuestos,
existiria un mayor riesgo de desarrollar cancer
debido a la exposicion.

Tabla 2. Concentraciones de HAPs en el particulado atmosférico, factores de toxicidad equivalente
y BaP equivalente (BaP eq) y la concentracién téxica equivalente total en zona de estudio

ng/m?® ng/m?®
HAP % * FET a Mediana Media SD Rango FETb CTE
Naf 26,40 0 0 0,52 1,27 ND - 5,40 0,001 0
Ace 0 0 0 0 0,01 ND - 0,04 0,001 0
Fluor 20,30 0 0 0,40 0,85 ND - 2,99 0,001 0
Fen 2,03 0 0 0,04 0,12 ND - 0,48 0,001 0
Ant 14,72 0 0,25 0,29 0,28 ND - 0,79 0,01 0,003
Pir 46,19 0 0 0,91 0,77 ND - 2,82 0,001 0,001
BaA 3,05 1 0,01 0,06 0,09 ND - 0,31 0,1 0,006
Cris 5,58 1 0,08 0,11 0,11 ND - 0,44 0,01 0,001
BbF 1,02 1 0 0,02 0,05 ND - 0,18 0,1 0,002
BkF 0,51 1 0 0,01 0,01 ND -0,03 0,1 0,001
BaP 2,54 1 0,03 0,05 0,05 ND - 0,18 1 0,05
DBahA 0,51 1 0 0,01 0,02 ND- 0,06 1 0,01
BghiP 3,55 0 0,04 0,07 0,11 ND - 0,40 0,01 0,001
Ind 3,55 1 0,06 0,07 0,08 ND - 0,25 0,1 0,007
Total 100 - 0,47 1,97 3,82 ND- 14,37 CTET 0,082

FET: Factor de equivalencia téxica (US EPA 1993)

CTE: Concentracion toxica equivalente o BaP equivalente (BaP eq)

CTET: Concentracion téxica equivalente total de la mezcla
(*)Relacién porcentual en el particulado atmosférico
(**)Concentracion en el particulado atmosférico (ng/m?3)
(a)Factor de Equivalencia Toxicolégica U.S 1984

(b)Factor de Equivalencia Toxicoldgica Nisbet y LaCoy
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CONCLUSION

En el particulado atmosférico de la zona estu-
diada, se hallaron 13 HAPs en la mezcla, pro-
venientes de emisiones vehiculares, de acei-
tes de motor y combustion de gas natural, de
los cuales el 12,9% correspondié a HAPs pe-
ligrosos de alto peso molecular. La concentra-
cion promedio de HAPs totales fue 2,56 ng/m?
similar a algunas zonas no urbanas de otros
paises, por lo que al calcular la concentracion
toxica equivalente total, CTET vy resultar 0,08
ng/m?3, se puede estimar este valor como de
bajo riesgo ya que se encuentra por debajo
de lo propuesto en diversas regulaciones in-
ternacionales (1 ng/m® en BaP eq) y el plan-
teado por la Comisién Europea (2001). Debido
a las implicaciones de estos compuestos en la
salud publica es recomendable complemen-
tar los hallazgos obtenidos con la evaluacién
de la fase gaseosa de la mezcla de aire de la
zona de estudio asi como el biomonitoreo de
la poblacién.
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Resumen. Los anfibios son constituyentes integrales de ecosistemas naturales y agricolas, y debido a su sensibilidad pueden
ser utilizados como bioindicadores. La frecuencia de micronucleos se emplea como un biomarcador que evalla la respuesta a
agentes genotoxicos. El objetivo del trabajo fue determinar y comparar la frecuencia de micronucleos en eritrocitos de Bufo are-
narum que habitan ambientes antropicos de la ciudad de Rio Cuarto. Se escogieron tres sitios modificados: un lago urbano Lago
Villa Dalcar (33°06°S-64°22'W) y dos sitios de cultivo denominados Cultivo1 (33°05’S-64°26’W) y Cultivo 2 (33°05’S-64°25’W).
Como control se escogié un area ubicada en las sierras de Comechingones, en el Campo Experimental Las Guindas (32°35’S-
64°42’W), pertenecientes a la UNRC. En cada sitio se recolectaron ocho individuos utilizando trampas de caida y relevamientos
por encuentros visuales. A cada individuo se le extrajo sangre de la vena angularis inmediatamente después de la captura. Se
realizaron dos extendidos por cada individuo, se dejaron secar al aire por 24 hs, luego se fijaron con metanol por 20 minutos y
se colorearon con Giemsa al 5% durante 10 minutos. Posteriormente los frotis fueron analizados con microscopio (1000X) y se
tomaron fotografias con camara digital. La frecuencia de micronucleos fue contabilizada para 4000 células por individuo. Se rea-
lizaron comparaciones utilizando el test de Kruskal-Wallis. Las frecuencias de micronucleos encontradas son: Las Guindas: 0,17
+ 0,23; Cultivo1: 0,78 + 0,28; Cultivo 2: 0,61 + 0,45 y Villa Délcar: 0,76 + 0,47. Existen diferencias significativas entre el control y
los demas sitios (p<0,01). Los resultados obtenidos demuestran la relevancia en la aplicacion del test de micronucleos in vivo en
anfibios anuros para comparar distintos ambientes. Estos resultados indicarian la necesidad de nuevas investigaciones y de un
monitoreo mas prolongado en el tiempo para estos ambientes, incluyendo por ejemplo otros tipos de biomarcadores, asi como
otras posibles especies representativas de la region.

Palabras claves: Micronucleos; Anfibios; Bufo arenarum; Agroecosistemas.

Abstract. Amphibians are integral constituents of natural and agricultural ecosystems, and because of their sensitivity can be
used as bioindicators. Micronuclei test is used as a biomarker for determining the response to genotoxic agents. The purpose of
this study was to determine and compare the frequency of micronuclei in peripheral blood erythrocytes of Bufo arenarum toads
that inhabiting anthropic environments for the city of Rio Cuarto. Organisms used in the MN test were collected from three sites
modified: an urban lakeVilla Dalcar (33°06'S-64°22'W) and two cultivation sites called Crop 1 (33°05’S-64°26’W) and Crop 2
(33°05’S-64°25'W). As a control site, an area in the mountains of Comechingones, Las Guindas (32°35’S-64°42’W), belonging to
the UNRC was sampled. At each site, eight individuals were collected using pitfall traps and by visual encounter surveys. To each
individual is bled from the vein angularis immediately after capture. We performed two extended for each individual, air-dried for
24 hours, then fixed with methanol for 20 minutes and stained with 5% Giemsa for 10 minutes. Then the smears were analyzed
with microscope (1000X) and took pictures with digital camera. For each individual the frequency of micronuclei for 4000 cells
was recorded. Comparisons were made using the Kruskal-Wallis test. Micronuclei frequencies found are: Las Guindas: 0.17 +
0.23; Crop 1: 0.78 + 0.28, Crop 2: 0.61 + 0.45 and Villa Dalcar: 0.76 + 0.47. There are significant differences between the control
and the other sites (p<0.01). These findings show the relevance in the application of micronucleus test in vivo for anuran amphib-
ians to compare different environments. These results suggest the need for further research and monitoring longer time for these
environments, including such other biomarkers, as well as other possible species representative of the region.

Keywords: Micronuclei; Amphibians; Bufo arenarum; Agroecosystems.
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INTRODUCCION

La agricultura es una de las perturbaciones de
origen antropogénico asociado a los ambien-
tes utilizados por los anfibios, es una de las
causas principales de la disminucién y modi-
ficacién de los habitats naturales, y en con-
secuencia, es considerada un factor relevan-
te en la declinacién registrada en los anfibios
en las ultimas décadas (GAA 2004; Stuart y
col. 2004; Beebee y Griffiths 2005; Collins y
Crump 2009; Peltzer y col. 2011). La propor-
cion de bosques convertidos en tierras agri-
colas esta ocurriendo rapidamente en algu-
nas areas neotropicales (Pengue 2005; Rossi
2006). La modificacién y destruccion del pai-
saje por esta actividad, es ocasionada princi-
palmente debido a la presencia de ganado, el
laboreo de la tierra para la siembra de cultivos
y la incorporacion excesiva de ciertos nutrien-
tes a través de la aplicacién de biocidas y fer-
tilizantes, entre otros factores (Pengue 2005;
Altieri y Pengue 2006). Los anfibios son com-
ponentes integrales de los ecosistemas natu-
rales y agricolas, y debido a su piel permea-
ble y humeda, escasa movilidad y su ciclo de
vida complejo con estadios de vida acuatico
y terrestre, constituyen organismos sensibles
a la calidad del medio ambiente y por tanto
vulnerables a los contaminantes ambientales
(Young y col. 2004). Numerosos trabajos rea-
lizados en condiciones de laboratorio han de-
mostrado los efectos genotdxicos de diversos
agroquimicos sobre especies de anfibios (Bly
y col. 2004; Lajmanovich y col. 2005; Cabagna
y col. 2006; Bosch y col. 2011). Sin embargo,
pocos estudios han sido realizados con po-
blaciones de anfibios que habitan agroecosis-
temas, en los que se analizan los individuos
en su ambiente natural. Este tipo de estudios
suponen una vision mas realista, porque con-
templarian algunos fenémenos ambientales
tales como la biodisponibilidad o la bioacumu-
lacion de los compuestos presentes en el am-
biente en comparacién con los ensayos en la-
boratorio (Djomo y col. 2000). Las poblaciones
de anfibios que se reproducen en las charcas
agricolas pueden estar expuestos a un amplio
rango de productos quimicos, con diversos
efectos en los individuos, tanto morfolégicos
como genéticos o fisiologicos (Cabagna 'y col.
2005; 2006; Lajmanovich y col. 2010; Peltzer
y col. 2011; Bionda y col. 2012a). Para eva-
luar el riesgo potencial de poblaciones natu-
rales a diferentes exposiciones ambientales,
son utilizados biomarcadores (Hoffman y col.
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2003). En general se distinguen tres tipos de
biomarcadores: de exposicidon, de suscepti-
bilidad y de efecto (Silbergeld y Davis, 1994).
Entre dichos biomarcadores, uno de los mas
utilizados es el test de micronucleos, el cual
constituye un biomarcador de efecto tempra-
no de dafio genético tanto en humanos (Lu-
cero y col. 2000; Zalacain y col. 2005), como
en plantas y animales (Djomo y col. 2000; Pal-
ma Acufia 2005; Junin y col. 2008; Arslan y
col. 2009; Pollo y col. 2012). En este sentido,
los agroquimicos pueden producir dafio cro-
mosémico mediante la formacion clastogéni-
ca o aneugénica de micronucleos (Bly y col.
2004; Lajmanovich y col. 2005; Cabagnay col.
2011). Por tal motivo, el objetivo del presente
trabajo fue determinar y comparar la frecuen-
cia de micronucleos en eritrocitos de Bufo
arenarum que habitan ambientes con distinto
grado de alteracion ambiental de la ciudad de
Rio Cuarto, Cordoba.

MATERIAL Y METODOS

Areas de estudio

La Ciudad de Rio Cuarto se ubica en una zona
agricola-ganadera. Se escogieron cuatro si-
tios, tres de ellos constituyen ambientes urba-
nos y periurbanos con distintos tipos y grados
de alteracién ambiental. La importancia en la
seleccion de dichos ambientes para el presen-
te estudio, se basa en los antecedentes de es-
tudios previos sobre modificaciones en los pa-
rametros poblacionales en distintas especies
de anfibios, asi como cambios en las propie-
dades de las comunidades, posiblemente por
el grado de alteracién ambiental (Bionda y col.
2011a, 2011b; Bionda y col. 2012a, 2012b;
Pollo y col. 2012; Bionda y col. 2013). Uno de
los sitios es un lago urbano, Lago Villa Dal-
car (S 33°07’ - W 64°20’), este constituye un
ambiente artificial de aproximadamente 8 ha,
rodeado por residencias (Mancini y col. 2012;
Pollo y col. 2012). Dos sitios de cultivos ubi-
cados en los alrededores de la ciudad y que
se encuentran rodeados de una matriz agrico-
la, principalmente por cultivos de soja (Glicine
max Merril L). Uno de los cultivos fue deno-
minado Cultivo 1 (S 33°05’ - W 64°26°) que
cuenta con 9 ha y presenta cultivos a escasos
metros del cuerpo de agua (15 m aproxima-
damente); y un Cultivo 2 (S 33°05’ - W 64°25’)
de 5 ha que no presenta un cultivo cercano a
los cuerpos de agua pero existen cultivos ale-
dafnos y recibe correntias de agua provenien-
te de éstos. En ambos cultivos existe ademas
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la practica ganadera. El ultimo sitio, utilizado
como control, es un area ubicada en las sierras
de Comechingones, Campo Experimental Las
Guindas (S 32°04> - W 64°42>), perteneciente a
la Universidad Nacional de Rio Cuarto, cuenta
con 1.200 ha y esta ubicado a 90 kilémetros al
noroeste de la ciudad de Rio Cuarto. La region
en la que se encuentra ubicado este ambiente
presenta un 95,8% de géneros floristicos au-
téctonos, siendo considerada un area poco
alterada (Natale, 1999; Vischi y col. 1999). De
este modo, en un gradiente de mayor a me-
nor alteracién, ubicariamos a los sitios Cultivo
1 y Cultivo 2 con mayor grado, asociado a la
practica agricola-ganadera; el sitio Lago Villa
Dalcar con una alteracién media y de carac-
teristicas urbanisticas; y por ultimo el sitio Las
Guindas, con escaso grado de alteracion.

Metodologia de campo y laboratorio

La especie Bufo arenarum tiene una distribu-
cién neotropical (Frost 2009). En Argentina pre-
senta una amplia distribucion, siendo encon-
trado en una variedad de habitats, incluyendo
ambientes costeros, zonas rurales o urbanas
(Lajmanovich y col. 2010). Los individuos son
principalmente mas activos en los meses de
octubre-diciembre, es decir, durante la prima-
vera y el comienzo del verano (Bionda 2011).
Debido a su amplia distribucién y abundancia,
esta especie es usada ampliamente para es-
tudios ecologicos, fisiologicos, anatdbmicos y
toxicoldgicos (Cabagna y col. 2005; Brodeur y
col. 2008; Lajmanovich y col. 2010; Bionda y
col. 2011a; 2012a, 2012b).

La captura de los ejemplares fue hecha a tra-
vés de trampas de caida y relevamientos por
encuentros visuales (Heyer y col. 1994). Se
colectaron ocho individuos machos adultos
por sitio, entre septiembre y diciembre de
2010. A cada individuo se le extrajo sangre de
la vena angularis inmediatamente después de
la captura (Noller 1959). Se realizaron dos ex-
tendidos por cada individuo, se dejaron secar
al aire por 24 hs, luego se fijaron con metanol
por 20 minutos y se colorearon con Giemsa
al 5% durante 10 minutos (Junin y col. 2008).
La frecuencia de aparicion de micronucleos
se cuantifico para 4000 células por individuo,
utilizando un microscopio Carl Zeiss trinocu-
lar Primo Star (Pack 5).Se tomaron fotogra-
fias con camara Canon Power Shot G10 14.7
Megapixeles utilizando el Software AxioVision
CARL ZEISS Versién 4.3. Existen ciertos crite-
rios para el reconocimiento de micronucleos:
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el diametro del micronucleo debe oscilar entre
1/16 y 1/3 del diametro del nucleo principal y
debe estar separado de éste, debe haber una
identificacion clara del limite nuclear, no debe
ser mas refractivo y debe tener un color e in-
tensidad como la del nucleo principal o mayor,
su forma puede ser esférica u oval y debe es-
tar incluido en el citoplasma celular (Schmid
1975; Fenech 2000; Zalacain y col. 2005). Se
utilizé un analisis Kruskal-Wallis para corrobo-
rar si existian diferencias en la frecuencia de
micronucleos entre sitios.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se indican las medias y desvios
estandar registrados en la frecuencia de mi-
cronucleos para cada uno de los sitios estu-
diados. Hay diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre los sitios en las frecuencias de
micronucleos (Kruskall-Wallis, p = 0,0023). La
frecuencia de micronucleos registrada en los
individuos capturados en el sitio control Las
Guindas son menores a las registradas en los
restantes sitios. Ademas en el sitio control se
encontraron eritrocitos en divisién en el 37,5%
de los individuos. Entre los sitios modificados
se registra una frecuencia de micronucleos se-
mejante, sin embargo, esta es algo mayor en
los sitios Cultivo 1 y Lago Villa Dalcar, seguido
por el Cultivo 2. En la Figura 1 se muestran
fotos de micronucleos registrados en los dis-
tintos ambientes y los eritrocitos en divisién
pertenecientes a los individuos del sitio Las
Guindas.

DISCUSION

La frecuencia de micronucleos es un biomar-
cador de efecto, que puede reflejar la exposi-
cién temprana a un contaminante (Bly y col.
2004). Por tal motivo, los estudios realizados
en poblaciones que habitan ambientes con
distintos tipos de alteraciones (agricolas y ur-
banas) son Utiles para conocer la relacién en-
tre los organismos y su medio y, con ello, la
salud del ambiente (Hoffman y col. 2003). Los
resultados muestran que el nimero de micro-
nucleos encontrado en los individuos de los
sitios alterados (Lago Villa Dalcar, Cultivo 1
y Cultivo 2; ver Tabla 1) es mayor al registra-
do en el sitio control (0,17 + 0,23; Tabla 1) y al
propuesto como numero basal para la especie
(0,30 = 0,09) (Bosch y col. 2011). De esta ma-
nera, los resultados obtenidos podrian indicar-
nos que existiria cierto grado de inestabilidad
genética en las poblaciones de B. arenarum
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Figura 1. Micronucleos registrados en individuos de: a) y
b) Villa Délcar; c) Las Guindas; d) Cultivo 1; €) Cultivo 2 y f)
Células en division en individuos de Las Guindas.

Tabla 1. Frecuencia de micronucleos en
B. arenarum para los cuatro sitios de muestreo.

Micronucleos (Mn)

Sitio n Yo

Las Guindas 8 0,17 + 0,23
Cultivo 1 8 0,78 + 0,28
Cultivo 2 8 0,61 +0,45
Villa Délcar 8 0,76 £ 0,47

n=Tamanfo de la muestra, %o = Frecuencia en mil

presentes en los sitios analizados, y que estos
ambientes representarian un ambiente hostil
para las poblaciones que alli habitan.

El lago Villa Délcar se encuentra dentro del eji-
do urbano de la ciudad y constituye una im-
portante area de recreacion y pesca. En los
ultimos afos se han registrado episodios de
contaminacion por escorrentias provenientes
de campos cultivados (Mancini y col. 2000),
como también un afloramiento algal (Novoa
2006) e inestabilidad genética en poblaciones
de peces (Pollo y col. 2012). Recientemente,
un estudio realizado por Bionda y col. (2012b)
con poblaciones de B. arenarum ha demostra-
do una frecuencia alta de individuos con anor-
malidades morfologicas. De esta manera, con
los resultados obtenidos en el presente estu-
dio sumado a las observaciones realizadas en
los estudios de anormalidades morfolégicas
por Bionda y col. (2012b) y considerando la
importancia socioecondmica del lago, se po-
drian plantear serios cuestionamientos sobre
la salud y calidad de este ambiente, y la ne-
cesidad de un monitoreo exhaustivo. Por su
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parte, los sitios Cultivo 1 y Cultivo 2, también
mostraron una frecuencia de micronucleos
considerablemente més alta a la registrada en
el sitio control, y a la considerada basal para la
especie. El hecho de que estos ambientes se
encuentren rodeados de una matriz agricola,
supone un grado de alteracion y posible de-
gradacién ambiental. Estudios realizados so-
bre la ecologia y demografia de poblaciones
de B. arenarum y otras especies de anfibios,
también han mostrado indicios de una posi-
ble degradacion ambiental en dichos cultivos
(Bionda y col. 2011a; 2011b; 2012a). Estos
resultados indicarian la necesidad de nuevas
investigaciones sobre aspectos ecotoxicolo-
gicos y de un monitoreo mas prolongado en
el tiempo para estos ambientes, incluyendo,
por ejemplo, otros tipos de biomarcadores, asi
como otras posibles especies representativas
de la region.

Finalmente, el presente trabajo permiti6 am-
pliar el conocimiento sobre esta especie y sus
efectos poblacionales por habitar ambientes
antropizados. Ademas, los estudios con una
especie como B. arenarum, la cual presenta
una amplia distribucién y es registrada en una
variedad de ambientes, brindarian una herra-
mienta eficaz para medir la calidad de distin-
tos ambientes.
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Resumen. El tabaquismo es la principal causa de morbi-mortalidad prevenible en paises en vias de desarrollo, de manera que
se lo considera un grave problema en Salud Publica. El objetivo de este trabajo fue estimar la prevalencia de tabaquismo en el
personal del Hospital Santojanni y compararla con la poblacién general de la Ciudad Autéonoma de Buenos Aires. Se realizaron
encuestas anonimas y voluntarias, entre junio y noviembre del 2011. El disefio del estudio es observacional, descriptivo y ana-
litico de corte transversal. Los resultados arrojaron que la prevalencia de tabaquismo en el personal del Hospital Santojanni es
del 28,86% sin diferencias significativas con respecto a la poblacion general de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires (31,9%)
(p= 0,0966). En cambio, esta diferencia es significativa si se compara la prevalencia de tabaquismo en médicos (22,58%) con la
comunidad (p = 0,0064).

Palabras clave: Tabaquismo; Prevalencia; Personal Hospital Santojanni; Humo del tabaco.

Abstract. Tobacco smoking is the largest preventable cause of morbid-mortality in third world countries, so it is considered a
major problem in Public Health. The aim of this research was to evaluate the prevalence of cigarette smoking among Santojanni
Hospital’s staff. Anonymous and volunteer surveys were achieved from June through November 2011. The study design was
observational, descriptive and analytical cross-sectional. The prevalence of tobbaco smoking at Hospital Santojanni staff was
28.86% without significant differences compared to CABA’s (Ciudad Auténoma de Buenos Aires) general population (31.9%)
(p=0.0966). On the contrary, this difference is significant if the prevalence of smoking in physicians (22.58%) was compared with

the prevalence in the community (p = 0.0064).

Keywords: Cigarette smoking; Prevalence; Staff Hospital Santojanni; Tobacco smoke.

INTRODUCCION

El consumo de tabaco es la primera causa pre-
venible de muerte prematura y enfermedad en
todo el mundo. En la actualidad, es responsa-
ble de mas de 6 millones de decesos por afno,
y se estima que para el 2030 causara mas de
7,5 millones de muertes anuales, de manera
que se lo considera un grave problema en sa-
lud publica (Alwan y col. 2011)

Existen mas de cuatro mil componentes del
humo del tabaco. Unos 400-500 se hallan en
fase gaseosa (como 6xido de nitrégeno, mo-
néxido de carbono, amoniaco, aldehidos, ce-
tona) y el resto en forma particulada (como la
nicotina, agua y alquitran, hidrocarburos, me-
tales y fenoles) Al menos 43 de ellas tienen
efectos carcinogénicos comprobados (Hoff-
mann y Hoffmann 1997)
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El fumar tabaco tiene efectos en el ser huma-
no en multiples sistemas del organismo. Se
sabe que su consumo de tabaco ademas ser
carcinégeno, Grupo | (segun la IARC), aumen-
ta el riesgo de eventos trombdticos y de gene-
ra un importante gasto en salud por parte del
Estado. Solo uno de cada 10 fumadores pue-
de abandonar el habito, lo que resulta menos
exitoso que el cese del consumo de cocaina
(Bergman y col. 2010).

Distintos estudios epidemioldgicos conclu-
yen que: La razén global de mortalidad para
fumadores es de 1,7 respecto a los que no fu-
man. La expectativa de vida se ve conside-
rablemente reducida por el habito tabaquico.
El riesgo es proporcional al numero de cigarri-
llos diarios y al tiempo de duracion del habito,
ademas de depender del contenido de nicoti-



nay de alquitran (Barrueco y col. 1996).

El humo ambiental proviene de la combustion
espontanea del cigarrillo, el procedente de la
corriente principal cuando el fumador la exha-
la total o parcialmente hacia el ambiente y el
procedente de la combustién espontanea (co-
rriente secundaria). Esta ultima contiene hasta
3 veces mas nicotina y alquitran, 5 veces mas
CO, ademas de concentraciones sensible-
mente superiores de acroleina, amoniaco, ni-
trosaminas y 6xidos de nitrégeno, confiriéndo-
le una mayor concentracion de cancerigenos
que en la corriente principal (Wynder y Hoff-
mann 1979, 1994). Desde el punto de vista
fisiopatolodgico, los componentes téxicos del
humo del tabaco pueden agruparse en carci-
ndégenos, nicotina, CO, irritantes, tiocinatos y
radicales libres, como los 6xidos de nitrégeno,
las olefinas y los dienes.

El fumador pasivo tiene un riesgo de mortali-
dad de 1,5 mayor a la poblacién que no esta
expuesta al humo del tabaco (Miller 2006).
En Argentina, la tendencia epidemioldgica es
la estabilidad de prevalencia del consumo de
tabaco, con un aumento significativo en zonas
urbanas. También se observa inicio y mayor
consumo en grupos etarios de menor edad,
entre otras causas, por su facil acceso. A la
vez, que la incidencia de consumo de tabaco
en las mujeres va en aumento.

A pesar que hace mas de cincuenta afos se
conocen los dafnos que genera el consumo de
tabaco en la salud, recién en los ultimos diez
anos comenzaron a comprenderse los me-
canismos neurobiolégicos por los cuales se
genera adiccion al tabaco, permitiendo el de-
sarrollo de nuevos tratamientos para lograr la
cesacion, llevando a que, como afirma Mdiller,
“la investigacion le deba al tabaquismo y a la
salud publica anos de dedicacioén seria”.

Para prevenir las devastadoras consecuen-
cias del tabaquismo, es necesario el trabajo
conjunto de diversas disciplinas y actores,
como el personal de salud, la Salud Publica,
la investigacion bésica y la sociedad en su
conjunto.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), a
través del “Convenio Marco para el Control del
Tabaco” del afio 2003, propone el trabajo con-
junto de distintos paises a través de planes de
accion ajustados a su legislacion, para redu-
cir la tasa de morbimortalidad causada por el
tabaco.

La OMS promueve en forma prioritaria que el
personal de salud deje de fumar, puesto que
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desempena un rol importante en materia sa-
nitaria. Ademas genera un impacto sobre el
cese del consumo en la comunidad que deben
educar, reconociendo el consumo de tabaco
como una enfermedad crénica, informando
sobre los riesgos por consumo y motivando el
abandono del mismo.

Los profesionales que consumen tabaco se
sienten menos estimulados a promover ac-
ciones de cesacion tabaquica sobre sus
pacientes.

Objetivos de este trabajo:

- Estimar la prevalencia del consumo de taba-
quismo en el personal del Hospital Santojanni
y compararlo con el parametro.

- Conocer la opinién sobre la exposicion am-
biental al humo de tabaco dentro y fuera del
ambiente de trabajo.

- Evaluar el conocimiento de la Ley 3.718/10
de la CABA, que prohibe fumar en Institucio-
nes de Salud.

- Estimar qué porcentaje esta de acuerdo con
que el hospital debe ser una Institucién libre
de humo de tabaco.

- Estimar qué porcentaje esta pensando dejar
de fumar en los préximos treinta dias a seis
meses y cuantos de ellos recibirian o no ayu-
da del consultorio de tabaquismo del hospital.

MATERIAL Y METODOS

La poblacion de estudio es el personal del
hospital Santojanni, con un total de 2.500
individuos.

Durante los meses de junio-noviembre de
2011 se realizaron encuestas anénimas y vo-
luntarias integradas con preguntas de opcion
multiple, previamente validadas por la Orga-
nizacion Panamericana de la Salud (OPS), en
todas las areas de servicio del Hospital San-
tojanni y Cesac Nro. 5. (Centro de Salud y Ac-
cién Comunitaria).

Las variables fueron establecidas como sigue:
-Profesion: nominal con las categorias corres-
pondientes a la funcién.

-Habito tabaquico: nominal con las catego-
rias correspondientes a las definiciones de la
OMS.

-Género: dicotémica.

-Tipo de disefio de estudio: observacional,
descriptivo y analitico de corte transversal.
-Criterios de inclusion: personal con depen-
dencia laboral del Hospital Santojanni, cual-
quiera sea su tipo.

-Criterios de exclusién: negativa a participar
en el estudio.
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-Tamafo y tipo de poblacién: se realizaron 704
encuestas sobre una poblacién de 2.500 in-
dividuos, de las cuales resultaron evaluables
648 a través de un muestreo no aleatorio de
conveniencia para un tamafo muestral nece-
sario de 295 encuestas. El muestreo no fue
ponderado.

Consideraciones éticas

El protocolo fue aprobado por el Comité de
Etica en Investigacion del Hospital Santojanni.
El consentimiento de los encuestados fue
obtenido en forma oral, previa informacion y
comprension de los alcances del estudio.

Analisis estadistico
Toda la informacion recogida se ingreso a una
base de datos creada con Microsoft Office

Excel®. Se realizd el analisis de la misma a
través de tablas dinamicas. Se elaboraron ta-
blas de distribucion para una mejor valoracion
estadistica. Se realizaron los calculos con el
programa Statistix®.

El tamafo del efecto se calculé mediante la
razon de prevalencias (RP) con su intervalo
de confianza 95% (IC 95%) y la significacion
mediante el Estimador Z para comparacion de
proporciones.

La prevalencia de tabaquismo en la poblacién
general se asumié como parametro sobre el
cual realizar las inferencias. Se establecio sig-
nificacion estadistica para un valor de p<0.05.

RESULTADOS
De 648 encuestas analizadas se obtuvieron los
resultados que se muestran en las Tablas 1 a 3.

Tabla 1. Resultados de las encuestas del hospital Santojanni. Cantidad de fumadores y prevalencia
de tabaquismo en las distintas categorias correspondientes a la funcién del personal del hospital.

Prevalencia de tabaquismo Cantidad % Intervalo de
fum/total confianza (%)

Médicos 42/185 22,7 16,7-28,7
Enfermeros 27/101 26,73 18,1- 35,4
Personal Sanitario 85/370 22,97 18,7-27,3

Hospital Otro Personal 94/244 38,52 32,4-44,6

Santojanni Fumadores 179/614 29,15 25,6-32,7
Nunca Fumadores 250/614 40,72 36.8-44.6
Experimentadores 69/614 11,24 8,7-13,7
No Fumadores 425/614 69,22 65,6-72,9
Ex Fumadores 111/614 18,08 15,0-21,1
Mujeres Fumadoras 113/401 28,18 23,8-32,6
Hombres Fumadores 66/213 30,99 24,8-37,2

Tabla 2. Prevalencia de tabaquismo en Argentina

y en Ciudad Auténoma de Buenos Aires.

CABA 2005 Comunidad 31,9
Mujeres 37,7

Argentina Hombres 39,7
Médicos' 30

Zylbersztejn y col. 2007.
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Tabla 3. Resultados de las encuestas del Hospital Santojanni y del Hospital
Posadas. Comparacion estadistica de la prevalencia de tabaquismo en las distintas
categorias correspondientes a la funcién del personal de cada hospital.

Hospital Hospital
Santojanni Posadas p

% %
Médicos 22,7 24 0,679
Enfermeros 26,73 31 0,354
Personal de salud 22,97 27 0,08
Otro personal 38,52 -
Fumadores 29,15 32 0,130
No fumadores 69,22 52 <0,001
Ex fumadores 18,08 16 0,160
Mujeres fumadoras 28,18 29 0,717
Hombres fumadores 30,99 35 0,219
Humo del cigarrillo es perjudicial para la salud 99,19 94
El humo del cigarrillo en el ambiente de trabajo les
resulta molesto 78,34 77
Conocen la ley que prohibe fumar en centros de salud. 93,97 86
Tienen intencion de dejar de fumar en los préximos
30 dias a 6meses 48,6 54
Aceptarian ayuda 81,61 82
No piensan en dejar de fumar 51,4 43
Piensan que el hospital debe ser una instituciéon
libre de humo. 97,39 -

Si comparamos la prevalencia de tabaquismo
del Hospital Santojanni (28,86%) con la de la
comunidad (31,9%), se observa que la dife-
rencia no es significativa (p=0,0966). Figura 1.
Al analizar la diferencia de prevalencia de taba-
quismo entre médicos y enfermeros del hospi-
tal, se observé que la diferencia no es esta-
disticamente significativa, ya que p=0,2632.
Tampoco se comprueba asociacién entre pro-
fesion y habito tabaquico. RP = 1,2; IC95%:
0,797 - 1,807.

Si se compara la prevalencia de tabaquismo
entre enfermeros y la comunidad tampoco se
observé diferencias significativas, p=0,287.
En cambio, si se compara la prevalencia de
tabaquismo entre médicos y la comunidad se
evidencia una p=0,0064, de manera que la di-
ferencia en este caso es significativa.

Al comparar los resultados obtenidos en el Hos-
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pital Santojanni con los del Hospital Posadas,
no se observan diferencias significativas en: la
prevalencia de tabaquismo (p=0,0864); la pre-
valencia de tabaquismo en médicos (p=0,6504),
enfermeros (p=0,3834) y personal de salud
(p=0,0916); la prevalencia de ex fumadores
(p=0,0803), mujeres fumadoras (p=0,6717) y
hombres fumadores (p=0,1452) (Figura 2).

Al comparar la prevalencia de no fumadores
en el Hospital Santojanni y el Hospital Posa-
das, la diferencia es altamente significativa
(p<0,001).

El 20,86% de los tabaquistas piensa en dejar
de fumar en los proximos 30 dias, el 28,34%
en los proximos 6 meses y el 50,8 % no pien-
san en dejar de fumar (Figura 3)

De los que desean dejar de fumar (49,20%),
el 80,43% aceptaria ayuda del consultorio de
tabaquismo del hospital (Figura 4).
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Figura 1. Comparacion de la prevalencia de tabaquismo del hospital Santojanni y la comunidad.
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Figura 2. Comparacion de los resultados obtenidos del Htal. Santojanni y del Htal. Posadas.

(1) Médicos fumadores, (2) Enfermeros fumadores, (3) Personal de salud fumadores, (4) Fumadores, (5) No
fumadores, (6) Ex fumadores, (7) Mujeres fumadoras, (8) Hombres fumadores, (9) La exposicidon ambiental al
humo del tabaco es perjudicial para la salud, (10) Les molesta el humo de tabaco en el ambiente de trabajo,
(11) Conoce la ley que prohibe fumar en instituciones de salud, (12) Tienen intencién de dejar de fumar

en 1-6 meses, (13) Aceptarian ayuda de consultorio de tabaco, (14) No piensan dejar de fumar.

O Piensa en dejar de
fumar en los
proximos 30 dias

@ Piensa en dejar de
fumar en los
proximos 6 meses

50,80%

O No piensa en dejar
de fumar

Figura 3. Porcentaje de tabaquistas que no piensan dejar de fumar y porcentaje
de tabaquistas que piensan dejar de fumar en los préximos 30 dias y 6 meses.
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Figura 4. Porcentaje de tabaquistas que aceptaria ayuda de un profesional para
dejar de fumar.tas que piensan dejar de fumar en los préximos 30 dias y 6 meses.
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de humo

Figura 5. Consideraciones sobre el humo de tabaco.

Al interrogar sobre el dafio que causa el humo
del tabaco en fumadores pasivos, el 99,07 %
respondié que es perjudicial para la salud.
Por otro lado al 77,93% le molesta el humo
de tabaco en el ambiente de trabajo, un 93,52
% conoce la existencia de la Ley antitabaco
3.718/10 que prohibe fumar en Instituciones
de Salud y el 97,38% esta de acuerdo que el
hospital debe ser una institucion libre de humo
de tabaco (Figura 5)

La mayoria piensa que la exposicién ambien-
tal del humo de tabaco es perjudicial para la
salud, sin embargo al 22,07 % no le molesta
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el humo de tabaco en el ambiente de trabajo y
un 2,62% no esta de acuerdo que el hospital
sea una institucion libre de humo.

DISCUSION

Comparando la prevalencia de tabaquismo en-
tre médicos y la comunidad se evidencia una
p=0,0064, siendo la diferencia significativa.

Al comparar la prevalencia de no fumadores
en el Hospital Santojanni (67,13%) y el Hospi-
tal Posadas (52%), la diferencia es altamente
significativa (p<0,001).

Para lograr disminuir los indices de prevalen-
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cia es indispensable contar con informacién
y vigilancia epidemiolégica para dirigir medi-
das de control a través de politicas publicas y
estrategias sanitarias que favorezcan la cesa-
cién tabaquica y la prevencion primaria.
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Acute silver toxicity to Cnesterodon decemmaculatus (Pisces: Poeciliidae)
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Abstract. A 96 h acute silver toxicity test was performed in order to determine silver toxicity (LC, ) to a local fish species (Cnester-
odon decemmaculatus) in a river with extreme water-quality characteristics (Pilcomayo River, South America) and evaluate a
cross-fish-species extrapolation of the Biotic Ligand Model. The dissolved silver concentrations tested were 0.095, 0.148, 0.175
and 0.285 mg Ag L-". The 96 h Ag LC, calculated for C. decemmaculatus was 0.14 mg L~ (0.18 - 0.10) and the value predicted
by BLM for Pimephales promelas was 0.051 mg Ag L-". Test water elevated hardness may have exerted some protective effect.
High mean water pH may have exerted a major protective effect by reducing silver free ion form and causing silver precipitation.
The mortality pattern observed in this toxicity test may lend some support to a relationship between gill silver accumulation and
mortality. A cross-fish-species extrapolation of Ag BLM for P. promelas was not valid in Pilcomayo River water and experimental
conditions of this toxicity test.

Keywords: Silver; Cnesterodon decemmaculatus; Biotic Ligand Model; Extrapolation.

Resumen. Con el objeto de determinar la toxicidad de la plata en un pez nativo (Cnesterodon decemmaculatus), se llevé a cabo
un ensayo estatico de toxicidad aguda a 96 horas en un agua natural con caracteristicas de calidad de agua, extremas (rio Pil-
comayo, Sudamérica). Asimismo, se evalu6é una posible extrapolacion inter-especie del Modelo del Ligando Biético en el agua
experimental. La concentracién inicial de plata en solucion en los distintos tratamientos fue de 0,095; 0,148; 0,175y 0,285 mg Ag
L. La CL,, a las 96 horas calculada para C. decemmaculatus fue de 0,14 (0.18 - 0.10) mg Ag L' y el valor predicho por el BLM
para Pimephales promelas fue de 0,051 mg Ag L-". La elevada dureza del agua experimental pudo haber tenido algun efecto pro-
tector frente a la toxicidad de la plata. El valor medio de pH del ensayo fue elevado y posiblemente tuvo un gran efecto protector
por reduccién de la forma idnica libre y precipitacion del metal. El patrén de mortalidad observado en este ensayo de toxicidad
apoyaria la relacion causa-efecto entre acumulacion de plata en las branquias y mortalidad. La extrapolacion inter-especie del
BLM para P. promelas no resulté valida en el agua del rio Pilcomayo y en las condiciones experimentales de este ensayo.

Palabras clave: Plata; Cnesterodon decemmaculatus; Modelo de Ligando Biotico; Extrapolacion.

INTRODUCTION

Silver, as many other heavy metals enters the
aquatic ecosystems as a by-product of many
industrial and mining processes. Silver ion is
one of the most toxic forms of a heavy metal,
surpassed only by mercury and thus, it has
been assigned to the highest toxicity class,
together with cadmium, chromium (VI), cop-
per and mercury (Ratte 1999). The primary
effect of silver is on sodium and chloride up-
take and efflux. When present as silver ni-
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trate, silver is one of the most acutely toxic
metals to freshwater rainbow trout (Oncorhyn-
chus mykiss) with 96-h LC_ values in the
range of 6.5-13 pg L' in freshwaters that are
generally low in organic matter content. Silver
nitrate is highly toxic because it readily disso-
ciates in water to yield ionic silver (Ag*), the
most acutely toxic species of silver. Silver tox-
icity occurs in freshwater fishes as a result of
Ag* disabling first the carbonic anhydrase and
later the enzyme Na*/K* adenosinetriphospha-
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tase (ATPase) at the gill, leading to a net loss of
sodium and chloride (Morgan et al. 2004). As
a result, blood volume decreases and blood
viscosity and pressure increase leading to fish
mortality (Kennedy 2011).

The Biotic Ligand Model (BLM) (Di Toro et al.
2001) has been proposed as a tool to evalu-
ate quantitatively the manner in which water
chemistry affects the speciation and biological
availability of metals in aquatic systems (Pa-
quin et al. 2002). This model was developed
using geochemical equilibrium principles,
and provides site-specific toxicity predictions
(Clifford and McGeer 2009). It is implicitly as-
sumed that BLMs can be extrapolated within
taxonomically similar groups, i.e., that BLMs
developed for P. promelas can be applied to
ecotoxicity data for other fish species, that
BLMs for D. magna and C. dubia can be ap-
plied to ecotoxicity data for other invertebrates
(Schlekat et al. 2010). The basis for a cross-
species extrapolation is the assumption that
the parameters, which describe interactions
between cations (notably calcium, magnesium
and protons), the toxic free metal ion (M ") and
the biotic ligand are similar across organisms,
and that only intrinsic sensitivity varies among
species (Schlekat et al. 2010).

A variety of water chemistry factors can pro-
tect against metal binding to the sites of ac-
tion of toxicity either by cationic competition
(sodium and protons in the case of silver), or
by anionic complexation (e.g., hydroxide, (bi)
carbonate, chloride, thiosulfate, sulfide, and
most importantly dissolved organic matter),
thereby preventing it binding to the toxicity
sites (Wood 2008). One of the first and most
well recognized of the modifying factors for
metals is water hardness. However, it appears
to be less important for silver toxicity (Kenne-
dy 2011). Alkalinity, on the other hand, affects
metal ionic species in water solution through
their complexation with carbonates (Erickson
et al. 1996; Lauren and McDonald 1986) and
dissolved organic matter forms complexes
with metals, which reduces the free form in the
water, and therefore the amount of ionic metal
available to bind to the gill sites (Matsuo et al.
2004).

Pilcomayo River water is characterized by
high concentration of sulphates, chloride, cal-
cium, magnesium, and total suspended solids.
Moreover, most of the major ions mean con-
centration in Pilcomayo River water is at the
95t percentile compared to the 60 largest riv-

ers in the world (data in Gaillardet et al. 1999).
Toxic waste spills containing high concentra-
tions of arsenic and heavy metals are released
daily from the mining district of Potosi, in Bo-
livia into Pilcomayo River waters. Mining of
the Cerro Rico de Potosi ores began in 1545
however, since the introduction of the Crush-
ing-Grinding-Flotation method of mineral pro-
cessing (1985) the chronic contamination of
the Pilcomayo River water and sediments has
increased steadily (Smolders et al. 2003).
Cnesterodon decemmaculatus (Pisces: Poeci-
lidae; Jenyns 1842) is an endemic member of
the fish family Poecilidae with extensive dis-
tribution in neotropical America. The species
attains high densities in a large variety of wa-
ter bodies within the entire La Plata River and
other South American basins. Cnesterodon
decemmaculatus is a small, viviparous, micro-
omnivorous, benthic-pelagic, non-migratory
fish. This species, highly tolerant to extreme
environmental conditions, is additionally easy
to handle and breed under laboratory condi-
tions (Menni 2004). Thereby, several authors
have used C. decemmaculatus in bioassays
(de la Torre et al. 1997, 2002, 2005; Ferrari et
al. 1998; Gomez et al. 1998).

Pimephales promelas (Pisces: Cyprinidae;
Rafinesque 1820), one of the fish species for
which BLM has been developed, is a temper-
ate, holartic fresh water fish. As well as C. de-
cemmaculatus, is quite tolerant to turbid, low-
oxygenated water bodies, and can be found
in muddy ponds and streams and in small riv-
ers (http://www.fishbase.org/summary/Pime-
phales-promelas.html). There is one previous
work on the toxicity of metals to C. decem-
maculatus in Pilcomayo River water (Casares
et al. 2012). The authors found that a cross-
fish-species extrapolation of the Cu-BLM was
valid within the Pilcomayo River water quality
characteristics and experimental conditions
of their toxicity test. With respect to Ag BLM,
more work with a wider range of species will
be required to improve its predictive capability
(Bianchini et al. 2002).

The aim of this study was to evaluate a cross-
fish-species extrapolation of the silver BLM
in a river with extrem water-quality charac-
teristics (Pilcomayo River water). In order to
achieve this aim: (a) silver toxicity (96-h Ag
LC,,) to C. decemmaculatus was assessed in
Pilcomayo River water, (b) BLM, version 2.2.3
was applied to predict acute silver toxicity to P,
promelas (Ag LC,)) under Pilcomayo River wa-
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ter quality characteristics and (c) the predicted
Ag LC,, value for P. promelas was compared
to the calculated for C. decemmaculatus.

MATERIALS AND METHODS

Study area

The Pilcomayo River in South America is a trib-
utary to the large La Plata system. Its head-

Acta Toxicol. Argent. (2013) 21 (2): 93-101

waters are located in Bolivia along the east-
ern flank of the central Andes at an elevation
of approximately 5,200 m (Figure 1). The river
flows in a southeasterly direction until reaching
the Chaco Plains along Bolivia's southern bor-
der with Argentina. Its total length is 2,426 km
and its basin covers an area of approximately
288,360 km? (http://www.pilcomayo.net/web/).
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Figure 1. Map of Pilcomayo River basin with the water sampling location (Misién La Paz, Argentina)

Water sampling and chemical analysis

Discrete water samples for chemical analy-
sis were taken 10 cm below the water surface
and in triplicate from the navigation channel,
left and right shore of Pilcomayo River in Mis-
ion La Paz International bridge (22° 22’ 45” S
—62° 31’ 08” W; 254 meters over sea level) in
September 2009 (Figure 1). Water discharge
(Q), pH and water temperature (T) were deter-
mined in situ. Dissolved concentrations of cal-
cium (Ca), magnesium (Mg), chloride (Cl), po-
tassium (K), sodium (Na), sulphate (SO,), hard-
ness (Hard), alkalinity (Alk), dissolved organic
carbon (DOC), total suspended solids (TSS),
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total dissolved solids (TDS), total (T. Ag) and
dissolved silver (D. Ag) concentrations were
determined using Standard Methods test pro-
tocols (APHA, AWWA, WPCF 1992).

Toxicity test

Water for the toxicity test was collected in pre-
rinsed 10-L polypropylene containers. Sam-
ples were immediately placed into coolers and
transported by plane to the laboratory. Later,
water was centrifuged (2000 rpm during 15
minutes) and filtered through 47 mm, 0,45um
pore glass-fibre filters (Whatman GF/C). Dis-
solved silver background concentration in Pil-
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comayo River water was below the method
detection limit (ND).

Juvenile C. decemmaculatus were collected
from a small pond, located in Reserva Natural
Los Robles, Buenos Aires Province, Argenti-
na (main chemical and physical parameters in
Casares et al. 2012). Fish were kept at temper-
atures ranging from 20 to 24°C and pH rang-
ing from pH 7.1 to 7.5 in an aquarium supplied
with a continuous flow of aerated de-chlori-
nated tap water for 30 days. During this period
and posterior laboratory and test water (centri-
fuged and filtered Pilcomayo River water) ac-
climation the fish were fed with a daily ration
of commercial fish food. Acclimation to test
water was performed by adding small quanti-
ties of test water to the aquarium until most
of the water volume corresponded to test wa-
ter. One day before and during the experiment,
fish were not fed.

Toxicity effect of silver on fish was tested in
static systems (4L glass aquaria) with continu-
ous artificial aeration, constant environmental
temperature and natural laboratory photope-
riod. Test water volume in each aquarium was
2L. Test silver concentrations were attained by
spiking from stock solutions of 200 mg Ag L.
The reagent-grade toxicants used to perform
the stock solutions was AgNO, (Merck analyti-
cal grade).

To define the range of silver concentrations to
be employed in the bioassay a nominal con-
centration of 1 mg Ag L' was tested in an
aquarium with 2L volume of Pilcomayo River
water and 10 acclimated specimens of juvenile
C. decemmacuatus for 96 h. Subsequently,
the experimental design applied included dif-
ferent metal concentrations or treatments (T)
with one control group (kept in test water and
without metal addition). Fish (not sexed) taken
from the acclimation tank were randomly dis-
tributed in the different experimental aquaria.
Mean standard length of the specimens se-
lected was 13.8 + 1.2mm and each aquarium
contained 10 specimens. Metal concentration
in the experimental aquaria was adjusted prior
to the fish transfer. Survival was registered four
times a day during 96 h. Water pH, conductiv-
ity and dissolved oxygen were measured with
portable probes from HANNA (HANNA instru-
ments, Inc. Woonsocket, RI, USA) daily. At the
beginning of the toxicity test, water samples
were collected into polypropylene conical
tubes and acidified to pH<2 with concentrated
nitric acid (reagent-grade) for metal analysis.
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Silver in samples was measured by graphite
furnace atomic absorption spectrophotometry
Perkin EImer AAnalyst 800 (Perkin Elmer, Inc.
Waltham, MA, USA). Method detection limit
was 0.008 mg L.

LC,, calculations

The median lethal concentration (LC,) at 24,
48, 72 and 96 hours (24-h LC,, 48-h LC,,
72-h LC,,, 96-h LC, ) were calculated using
PROBIT method (Finney 1978) and the statis-
tical program StatPlus (Analyst Soft Inc.).
Version 2.2.3 of the BLM Windows Interface
(available at http://www.hydroqual.com/wr_
blm.html) was run in order to predict acute
silver toxicity to P. promelas (toxicity mode).
Pilcomayo River water quality parameters em-
ployed to run the BLM were temperature, pH,
dissolved organic carbon, calcium, magne-
sium, sodium, potassium, sulphate, chloride
and alkalinity.

Metal speciation

BLM (speciation mode) was also used to as-
sess chemical speciation of the measured sil-
ver concentrations.

RESULTS
Water quality parameters of Pilcomayo River
test water are shown in table 1.

Table 1. Test water main physicochemical
parameters (data provided by Subsecretaria de
Recursos Hidricos - Argentina). ND: not detected.

Parameter

Q msé s 19.3
pH UpH 7.7
Ca mg L™ 119
Mg mg L™ 46.2
Cl mg L 208
Na mg L' 143.9
K mg L™ 12
SO, mg L™ 364
DOC mg L' 3

Alk mg L' CaCO3 142
Hard mg L' CaCOS3 485.16
T. Ag mg L™ ND
D. Ag mg L™ ND
TSS mg L™ 546
TDS mg L' 945




Toxicity test mean water pH and temperature
were 8.3 + 0.2 and 25.1 + 1.2° C, respectively.
Within the first few hours from the beginning of
the toxicity test, a precipitate was observed. No
mortality was observed in the control group. Ini-
tial exposure silver concentrations were 0.095
(T1), 0.148 (T2), 0.175 (T3) and 0.285 mg Ag L™
(T4). Highest mortality was observed within the
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first five hours in all treatments.

The median lethal concentrations (LC,,, mg L)
at 24, 48, 72 and 96 h (24-h LC,, 48 h LC,,,
72-h LC,,, 96-h LC, ) with their correspondlng
confidence intervals (quoted) calculated using
PROBIT method and the 96-h Ag LC, pre-
dicted by BLM for P. promelas in the toxicity
test water are shown in table 2.

Table 2. The LC, at 24, 48, 72 and 96 hours (24-h LC,, 48-h LC50, 72-h LC,, 96-h
LC,,) with their respec’uve confidence intervals calcufated for C. decemmacUlatus
and the predicted 96-h LC, by BLM for P. promelas in the test water.

LC,, (mg Ag L")

24-h 48-h

72-h

96-h BLM

0.21(0.15-0.33)  0.17 (0.12-0.22)

0.15 (0.11-0.19)

0.14 (0.10-0.18) 0.051

Figure 2 shows calculated silver toxicity to C.
decemmaculatus compared with predicted sil-
ver toxicity (LC,, in uyg Ag L) using the Biotic
Ligand Model. As it can be observed BLM pre-
diction was not accurate within a factor of 2.

BLM speciation output can be observed in fig-
ure 3. Silver speciation in the four treatments
was practically the same with 60% of the silver

of water hardness on copper toxicity have
been well documented; whereas, its protective
effect on silver toxicity seems to be not clear.
For Paquin et al. (2002), when competing with
silver at the biotic ligand, calcium tends to
be of less importance than it appears to be
for other metals. Bury et al. (1998) found that
an increment on calcium concentration from

as AgCl and 30% as AgCl,. The free ion form
represented the highest contribution (6%)
amongst the remaining species group.

2 to 80 mg L' had a small influence on the
96-h LC,, for rainbow trout and P. promelas.
These authors reported a 96-h Ag LC, for ju-
venile P. promelas of 0.008 mg L. Karen et
al. (1999) reported that dissolved organic car-
bon was more important than hardness for
predicting the toxicity of ionic silver in natural

DISCUSSION
Pilcomayo River water characterizes by its
high water hardness. The ameliorative effects

1000 100%
90% -
80% -
70% +
60% -
100 | 50% 1
40%
30% -+
20%
10%
0%

A\
A\
A
N\

BLM Predicted Ag LCso (g L")

10 100 1000
Treatments

4
Measured Ag LCso (ng L) B AgCl OAg(C)2 B Remaing species

Figure 2. Calculated silver toxicity to C. decemmaculatus
compared with predicted silver toxicity (LC,;, in ug Ag
L") using the Biotic Ligand Model developed for P,
promelas. The thicker line represents a 1:1 relationship.
The thinner lines represents predictions within a factor
of 2. The error bars represent 95% confidence intervals.
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Figure 3. BLM speciation output for each treatment.
Silver species are expressed as percentages of
total dissolved silver concentration. Remaining

species summeraizes the contribution of the
following species: free ion, AgCl,, AgCl,, AgNO,,
AgSH, Ag(SH),, Torg Ag, AgOH and Ag(CH),.
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waters to O. mykiss, P. promelas, and D. mag-
na. On the other hand, Erickson et al. (1998)
reported a substantial decrease in silver tox-
icity to P. promelas (96-h LC, increase from
0.005 to 0.012 mg L") when water hardness
was increased from 48 to 249 mg L' CaCO,.
Bielmyer et al. (2007) found that C. dubia and
P. promelas were less sensitive to silver in wa-
ters with a combination of higher hardness
and dissolved organic carbon. In water with a
hardness of 225 mg L' CaCQ,, these authors
reported a 96-h LC, for 7-days old P. prome-
las of 0.021 (0.019-0.023) mg L. Despite the
opposite results reported, higher 96-h LC_
estimated for C. decemmaculatus may reflect
some protective effect exerted by Pilcomayo
River water elevated hardness.

High levels of sodium are thought to inhibit sil-
ver accumulation through competition; howev-
er, Bury and Wood (1999) found that one-third
of the silver uptake continued in presence of a
sodium channel and ATPase blockers or high
levels of sodium in water. Erickson et al. (1998)
reported no significant effects on silver toxic-
ity to P. promelas when 2 meq L' of sodium
sulphate were added to test water. This means
that alternatively or additionally, multiple path-
ways exist for apical silver uptake at the gill
cells. If multiple silver pathways are also pres-
ent in C. decemmaculatus, the high levels of
sodium in Pilcomayo River water did not exert
a protective effect against silver toxicity.
Pilcomayo River dissolved organic matter lev-
els are relatively low. Increased levels of organ-
ic carbon are expected to affect silver bioavail-
ability through complexation. Bury et al. (1998)
observed that an increase of 0.3 to 5.8 mg L™
in dissolved organic carbon reduced acute sil-
ver toxicity to rainbow trout and P. promelas.
Erickson et al. (1998) reported that increased
levels of dissolved organic carbon (from 1 to
11 mg C L) significantly increased Ag LC, for
30-day-old P. promelas. However, Rose-Janes
and Playle (2000) highlighted the strong bind-
ing of Ag* to trout gills and the relatively weak-
er binding of silver to dissolved organic matter.
In the present contribution, dissolved organic
carbon did not exert an important effect on sil-
ver speciation, since the predicted percentage
of silver bound to dissolve organic matter was
very low (0.52 %).

A net loss of chloride is also observed during
silver exposure. The protective effect of high
levels of chloride in water has been shown to
be different among species. Some species
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rely on branchial chloride uptake, which, in
some species, is not inhibited by silver expo-
sure, and others depend on multiple chloride
uptake pathways. Apparently, chloride uptake
pathways in P. promelas are not inhibited by
silver exposure (Bielmyer et al. 2008). Given
that chloride uptake pathways in C. decem-
maculatus are unknown, we cannot suggest
that high chloride concentration in Pilcomayo
River water could have exerted a protective
effect against silver toxicity. External chlo-
ride may also exert a protective effect through
complexation. In this regard, BLM specia-
tion output for each of the silver concentra-
tions tested showed that 90% of the silver was
as AgCl and AgCl,. High chloride levels have
been shown to protect O. mykiss against sil-
ver toxicity presumably by complexation to
form AgQCI, thereby reducing the concentra-
tion of Ag*. However, the formation of AgCI
does not appear to substantially influence sil-
ver sensitivity for any other fish species tested
(Bielmyer et al. 2008). Therefore, it remains to
determine experimentally whether changes in
silver speciation related to changes in chlo-
ride concentration reduce silver toxicity to C.
decemmaculatus.

Water pH is another water quality parameter
that would affect silver toxicity through spe-
ciation. During the present toxicity test, mean
water pH was 8.3. In this regard, Erickson et
al. (1998) reported a reduction in silver toxicity
with increasing pH. The 96-h LC,  at pH 8.6
was three times higher than at pH 7.2. In the
present toxicity test, higher 96-h LC,; for C.
decemmaculatus may reflect some protective
effect against silver toxicity exerted by the el-
evated mean water pH.

Silver BLM LC, prediction for P. promelas in
Pilcomayo River water did not agree well with
the LC,, calculated for C. decemmaculatus.
Bielmyer et al. (2007) in their silver BLM vali-
dation study found that only 50% of the LC_
predicted values for P. promelas were accu-
rate within a factor of two. Higher 96-h LC,
for C. decemmaculatus may show that this
species is less sensitive to silver toxicity than
other fish species. However, it must be taken
into account that almost all of the studies pre-
viously cited on silver toxicity to P. promelas
worked with younger life-stages of the spe-
cies which are known to be more sensitive to
pollutants. In this regard, Bielmyer et al. (2007)
reported higher 96-h LG, for P. promelas as
fish aged and Grosell and co-authors (2002)



reported higher sodium turnover in smaller
animals compared with larger animals in fresh
water. Bianchini et al. (2002) studied LC,, val-
ues based on total silver as a function of the
body mass. According to their results, log LC,
progressively increased with log body weight,
independent of the species considered. For
the mean body weight of the animals tested
in the present contribution, the relationship
found by these authors predicted a lower LC_,
(0.45 pg Ag/L) compared to the value calcu-
lated for C. decemmaculatus (140 pg Ag/L).
This difference may be another indicator of a
lower sensitivity of C. decemmaculatus to sil-
ver toxicity.

In the present contribution, a clear pattern of
mortality was observed. Most of the deaths
occurred within the first five hours. Due to the
fact that silver precipitation was observed, is
possible that fish were in contact with higher
silver concentrations during the first minutes to
hours of the toxicity test. We did not measure
silver accumulation on the gills but this pattern
of mortality would correspond to a peak and
decline in gill silver accumulation observed in
static toxicity tests. Nebeker et al. (1983); Er-
ickson et al. (1998) and Morgan et al. (2004)
attributed this pattern of silver accumulation to
changes in silver bioavailability through com-
plexation with the increasing organic matter. In
the present contribution, silver concentrations
tested were higher compared to other toxicity
tests performed, therefore, changes in silver
bioavailability may have occurred mainly by
silver precipitation.

CONCLUSIONS

C. decemmaculatus higher Ag 96-h LC,, may
reflect that this species is less sensitive to sil-
ver than other fish species. The mortality pat-
tern observed suggests that toxicity can be
attributed to the initial dissolved silver con-
centrations. The ameliorative effect of water
hardness on silver toxicity is not clear; how-
ever, Pilcomayo River water elevated hardness
may have exerted some protective effect. Dis-
solved organic carbon contribution in reduc-
ing silver bioavailabity was negligible. Elevat-
ed mean water pH may have exerted a major
protective effect. More research is needed to
determine the effects of high sodium and chlo-
ride concentrations on silver toxicity to C. de-
cemmaculatus. The mortality pattern observed
in this toxicity test may lend some support to
a relationship between gill silver accumulation
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and mortality. A cross-fish-species extrapola-
tion of the P. promelas Ag BLM was not valid in
Pilcomayo River water and experimental con-
ditions of this toxicity test.
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Resumen. En los Ultimos anos, la evolucion en el desarrollo de productos elaborados a partir de nanotecnologia ha experimenta-
do un espectacular crecimiento. En particular, las nanoparticulas de oro han despertado gran interés en los sectores biomédico y
alimentario, donde se ha descrito su utilizacion en el tratamiento frente al cancer o como parte integrante de envases resistentes
a la abrasion, con propiedades antimicrobianas. Por tanto, se cree que la exposicion humana a las nanoparticulas de oro au-
mentara considerablemente en los préximos afos, pudiendo tener esto repercusiones sobre la salud. En este marco, el estudio
de la toxicologia de las nanoparticulas ha revelado que su toxicidad depende de multitud de factores. Ademas, en la bibliografia
hay cierta controversia en torno a los posibles efectos citotdxicos inducidos por las nanoparticulas de oro. Diversos estudios de
exposicion in vitro han destacado su inocuidad en algunas lineas celulares, mientras que otros trabajos demostraron respuesta
citotodxica. La siguiente revision tiene por objeto describir las propiedades mas relevantes de las nanoparticulas de oro conside-
rando sus potenciales aplicaciones en medicina y en la industria de los alimentos, asi como examinar su posible toxicidad, con
especial énfasis en los estudios de citotoxicidad in vitro disponibles hasta el momento.

Palabras clave: Oro; Nanoparticulas; Citotoxicidad; Cancer

Abstract. In the recent years, the development of nanotechnology-based products has experienced a spectacular growth. Es-
pecially, gold nanoparticles have awoken a great interest in the biomedical and food sector, where their applications in cancer
treatment as well as their incorporation in abrasion resistant and antimicrobial packaging have been described. Therefore, it is
believed that human exposure to gold nanoparticles will increase considerably in the next few years, which may arise possible
human health hazards. Hence, toxicology studies on nanoparticles revealed that their toxicity depends on various factors. Fur-
thermore, there is some controversy regarding to gold nanoparticle-induced cytotoxicity. Several in vitro studies have reported
that gold nanoparticles are innocuous, while some investigations have demonstrated a cytotoxic response after the exposure to
these. The aim of this review is to describe the most relevant properties of gold nanoparticles according to their possible applica-
tions in medicine and in food industry, as well as to provide information about their possible toxic effects, taking into account the
cytotoxic in vitro studies published at present.

Keywords: Gold; Nanoparticles; Cytotoxicity; Cancer.

Nanotecnologia es un término que engloba el
conjunto de ciencias y técnicas que se apli-
can a escala atémica, molecular y macromo-
lecular. En una recomendacion de la Comision
Europea (Recomendacion de la Comision, de
18 de octubre de 2011) se define el término
“nanomaterial” como “un material natural, se-
cundario o fabricado que contenga particulas,
sueltas o formando un agregado o aglomera-
do, y en el que el 5% o mas de las particulas
en la granulometria numérica presente una o
mas dimensiones externas en el intervalo de
tamarios comprendido entre 1 nmy 100 nm”.

Para poner en contexto esta escala de medi-
da, un nandmetro es la millonésima parte de
un milimetro, una longitud 80.000 veces mas
pequefa que el didametro de un cabello hu-
mano y 10 veces el diametro de un atomo de
hidrogeno.

En virtud de su pequefio tamano, las propie-
dades exhibidas por los nanomateriales son
muy diferentes a la de esos mismos materiales
en su escala convencional (Jos y col. 2009),
lo que ha motivado que estos materiales des-
pierten un gran interés en multitud de secto-
res. De hecho, la evolucioén en el desarrollo de
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productos elaborados a partir de nanomate-
riales ha ido en ascenso en los Ultimos afnos.
Se han descrito numerosas aplicaciones de
nanoparticulas metalicas en la elaboracion
de productos de consumo masivo como fil-
tros UV en cremas solares o telas “anti-olor”
para vestimenta, baterias de litio, paneles so-
lares, asi como también para uso en medicina,
como terapias anti-tumorales (The Project on
Emerging Nanotechnologies 2012).
Actualmente, el mercado global de los nhano-
materiales se estima en 11 millones de tonela-
das, con un valor de 20.000 millones de euros.
Se prevé que en el afio 2015 los productos a
base de nanotecnologia tengan un volumen
global de 2 trillones de euros (Comision Euro-
pea (CE) 2011), lo que demuestra que se trata
de un sector en pleno desarrollo.

Nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas de metales nobles y, mas
especificamente, las nanoparticulas de oro
(AuNPs), exhiben excelentes propiedades fi-
sicas, quimicas y bioldgicas, intrinsecas a
su tamano nanométrico (Auffan y col. 2009).
Ademas, las AuNPs pueden ser producidas en
distintos tamarnos y formas y pueden ser facil-
mente funcionalizadas con un amplio abanico
de ligandos (anticuerpos, polimeros, sondas
de diagnéstico, farmacos, material genético,
etc.) (Al-Qadi y Remunan-L6épez 2009). Todo
esto hace que las AuNPs despierten un gran
interés en multitud de campos, pero especial-
mente en los sectores biomédico y alimentario.

Aplicaciones de las nanoparticulas de oro
en medicina

Aunque pueda parecerlo, la utilizacién de oro
con fines médicos no es nueva, sino que se
remonta a la antigliedad, existiendo constata-
cion de la utilizacion de oro coloidal en China
en el ano 2500 antes de Cristo. El descubri-
miento por Robert Koch del efecto bacterios-
tatico del cianuro de oro frente al bacilo de la
tuberculosis, marca el comienzo de su utiliza-
cion en la medicina moderna siendo introdu-
cido en la terapia de la tuberculosis en 1920
(Higby 1982).

Hoy en dia, las nanoparticulas de oro desta-
can especialmente por sus propiedades fo-
toterapéuticas. En presencia de luz laser las
AuNPs se activan y desprenden calor, siendo
muy utiles en el tratamiento selectivo de célu-
las tumorales (Jain y col. 2008). Por ello, en los
ultimos anos se han realizado notables esfuer-
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zos en la investigacion y en la aplicacion de
las AuNPs para la deteccién precoz, el diag-
nostico y el tratamiento del cancer.

Ademas de su extraordinario potencial como
agentes fototerapéuticos, las AuNPs pueden
utilizarse en la elaboracién de particulas na-
noestructuradas para el transporte y la vecto-
rizacion selectiva de farmacos y macromolé-
culas terapéuticas, asi como en terapia génica
(vehiculizacion de plasmidos, DNA, RNA, etc.)
(Cheny col. 2008). También destaca el empleo
de las AuNPs en la elaboracién de sistemas
transportadores inteligentes que permiten
controlar, en el espacio y en el tiempo, la libe-
racion del compuesto terapéutico asociado,
ya sea por activacion de un estimulo biologico
interno o externo (Han y col. 2006; Hong y col.
2006).

Aplicaciones de las nanoparticulas de oro
en la produccion de alimentos

Otro importante campo de aplicacion de las
AuNPs es la industria de los alimentos, donde
se las utiliza como parte integrante de nano-
compuestos poliméricos. Estos (que ademas
de AuNPs pueden incluir otras nanoparticulas
de plata, de 6xido de zinc o de 6xido de alu-
minio) se utilizan en la fabricacion de envases
con propiedades antimicrobianas o para in-
crementar la resistencia a la abrasiéon de los
envases (Chaudhry y col. 2008). Asimismo, ya
se han elaborado indicadores de tiempo-tem-
peratura a partir de AuNPs (Robinson y Morri-
son 2010). La empresa Timestrip UK Ltd. ha
desarrollado un dispositivo a partir de oro co-
loidal, que permite establecer si los alimentos
procesados y congelados, han sido manteni-
dos a temperatura adecuada a lo largo de la
cadena de produccién y distribucion. El fun-
cionamiento de este dispositivo adherido al
envase, se basa en un fenémeno simple, ya
que a temperaturas inferiores a la de conge-
lacién, se produce una aglomeracion irreversi-
ble de las AuNPs dando lugar a una solucion
transparente. Por otra parte, cuando la tem-
peratura sobrepasa el valor establecido, las
AuNPs coloidal se dispersan en la suspensién,
dando como resultado un color rojo intenso.
Una de las aplicaciones mas interesantes de
las AuNPs en el sector alimentario es el desa-
rrollo de etiquetas de identificacién por radio-
frecuencia (RFDI). Estos dispositivos permiten
monitorizar determinados items a lo largo de
toda la cadena de suministro, aumentando
la eficacia y la rapidez de la distribucion de
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los productos. Para la impresién de estas eti-
quetas se utilizan materiales con propiedades
electrénicas muy particulares, como AuNPs,
de plata y de cobre (Subramanian y col. 2005).

Aspectos legales

A pesar de sus multiples aplicaciones, actual-
mente en Europa no existe legislacion especi-
fica sobre la nanotecnologia y los nanomate-
riales, aunque éstos entran dentro de la defini-
cion de “sustancia” incluida en la Regulacién
Europea de Sustancias Quimicas (REACH)
(Reglamento n° 1907/2006 del Parlamento, de
18 de diciembre de 2006).

En mayo de 2011, y en respuesta a una pe-
ticion de la Comisién Europea, la Autoridad
Europea para la Seguridad Alimentaria (EFSA)
publicé la primera guia practica para la eva-
luacion del riesgo de la nanotecnologia en ali-
mentos y piensos. Esta guia contiene los pro-
cedimientos estandarizados necesarios para
la caracterizacion fisica, quimica y toxicol6-
gica de los nanomateriales sujetos a evalua-
cién en vista a su posible autorizacion, para su
uso en alimentos y piensos. En 2012, la EFSA
publicd el informe anual de la red de trabajo
sobre la evaluacion de riesgos de la nanotec-
nologia en alimentos y piensos, con el fin de
profundizar en la armonizacién de la evalua-
cion del riesgo asociado a la nanotecnologia
en la Union Europea (Autoridad Europea para
la Seguridad Alimentaria (EFSA) 2012).

No obstante, el proceso de normalizacion de
esta tecnologia se encuentra aun en una fase
de recopilacion de datos y todavia no es po-
sible una evaluaciéon general de riesgo para el
uso de las nanotecnologias en el ambito de la
salud publica y la industria. Los resultados del
proceso de evaluacion determinaran las me-
didas de gestion necesarias que deberan im-
plementar los organismos competentes (Frejo
y col. 2011).

Toxicidad de nanoparticulas

En virtud de sus numerosas aplicaciones, de-
bemos asumir que la exposicion humana a las
AuNPs aumentara de forma sustancial en los
proximos anos, pudiendo tener repercusiones
para la salud y el medio ambiente (Nowack y
Bucheli 2007). Por ello, se impone la necesi-
dad de evaluar los riesgos potenciales de las
AuNPs y del resto de nuevos nanomateria-
les a fin de comprobar su potencial de riesgo
(Maynard y col. 2006). En este contexto nace
la “Nanotoxicologia”, un campo de investiga-

cién emergente en el que, hasta el momento,
son pocos los estudios publicados (Singh y
col. 2009).

Los principales factores que determinan los
efectos toxicos de los nanomateriales en el
organismo se pueden dividir en: factores que
dependen de la exposiciéon (via de entrada,
concentracion y duracién de la exposicién),
factores que dependen del organismo ex-
puesto (susceptibilidad individual) y factores
relacionados con la toxicidad intrinseca de la
sustancia (factores fisicos y quimicos) (Rosell
y Pujol 2010).

Existen tres vias principales a través de las
cuales las personas pueden estar expuestas a
los nanomateriales: inhalatoria, dérmicay oral.
La via de entrada mas comun de las nanopar-
ticulas al organismo es la inhalatoria (Uboldi y
col. 2009). Las particulas ingresan al organis-
mo por esta via y, dependiendo de su tama-
Ao, pueden ser exhaladas o bien depositarse
en los diferentes compartimentos del aparato
respiratorio (Nel 2005). Una vez depositadas
en los pulmones, las nanoparticulas pueden
alcanzar el torrente circulatorio y distribuirse
por otros érganos diana (Stone y col. 2007).
Las nanoparticulas también pueden ingresar
al organismo por via dermal, particularmente
en el ambiente laboral, al depositarse sobre la
piel, aunque esta via de ingreso también pue-
de ser utilizada por las nanoparticulas presen-
tes en cosméticos y cremas solares que las
contienen (Tinkle y col. 2003). Desde la dermis
es posible que las particulas alcancen la cir-
culacion linfatica y sanguinea. La ingestion es
una de las rutas mas probables por la que las
nanoparticulas pueden ingresar al organismo
(Béckman y col. 2000). Esto puede ocurrir de
modo accidental, por la manipulacion de na-
nomateriales, pudiendo pasar de las manos a
la boca por una falta de higiene o también por
la ingestién de alimentos que las contengan
(Handy y Shaw 2007).

Una propiedad especifica de las nanoparticu-
las es su capacidad para atravesar las barre-
ras biolégicas mediante un proceso denomi-
nado “translocacién” (Galvez y Tanarro 2010).
Este término se refiere a un proceso mediante
el cual las nanoparticulas atraviesan las barre-
ras biolégicas y pueden encontrarse en otras
partes del organismo, distintas a las del pun-
to de ingreso, pero manteniendo su integridad
como particula (es decir, sin que se produzca
disolucién).

Las particulas que ingresan a través del tejido
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pulmonar son transportadas por la sangre y
la linfa y pueden alcanzar diferentes érganos.
Asi, aunque el principal 6rgano diana es el hi-
gado (Sonavane y col. 2008), algunos estudios
han demostrado la localizacién de nanoparti-
culas en el corazoén y los rifiones (Oberddrster
y col. 2005).
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La toxicidad intrinseca de los nanomateriales
(Figura 1) (Rivera-Gil y col. 2013) no depen-
de solamente de la composicion quimica de la
sustancia, sino también del tamafo de parti-
cula, ya que en general, el tamafo de particula
es inversamente proporcional a su actividad
biolégica (Paul y Lyons 2008).

' Solubilidad

Composicidn quimica

'ngrega:iﬁn

Penetracion / Migracidn

Lugar de depdsito

Superficie especifica

Insoluble
soluble

Fibra /Filamento = +
Irregular
Esférica

Figura 1. Factores relacionados con la toxicidad intrinseca
de los nanomateriales (Galvez y Tanarro 2010).

Con la miniaturizacién de las particulas de una
sustancia aumenta la superficie especifica, y
por tanto su potencial reactivo o catalitico que
en algunos casos puede conducir a la forma-
cién de especies reactivas del oxigeno (EROs)
(Maurer-dones y col. 2010). De aqui se des-
prende que cuanto mas pequefa es una par-

ticula mayor es su reactividad, de modo que
una sustancia que es inerte en la escala mi-
cro o macro puede resultar toxica en la escala
nano. Por otra parte, las nanoparticulas pue-
den localizarse dentro de la célula, en orga-
nulos donde las particulas macroscopicas no
llegan, mostrando respuestas celulares espe-
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cificas (Porter y col. 2009).

Ademas de la variable tamano, se ha
comprobado que latoxicidad también depende
de la morfologia de la particula. La toxicidad
de nanoparticulas con forma tubular es mayor
que las que presentan forma irregular, y es
menor para nanoparticulas esféricas (Albanese
y col. 2010).

Las nanoparticulas tienen, por lo general, ten-
dencia a formar aglomerados o agregados
(Oberdérster y col. 2005). Este fendmeno pue-
de influir en el lugar de depdsito de las na-
noparticulas en el organismo, dependiendo
de su grado de agregacion. El fenomeno de
agregacion también modifica la toxicidad, ya
que una estructura relativamente compacta
presenta una superficie especifica menor que
una estructura porosa o alineada.

Citotoxicidad de las nanoparticulas de oro
Actualmente existe cierta controversia en tor-
no a los posibles efectos citotoxicos induci-
dos por las AuNPs. Asi, diversos estudios in
vitro han destacado la inocuidad de las AuNPs
para células humanas cérvico-uterinas cance-
rosas (HelLa) y en células dendriticas (Connory
col. 2005; Villiers y col. 2010). Por el contrario,
se han comprobado respuestas citotéxicas en
lineas celulares alveolares humanas (Uboldi y
col. 2009), en macrofagos (Lanone y col. 2009)
y en fibroblastos de piel (Pernodet y col. 2006)
tras su exposicion a las AuNPs.

El efecto citotdxico de las AuNPs parece de-
pender de multitud de pardmetros y, por ejem-
plo, en la bibliografia se encuentran trabajos
donde se sugiere que el tamarfo de las AuUNPs
afecta su toxicidad, distribucion tisular, capa-
cidad de penetracion y su absorcion celular
(Johnston y col. 2010). Pan y col. (2007) eva-
luaron la citotoxicidad in vitro de AuNPs de di-
ferentes tamanos (1 y 15 nm) en Hela, fagoci-
tos (J774A1) y fibroblastos (L929) de ratdn. Los
resultados obtenidos mostraron que el tamafno
de las AuNPs influye en su comportamiento, de
modo que las mas pequefias presentaron una
distribucion generalizada en los tejidos y toxici-
dad mas elevada (Pan y col. 2007). Kang y col.
(2009) estudiaron la citotoxicidad de AuNPs de
distintos tamanos (4, 15, 100 y 200 nm) en cé-
lulas de linfoma murino (L5178Y) y observaron
que unicamente las AuNPs de 4 nm reducian
significativamente la viabilidad celular.
Asimismo, los resultados de los escasos tra-
bajos sobre toxicidad de las AuNPs in vivo pu-
blicados hasta el momento, demuestran que

la citotoxicidad esta fuertemente determinada
por el tamafno de particula. También se ha in-
vestigado la permeabilidad de tejidos aislados
de intestino de rata a las AuNPs de diferen-
tes tamanos (15, 102 y 198 nm), observandose
que la capacidad de penetracion de las AUNPs
depende del tamarfio y del tiempo de contacto,
de modo que las particulas mas pequenas pe-
netran cuali-cuantitativamente de forma mas
eficiente al aumentar el tiempo del ensayo
(Sonavane y col. 2008). De Jong y col. (2008)
analizaron la distribucion de las AuNPs de di-
ferentes tamanos (10, 50, 100 y 250 nm) en
ratas, 24 horas después de su administracion
intravenosa. Todas las AuNPs se acumularon
principalmente en el higado y en el bazo. No
obstante, las AuUNPs de menor tamano (10 nm)
se distribuyeron mas ampliamente y alcanza-
ron un mayor numero de érganos que las de
mayor tamafo, demostrando que el tamafo
de la AuNPs afecta su distribucion.

Tal como fuera mencionado mas arriba, la ci-
totoxicidad de las AuNPs también depende de
las lineas celulares expuestas. Choiy col. (2012)
demostraron que tras 24 h de tratamiento, las
AuNPs de 17 nm de diametro provocaron dife-
rentes efectos citotéxicos en células humanas
de carcinoma pulmonar (A549 y NCI-H1975)
y en células epidermoides (A431), obteniendo
valores de IC, = 48,9; 52,3 y 65,2 pg/mL, res-
pectivamente. En otro estudio llevado a cabo
por Coulter y col. (2012) en células cancerosas
de préstata y de mama tratadas con particulas
de AuNPs de 1,9 nm se obtuvieron valores de
IC,,=838 y 1028 pg/mL, respectivamente. En
el afo 2005, Tsoli y colaboradores evaluaron
la citotoxicidad de AuNPs, demostrando sen-
sibilidad especifica para cada una de las once
lineas celulares empleadas (incluyendo células
Oseas, epiteliales y de hepatoma). Asimismo,
Patra y col. (2007), observaron disminucién en
la viabilidad de las células A549 (carcinoma
pulmonar) tras el tratamiento con AuNPs de 33
nm, mientras que las células HepG2 (hepato-
ma) no experimentaron un cambio significativo
en su viabilidad bajo las mismas condiciones.
Todos estos estudios corroboran el hecho de
que la linea celular utilizada es un factor de-
terminante en la evaluacion de la citotoxicidad
inducida por las AuNPs.

A pesar de que las posibles aplicaciones de
las AuNPs resultan prometedoras, también re-
sulta evidente que las AuNPs representan un
riesgo potencial para la salud humana. Los
estudios disponibles sobre la toxicidad de las
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AuNPs son muy escasos y en ocasiones con-
tradictorios. Por estos motivos resulta nece-
sario el desarrollo de un mayor numero de es-
tudios sobre los efectos toxicos de las AuNPs,
con el fin de establecer condiciones seguras
para su utilizacion en los diferentes campos
de aplicacién.
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Amanita phalloides poisoning: series of three cases

Cortese, Silvia*; Risso, Marina; Trapassi, J. Horacio

TOXIMED Argentina. Paraguay 2342 1°A. Ciudad de Buenos Aires, Argentina. Tel: +5411 4964 0314.
*dra.s.cortese@gmail.com

Recibido: 5 de diciembre de 2011
Aceptado: 26 de agosto de 2012

Version final recibida: 26 de septiembre de 2013

Resumen. Se presenta una serie de tres casos de pacientes adultos con intoxicacion por Amanita phalloides, ocurridos entre los
afnos 2010 y 2011. Dos pacientes eran de sexo masculino, de 40 y 75 afios de edad, y la mujer de 65 afos. En todos los casos
se asocio el cuadro clinico a la practica de recoleccion casera de hongos para preparacion de alimentos (actividad sostenida
durante mas de 10 afos en todos los casos). La recoleccion se realizé en zonas de robles en un caso, y en zonas de castafios
en los otros dos casos. En los tres casos la consulta se realizé entre las 16 y 36 h de la ingesta. Los tres pacientes desarrollaron
diarrea, hepatopatia y falla hepatica sin encefalopatia. A todos se les realiz6 tratamiento con carbén activado seriado, aspirado
duodenal y penicilina endovenosa. El trasplante hepatico fue necesario en uno de los casos. No hubo secuelas hepaticas en
ninguno de los pacientes. Conclusiones: la practica de recoleccion de hongos silvestres para consumo humano es un habito ries-
goso si se realiza por personas inexpertas en el reconocimiento de las especies toxicas. Si bien la intoxicacién por A. phalloides
es un cuadro poco frecuente, su alta morbimortalidad hace indispensable el reconocimiento temprano y abordaje oportuno por
parte de los médicos.

Palabras clave: Hongos; Amanita phalloides; Recoleccion doméstica; Hepatotoxicidad.

Abstract. We present a series of three cases of Amanita phalloides poisoning in adult patients admitted during the period 2010
—2011. Two patients were males of 40 and 75 years old, and the third was a woman of 65 years old. In all cases, the poisoning
was associated with the home practice of collecting wild mushroom for cooking (activity traditionally carried out for more than 10
years in all cases). Mushroom collection was carried out in areas of oak trees for one case, and in areas of chestnuts trees in the
two other cases. In all three cases the admission took place between 16 and 36 hours from intake. All three patients developed
diarrhea, liver disease and liver failure without encephalopathy. All patients received treatment with activated charcoal (serial
administration), duodenal aspiration and intravenous penicillin. Liver transplantation was necessary in one case. There were no
hepatic sequelae in any patients. Conclusions: The practice of collecting wild mushrooms for human consumption is a risky habit
if performed by people untrained in recognition of toxic species. While poisoning with A. phalloides is uncommon, its high mortal-
ity makes indispensable its early recognition and treatment by physicians.

Keywords: Mushrooms; Amanita phalloides; Home collection; Hepatotoxicity.

INTRODUCCION

En la Argentina no existe una fuerte tradicion
cultural de consumo de hongos silvestres, de-
bido a que no forman parte importante de la
dieta de los argentinos. Sin embargo, existe
un reducido numero de personas que si los
consumen (Lechner y Alberté6 2008). Es de
destacar que la actividad de recoleccién de
hongos silvestres para consumo humano no
es llevada a cabo por personas idéneas en su
reconocimiento, razén por la cual ocurren gra-
ves cuadros de intoxicacion.

Amanita phalloides (Figura 1) es un hongo mi-
corrizdégeno (se alimenta de las raices de los
arboles bajo los cuales crece) (Wright 1975).
Se introdujo a la Argentina en forma accidental
con el cultivo de especies no nativas de roble,
castafno y pino.

Pese a no ser una de las intoxicaciones ali-
mentarias mas frecuentes, en los meses de fe-
brero a mayo del afo 2005, se registraron en
el Centro Nacional de Intoxicaciones (Hospital
A. Posadas) 35 casos de ingesta de hongos
silvestres (0,27 % del total de consultas en ese
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Figura 1. Amanita phalloides.

periodo), 2 con evolucién fatal por Amanita
phalloides (Talamoni y col. 2006).

En la Tabla 1 se presentan esquematicamente
los casos de tres pacientes con intoxicacion
por A. phalloides.

REVISION BIBLIOGRAFICA
¢ Es indispensable la identificacion taxonémi-
ca si el ejemplar es Amanita phalloides?
La identificacion del o de los hongos que pudo
haber ingerido un paciente suele ser muy difi-
cultosa, ya que:
¢ la mayoria de las veces no se cuenta
con ningun ejemplar que pueda aportar el
paciente o sus allegados;
e |a toma de muestra del hongo (o su
conservacion) no se lleva a cabo correc-
tamente y se pierden estructuras indis-
pensables para su tipificacion;
* no se dispone en forma inmediata del
analisis de un Experto para determinar su
género y especie;
e ¢l ejemplar proporcionado para la iden-
tificacion puede pertenecer a un género
o especie diferente al ingerido por haber
sido recoleccidon mixta.
Por estas razones, la clasificacion mas util
de las intoxicaciones por hongos es la que
se basa en caracteristicas clinicas del cuadro
de intoxicacién, mas que en la taxonomia del
hongo. Asi, en la mayoria de los casos puede
realizarse un manejo terapéutico adecuado y
estimacion del prondstico del paciente basan-
dose en la anamnesis y en los sintomas del
paciente (Lampe 1979; Hanrahan y col. 1984;
Lampe 1987).
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Se pueden mencionar diez grupos de toxi-
nas fungicas responsables de los distintos
cuadros clinicos: ciclopéptidos, giromitrina,
muscarina, coprina, acido iboténico, musci-
mol, psilocibina, irritantes generales del tracto
gastrointestinal, orellinina, norleucina alenica y
miotoxinas (Flomenbaum y col. 2006).
Una clasificacién general de las intoxicacio-
nes por hongos en el ser humano, es segun
el momento de inicio de las manifestaciones
clinicas. Asi puede haber aparicion temprana
(aparicion < 6 horas), tardia (aparicidon entre 6
y 24 horas) y sindromes retrasados (> 24 ho-
ras). De esta manera pueden agruparse (Diaz
JH 2004):
a. Clinica temprana: dentro de este gru-
po se observan sindromes: neurotoxicos,
gastrointestinales y alérgicos.
b. Clinica tardia: en este grupo se ma-
nifiestan la hepatotoxicidad (caracteris-
tica de A. phalloides), nefrotoxicidad y
eritromelalgia.
c. Sindromes retrasados: nefrotoxicidad
retrasada, neurotoxicidad retrasada y
rabdomiolisis.
La clasificacion se muestra en la Tabla 2.
La mayoria de las intoxicaciones graves se
relacionan con aquellas especies que elabo-
ran ciclopéptidos, entre las que se encuentra
Amanita spp y Amanita phalloides.
En el caso de los ciclopéptidos, es tipico que
causen cuadro clinico de comienzo tardio,
con nauseas, vomitos, dolor abdominal y dia-
rrea. Esta caracteristica ubica a A. phalloides
dentro de los hongos con cuadro clinico de
latencia prolongada (luego de las 6 horas de
la ingesta), cuya gravedad es mucho mayor
que aquellos de latencia corta (clinica precoz,
antes de las 6 horas desde la ingesta). Esta di-
ferenciacion ya es suficiente para tratar como
una intoxicacion grave a todos aquellos pa-
cientes que se presenten con un cuadro clini-
co compatible luego de las 6 horas de haber
ingerido hongos.

Toxinas de A. phalloides

A. phalloides contiene de 15 a 20 ciclopépti-
dos; los mejor conocidos son las amatoxinas
(octapéptidos ciclicos), las falotoxinas (hep-
tapéptidos ciclicos) y las virotoxinas (tam-
bién heptapéptidos ciclicos) (Kostansek y col.
1977; Wieland y col. 1978; Faulstich y col.
1979). Las amatoxinas son las mas toxicas,
y dentro de éstas, la amanitina es la respon-
sable de la toxicidad humana. Estas toxinas
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Tabla 1. Resumen de los casos presentados.

PACIENTE N° 1

PACIENTE N° 2

PACIENTE N° 3

Sexo Masculino Masculino Femenino
Edad (afios) 40 75 65
Préactica d leccié
ractica de recoleccién si Si si
casera de los hongos
Arbol debajo del cual crecié 3 3
Roble Castano Castafno

el hongo

Partido de 3 de Febrero,

Partido de San Isidro,

Punta del Este,

Zona geografica Provincia de Buenos Aires, Provincia de Buenos Aires, Uruguay
de recoleccion Argentina Argentina
Horas transcurridas
entre laingesta y el 8 10 19
comienzo del cuadro
gastrointestinal
Horas transcurridas
entre inicio del cuadro 16 20 36
y la consulta
Hepatopatia con
P p Si Si Si
transaminasas >4000 UI/L
Encefalopatia No No No
Valor del Factor V de
B 42% 26% <20%
la coagulacion @
Tratamiento con carbon i ) i
. , Si Si Si
activado seriado
Tratamiento con aspirado i . .
) Si Si Si
duodenal continuo
Tratamiento con penicilina
G a 400.000Ul/kg/dia i . .
Si Si Si
endovenosa
Trasplante hepatico No No Si
Secuelas No No No
Tipificacion de los hongos (2) Si Si No
Personas cercanas al paciente i .
Si® No Si@

que hayan ingerido hongos

MValor normal del factor V: >60%. @Tipificacion de hongos llevada a cabo en Facultad de Ciencias Exactas de la Univer-
sidad de Buenos Aires. ®La madre del paciente comié lo mismo que él y no desarrollé ninguna alteracién clinica ni ana-
litica. “La empleada de la paciente compartié la comida con hongos y desarrollé mismo cuadro gastrointestinal e in-
suficiencia hepatica aguda; fue atendida en Uruguay y recuperé funcionalidad hepatica sin requerir trasplante.
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Tabla 2. Clasificacion de las intoxicaciones por hongos de acuerdo a las manifestaciones
clinicas, al desarrollo de la intoxicacion que producen y a la toxina responsable.

Intoxicaciones con
clinica temprana

Intoxicaciones
con clinica tardia

Intoxicaciones con
clinica retrasada

Cuadro clinico

Sindrome gastrointestinal:

manifestacién mas frecuente

Hepatotoxicidad

Falla hepatorrenal retrasada

Hongo

Boletus spp.
Chlorophyllum spp.
Entoloma spp.
Lactarius spp.
Omphalotus spp.
Tricholoma spp.

Amanita bisporigera
A. hygroscopia

A. ocreata

A. phalloides

A. suballiacea

A. tenuifolia

A. verna

A. virosa

Galerina spp.
Lepiota spp.

Amanita spp.

Toxina/mecanismo
responsable

No estan bien definidas
las toxinas responsables.

Cuadro clinico

Neurotoxicidad (NTX)
colinérgica periférica

Falla renal acelerada

Falla renal retrasada.

Hongo

Clitocybe spp.
Inocybe spp.

Amanita proxima
A. simithiana

Cortinarius spp

Toxina/mecanismo
responsable

Por alto contenido
de musacarina

Se desconoce
mecanismo exacto
de toxicidad.

Contienen orellanina
(nefrotoxica).

Inhibe sintesis proteica
y genera radicales libres.
Genera nefritis tubulo

intersticial.

Cuadro clinico

NTX Glutaminérgica

Eritromelalgia

NTX retrasada

Hongo

Amanita muscatria
Amanita pantherina

Clitocybe acromelalga
C. amoenolens,
Lepista inversa

Hapalopilus rutilans

Toxina/mecanismo
responsable

Por acido iboténico y
muscimol que alteran
neurotransmision GABA
y glutamatérgica.

Seria por dcidos
acromeélicos A y E,
que activan
receptores periféricos

de dolor

Contienen acido polipdrico.
Alteraciones motoras,
visuales y de conciencia.
Se desconoce mecanismo

de accion exacto.

Cuadro clinico

NTX epileptégena

Miotoxicidad
y rabdomidlisis:

Hongo

Gyromitra spp

Tricholoma spp.

Toxina/mecanismo
responsable

Inhibe produccién de GABA.

Se desconoce mecanismo
de accién.

Cuadro clinico

NTX alucinégena

Hongo

Psilocybe spp., Conocybe spp.,

Gymnopylus spp.,
Psathyrella spp.

Toxina/mecanismo
responsable

Producen psilocybina, con actividad

simil serotonina y simil LSD.

Cuadro clinico

Sindrome alérgico neumonico

Hongo

Lycoperdon spp.

Toxina/mecanismo
responsable

Por inhalacion de sus esporas.

Cuadro clinico

Reaccioén tipo Disulfiram

Hongo

Coprinus spp.

Toxina/mecanismo
responsable

Toxina que inhibe la aldehido

deshidrogenasa.
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son termoestables, insolubles en agua y pier-
den actividad luego de afios de desecacion.
Todas estas caracteristicas le confieren gran
estabilidad y peligrosidad para el humano. 20
gramos de hongos contienen mas de 0,1 mg/
kg de amanitina (considerada dosis letal para
el ser humano) (Pond y col. 1986; Paydas y
col. 1990).

Fisiopatologia

Las amatoxinas bloquean la sintesis proteica
a través de la inhibicién de la ARN polimerasa
Il, con especial trofismo por el higado (tam-
bién por rifidn y cerebro) provocando muerte
celular.

Recientemente se han realizado estudios in vi-
tro mostrando la actividad de las amatoxinas
en la generacion de estrés oxidativo celular,
reflejado por el aumento de la actividad de las
enzimas catalasa (CAT) y superéxido dismu-
tasa (SOD), encargadas de la degradacion de
radicales libres (Magdalan y col. 2010).

Cuadro clinico

Se describe en tres etapas sucesivas (POISIN-

DEX® Managements 2011), tal y como se pre-

sentaron los pacientes de los tres casos clini-

COs expuestos:
1. Primera fase: ocurre entre 6 y 24 horas
posterior a la ingestion de A. phalloides.
Se caracteriza por nauseas, vomitos, do-
lor abdominal y diarrea, fiebre, taquicar-
dia, hipoglucemia, hipotension arterial,
desequilibrios hidroelectroliticos y del es-
tado acido base.
2. Segunda fase: 24 a 48 horas post in-
gesta. Hay mejoria del cuadro gastroin-
testinal inicial y comienzan a deteriorarse
las funciones hepatica y renal.
3. Tercera fase: 3 a 5 dias post ingesta
hay dafo hepatocelular y falla renal. Si no
hay recuperacion de la funcionalidad he-
patica, la muerte suele presentarse entre
6 y 16 dias post ingesta.

Tratamiento
Ante la posibilidad de una intoxicacion con A.
phalloides, debe iniciarse tratamiento en todo
paciente con cuadro clinico compatible luego
de la ingesta de hongos sin esperar la identifi-
cacion de los mismos.
a- Medidas generales. Manejo de
via aérea y ventilacion, estabilizacién
hemodinamica.
b- Reposicion hidroelectrolitica. Esta me-

dida es indispensable en la 2° fase (gas-
trointestinal) por la deshidratacién que
puede conllevar y debido a que una mala
reanimaciéon inicial podria empeorar el
pronéstico, ya que el 90% de la amatoxi-
na se elimina por orina dentro de las pri-
meras 24 h.
c- Reduccion de la reabsorcion del toxi-
co. Debido a la clinica tardia, las medidas
no tienen como finalidad la decontamina-
cion gastrica. Dado que las amatoxinas
tienen recirculacién enterohepatica (Jae-
ger y col. 1989), hay que intentar en toda
medida eliminarlas. Una propuesta tera-
péutica es la siguiente:
i. Colocacién de sonda naso-duodenal
(SND)
ii. Carbon activado seriado (Kantola y
col. 2009), a razén de 1 gramo/kg de
peso la primera dosis, seguido de una
dosis de catartico osmético y luego 0,5
gramos/kg de peso cada 4 horas por
SND.
iii. Aspiracion continua por SND, 2 ho-
ras después de aplicar cada dosis de
carbén activado. El proceso se detalla

Zhoras de
aspiracién
porsMD

Carbén
activado y
2 horas sin
aspiracion

Carbén
activado y
2 horas sin
aspiracién

Ciclo de
eliminacion de
amatoxinas

Zhoras de

aspiracién
porsMD

Figura 2. Ciclo de eliminacion de las
toxinas. SND: sonda naso-duodenal.
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en la Figura 2.
d- Bloqueo de la captacién de amatoxina
por parte de los hepatocitos
iv. Penicilina G. Las dosis que han mos-
trado algun grado de eficacia rondan
las 300.000 a 1 millon de Ul/kg de peso
/dia endovenosas (maximo 24 millones
Ul/dia) (Floersheim y col. 1978; Floeres-
heim y col. 1982; Floeresheim y col.
1987; Floeresheim y col. 1990; Kantola
y col. 2009). Los datos existentes hasta
el momento no muestran disminucién
de la mortalidad. Esta es la opcién dis-
ponible actualmente en nuestro medio.
v. Silibinina: es el componente princi-
pal de la silimarina, obtenida de la plan-
ta Silybum marianum (conocido como
“cardo mariano”). In vitro demostro
bloquear el ingreso de amatoxina a los
hepatocitos. Su dosis es de 20 a 50
mg/kg/dia, administrados dentro de las
48hs de haberse producido la inges-
ta de hongos, durante 48 a 96 horas.
Existe en formulaciones para adminis-
tracion oral y endovenosa (Jahn y col.
1980; Faulstich y col. 1980; Piering y
col. 1990). No hay en Argentina.
e- Reduccion del estrés oxidativo con
N-acetilcisteina (NAC): la unica eviden-
cia consiste en estudios con ratones que
mostraron que era inefectiva en dosis uni-
ca (Schneider y col. 1989) y en una serie
de casos (11 pacientes) en los que se rea-
liz6 NAC con el mismo régimen que en in-
toxicacion con paracetamol (Montanini y
col. 1999). En este ultimo trabajo, la NAC
se inicio durante la fase gastrointestinal y
en conjunto con el resto de la terapéutica
(descripta en parrafos previos). Diez pa-
cientes sobrevivieron y uno (que presen-
taba hepatitis B concomitante) present6
falla hepatica fulminante y muerte. Dada
la inocuidad de la N-acetilcisteina, se
propone administrarla como medida te-
rapéutica en esta grave intoxicacion. No
hay régimen de administracion estableci-
do para estos casos.
f- Antidoto: no hay antidoto especifico.
g- Aumento de la eliminacién
i. Dado que las amatoxinas son acla-
radas rapidamente del plasma por los
rifones, las técnicas de remocion ex-
tracorpérea podrian no ser signifi-
cativas en su eliminacion (Faulstich
y col. 1985; O'Brien y col. 1996). Los
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estudios al respecto hablan de venta-
nas terapéuticas que rondan las 24 a
36 horas desde la ingesta, para hallar
amatoxinas circulantes pasibles de ser
hemodializadas.
i. La hemoperfusién seria util en las
primeras 24 horas de la intoxicacién o
durante la falla hepatica (Mullins y Ho-
rowitz 2000)
iii. Siempre que se trate de pacientes
con falla renal (previa o desarrollada por
el cuadro gastrointestinal inicial, o sin-
drome hepatorrenal en estadios avan-
zados de la intoxicacioén) se realizaran
técnicas de remocion extracorpérea
pertinentes a cada caso, en manejo
conjunto con Servicio de Nefrologia.

h- Trasplante hepatico
i. La toxicidad por hongos es una causa
rara de falla hepatica fulminante.
ii. Un estudio retrospectivo de 1967 a
2002 evalué medidas de prediccion
de evolucion a falla hepatica fulminan-
te luego de intoxicacidon con amatoxi-
nas. Se observd que la combinacion
de tiempo de protrombina <26% con
creatinina sérica > 106 mcmol/L en los
dias 3 a 10 de la intoxicacion, fue el
mejor predictor de letalidad (Magdalan
y col 2010).
iii. La alteracion en las pruebas de coa-
gulacion y la progresion de la encefalo-
patia hepatica son los parametros mas
importantes para establecer la proba-
ble progresion a falla hepatica fulmi-
nante y, en consecuencia, a la necesi-
dad de trasplante hepatico. Debido a
su baja frecuencia de presentacion no
puede compararse este cuadro a otros
generados por intoxicaciones mas fre-
cuentes (como paracetamol) y deberia
analizarse en cada paciente en particu-
lar (Feinfeld y col. 1994). Siempre que
se esté tratando a un paciente con esta
intoxicacion, deben iniciarse en forma
temprana gestiones con el Centro de
Trasplante de Organos mas cercano al
Centro Asistencial donde se desarrolle
la atencién.

DISCUSION

La préactica de recoleccién de hongos silves-
tres para consumo humano es un habito que
se observa frecuentemente, y es muy riesgo-
SO si se realiza por personas inexpertas en el
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reconocimiento de las especies toxicas. La in-
toxicacion por A. phalloides es un cuadro poco
frecuente, pero por su alta morbimortalidad es
indispensable el reconocimiento temprano y
abordaje oportuno por parte de los médicos.
Hay que resaltar que aunque haya habido un
foco epidemiolégico de intoxicacion por A.
phalloides - como ocurrié en los casos clini-
cos N° 1 y 3 — no siempre se desarrollara el
cuadro clinico en las demas personas; no obs-
tante es imperiosa la identificacién de todos
los posibles afectados para realizar su evalua-
cion clinica y analitica, y su tratamiento opor-
tuno si fuera necesario.

Dado que actualmente sdélo se cuenta con
medidas inespecificas para el tratamiento de
esta intoxicacion, es fundamental su instaura-
cién inmediata apenas se tenga sospecha del
cuadro, de manera tal que se reduzca la pro-
babilidad de evolucién a fallo hepatico fulmi-
nante y muerte.
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cuenta envios.acta.ata@gmail.com se manten-
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de autor al Acta.
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nuscrito para articulo original.

Los manuscritos deberan redactarse con pro-
cesador de texto (Microsoft Word version 2003
0 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 sélo 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 direccion 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-
sicién de superindice ubicado junto al nombre).
En la segunda péagina se incluird el titulo en in-
glés y el resumen en el idioma del articulo y en
inglés, seguido cada uno de ellos de una lista
de cuatro palabras clave, en el idioma corres-
pondiente. Si el trabajo estuviese escrito en in-
glés, debera tener un resumen en espanol. Las
palabras clave iniciaran con mayuscula e iran
separadas por punto y coma.

Introduccioén. Incluird 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 Investigacion que apro-
bo 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
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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 seccién.
Resultados. Se presentaran a través de una
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de las siguientes formas: en el texto, o median-
te tabla/s y/o figura/s. Se evitaran repeticiones
y se destacaran soélo los datos importantes. Se
dejara para la seccion Discusién la interpreta-
ciéon 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. Sélo
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 nUmeros, letras
y signos tendran dimensiones adecuadas para
ser legibles cuando se hagan las reducciones
necesarias. Las referencias de los simbolos
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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 tamafo minimo
sera media carta, es decir, 21 x 15 cm, a 300
dpi. En todos los casos se debera indicar la
magnificacién 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 ira 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 hematologi-
cos y bioquimicos se presentaran en unidades
del sistema métrico decimal, de acuerdo con el
Sistema Internacional de Unidades (Sl). No
obstante, los editores podran solicitar que, an-
tes de publicar el articulo, los autores anadan
unidades alternativas o distintas de las del Sl.

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

Discusién. Se hara énfasis sobre los aspec-
tos del estudio mas importantes y novedosos
y se interpretaran los datos experimentales en
relacion 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 tamafno de 10 puntos y en un
so6lo parrafo.

Bibliografia. Las citas bibliograficas se sena-
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.

Ejemplos:
1. Articulo estandar en publicacién perio-
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 P.S., Kallioniemi A., Trent J.M.
Chromosome alterations in human solid
tumors. En: Vogelstein B., Kinzler K.W.,
editores. The genetic basis of human can-
cer. New York: McGraw-Hill; 2002. p. 93-
113.

4. Material electrénico

a. Articulo en publicacién periédica 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 citacién 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.

-120 -



INSTRUCTIONS TO CONTRIBUTORS

Acta Toxicol. Argent. (2013) 21 (2): 118-126

Acta Toxicologica Argentina (Acta Toxicol. Ar-
gent.) (ISSN 0327-9286) is the official publica-
tion for scientific promotion of the Asociacion
Toxicologica Argentina. It is a member of the
Nucleo Basico de Revistas Cientificas Argen-
tinas (Basic Core of Argentinean Scientific Jour-
nals) since 2007. Full articles can be accessed
through SciELO Argentina electronic library.
The goal of Acta Toxicoldgica Argentina is to
publish articles concerning all areas of Toxicol-
ogy, including original articles, case reports,
short communications, revisions, 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 Tecnolégica (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:

e 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.

e All authors are responsible for the con-
tent of the article.

e 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.

e |[f the article is accepted for publication,
all authors agree to transfer copyright
to Acta.

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

General guidelines in the preparation of
manuscripts for original articles

Articles must be written using a word proces-
sor (Microsoft Word 2003 or higher) with dou-
ble-spacing throughout (including abstract,
references and tables), and a minimum letter
size of Arial 12. Manuscripts must contain page

-121 -



Acta Toxicol. Argent. (2013) 21 (2): 118-126

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
titles, not for outer borders of columns. Please

make sure that each table is cited in the text.
Figures should be numbered consecutively
with Arabic numerals and presented in sepa-
rate pages. Drawings must be of good enough
quality to ensure adequate reproduction. Bar,
pie or statistical charts must be prepared in GIF
format. Numbers, letters and signs within fig-
ures must be of the appropriate size to be leg-
ible when the final sizing takes place. All signs
used must have a reference in the figure cap-
tion.

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

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

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

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

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

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

Discussion. Emphasis should be placed on the
most relevant and novel aspects of the study.
Interpret experimental data in terms of previ-
ous published findings. Include conclusions
without repeating data and concepts stated
elsewhere.
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Acknowledgements. Limit to a single para-
graph, using Arial 10 lettering.

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

Examples:

“Caffeine (1,3,7-trimethylxanthine) is the
psychoactive substance with the largest
consumption worldwide (Concon 1988;
Lewin 1998; Nehlig 1999)”.

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

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

Examples:

1. Standard article in periodical
publications
Halpern S.D., Ubel PA., Caplan
A.L. Solid-organ transplantation
in HIV-infected patients. N Engl
J Med. 2002;347(4):284-7.

2. Books and monographs
Murray P.R., Rosenthal K.S.,
Kobayashi G.S., Pfaller
M.A. Medical microbiology. 4"
ed. St. Louis: Mosby, 2002.
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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-
assn.org/ama/pub/category/1736.html

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

Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol.
Argent.) (ISSN 0327-9286) é o 6rgao oficial de
difusdo cientifica da Associacao Toxicolégica
Argentina. Engloba o Nucleo Bésico de Revis-
tas Cientificas Argentinas, tem acesso a artigos
e textos completos através da SciELO Argenti-
na. Acta Toxicologica Argentina tem como ob-
jetivo a publicac&o de trabalhos relacionados
com diferentes areas da Toxicologia, em arti-
gos originais, relatos de casos, comunicacoes
breves, atualizagcbes ou revisdes, artigos de
divulgacédo, 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 secdes: Introducio;
Materiais e métodos; Resultados e Discussdo
(que podem integrar uma secao anexa).

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

As comunicacodes curtas sao trabalhos de
menor extensdo, mas com conotacdo toxico-
l6gica inovadora e que aporte ao campo toxi-
coldgico.

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

As revisdes ou atualizagcbes 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 sao descricbes breves de
técnicas analiticas ou dispositivos novos ou
apoiados por trabalhos experimentais conclu-
sivos.

Acta Toxicoldgica Argentina (em adiante Acta)
publicara contribuicdbes em espanhol, portu-
gués e/ou inglés. Todas serdao avaliadas por
pelo menos dois revisores; a selecdo dos mes-
mos serd 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 consideracéo. A identidade dos autores e

revisores sera mantida de forma confidencial.

Envio de trabalhos

O envio de manuscritos sera realizado através
do Portal de Publicacbes Cientificas e Técni-
cas (PPCT) do Centro Argentino de Informa-
cao 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. Apos esta
data a forma de envio sera substituida pelo sis-
tema online.

No caso de envio eletrbnico, 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 instrucdes para autores de-
talhadas abaixo. Junto com o envio do traba-
lho devera ser enviada uma carta ao Diretor
em formato Word, com os nomes de todos os
autores solicitando a consideracdo do artigo
para publicacdo. Na carta devera constar cla-
ramente que:

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

e Todos os autores sao responsaveis
pelo conteudo do artigo.

e Todos os autores deverdo manifestar
se houve ou ndo 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 sdo mencionados no estudo
realizado.

e 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 preparagcdo 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 espac¢o 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 jtalico 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 instituicdo 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 posigado 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 comecgar com letra mai-
Uscula e estar separadas por ponto-e-virgula.
Introducao. Deve incluir antecedentes atuali-
zados sobre o tema em questdo 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 repeticao dos experi-
mentos.

Consideracoes éticas. Em todos os estudos
clinicos devera estar especificado o nome do
Comité de Etica e Investigacdo 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.

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

As tabelas deverao ser apresentadas em fo-
lha a parte, numeradas consecutivamente com
numeros arabicos, com as aclaragcdes 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 repeticdo. Os graficos de barras, tortas
ou estatisticas deverédo estar no formato GIF.
Os nUmeros, letras e sinais deverio 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 deverédo ser feitas em branco
e preto, com contraste, em papel brilhante e
com qualidade suficiente (minimo 300 dpi)
para assegurar uma boa reproducédo. Nos de-
senhos originais ou fotografias deverdo 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 15 cm,
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. Deverdo 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
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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-
deréo solicitar que, antes de publicar o artigo,
os autores agreguem unidades alternativas ou
diferentes das do SI.

Nomenclatura. No caso de substéancias 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 e 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. Serdo indi-
cadas as conclusoes, evitando reiterar dados
e conceitos ja citados em sec¢des 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
publicacdo, 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 serao
incluidas ao final do trabalho, abaixo do titu-
lo da Bibliografia Citada, em ordem alfabéti-
ca, com o nome de todos os autores em cada
caso.

Exemplos:
1. Artigo padrao em publicacao peri6-
dica
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 periédica 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 citacao de possiveis referéncias
bibliograficas que puderam nao 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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