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Resumen. El tabaco es uno de los factores de riesgo prevenibles mas importante de las enfermedades crénicas no trasmisibles
(ECNT). Los efectos de fumar no estan limitados a los fumadores activos, involucran ademas a los individuos que sufren los
efectos de los téxicos del humo del tabaco ambiental (HTA): los fumadores pasivos. Las mujeres embarazadas fumadoras activas
o expuestas al HTA son una poblacion muy sensible a los efectos tdxicos del tabaco, ya que los mismos repercuten también
sobre el feto en formacién. La cotinina es en la actualidad el marcador biolégico mas adecuado para medir exposicion al HTA
tanto activa como pasiva. Objetivo: determinar el nivel de cotinina en mujeres embarazadas que manifestaron ser fumadoras
pasivas, relacionando los valores obtenidos con los dias de exposicion manifestados. Materiales y métodos: se trabajé con 443
embarazadas que concurrieron a centros de salud publicos y a un centro privado de Gualeguaychu para su control prenatal,
solicitandoles a las que manifestaron estar expuestas al HTA una muestra de orina para el dosaje de cotinina. Se aplicé un
disefio de tipo no experimental, retrospectivo y de corte transversal. El dosaje de cotinina se realiz6 en orina, empleando una
metodologia quimioluminiscente. Previamente se obtuvo un valor referencial de cotinina urinaria inferior a los 15,2 ng/ml para
el 98 % de sujetos no fumadores no expuestos al HTA. Resultados: los analisis de los niveles de cotinina en las embarazadas
fumadoras pasivas revelaron que, el 82 % en los centros publicos y el 42 % en el centro privado, presentaron un nivel de cotinina
superior a 15,2 ng/ml. Teniendo en cuenta los dias de exposicién, el registro promedio de cotinina para las que manifestaron
estar expuestas los Ultimos siete dias fue de 52,3 ng/ml en el sector publico y 64,1 ng/ml en el privado. Discusién y conclusiones:
la medicién de cotinina resulta de utilidad para tener datos fidedignos de la exposicion pasiva al HTA. En los centros publicos el
82 % de las embarazadas que manifestaron estar expuestas tenian valores de cotinina urinaria que coincidian con lo expresado,
mientras que en el centro privado el 42 % de las que manifestaron la misma situacion presentaba valores del indicador que
denotaban exposicion al tabaco. Se observé un aumento progresivo del promedio del indicador biolégico de acuerdo a los dias
de exposicién en ambos sectores, superando los 50ng/ml cuando la exposicion declarada fue durante los Ultimos 7 dias, lo que
es indicativo de una exposicion al HTA severa. El interés y preocupacion manifestados por las embarazadas que participaron en
este estudio indica que la implementacién de este tipo de diagndstico puede contribuir a las campafas de prevencion contra
el consumo de tabaco y promover el derecho de quienes no fuman a vivir en ambientes saludables libres de los compuestos
toxicos del mismo.

Palabras clave: Fumar tabaco; Cotinina; Embarazadas; Exposicién al humo del tabaco ambiental.

Abstract. Tobacco is one of the preventable risk factors, which is most important in the chronic non-communicable diseases
(NCDs). The effects of smoking are not limited to active smokers; it also involves individuals who suffer the effects of environ-
mental tobacco smoke (ETS): passive smokers. Pregnant women who are active smokers or exposed to ETS are a very sensi-
tive population to the toxic effects of snuff, since they also affect the developing fetus. Cotinine is currently the most suitable
biomarker for measuring ETS exposure both active and passive. Objective: To determine the level of cotinine in pregnant women
who reported being passive smokers, relating the values obtained with the indicated days of exposure. Materials and methods:
We worked with 443 pregnant women attending public health centers and a private centre in Gualeguaychu for prenatal care,
asking to be exposed to ETS showed a urine sample for cotinine dosage. We performed a non-experimental, retrospective and
cross-sectional design. The dosage of cotinine in urine was performed using a chemiluminescent method. Previously we obtained
a reference value of urinary cotinine less than 15,2ng/ml for 98% of non smokers unexposed to ETS. Results: The analysis of
cotinine levels in passive smoking pregnant women show tHTA in public centers, 82% has a cotinine level greater than 15,2ng/
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ml, whereas in the private centre, 42% have the same range values. Considering the days of exposure, the average cotinine log
for those who said were exposed for the past seven days, was 52.32 ng/ml in the public sector and 64.17 ng/ml in the private
one. Discussion and conclusion: The measurement of cotinine is useful to have reliable data from passive exposure to ETS. In
public centers, 82% of pregnant women who said were exposed had urinary cotinine levels consistent with the statement, while
in the private centre the 42% who said had the same situation had indicator values denoting exposure to snuff. There was a pro-
gressive increase in average biological indicator according to the days of exposure in both sectors, exceeding 50ng/ml when the
declared exposure was during the last 7 days, which is indicative of a severe ETS exposure. The interest and concern expressed
by the pregnant women who participated in this study indicates HTA the implementation of this kind of diagnosis may contribute
to prevention campaigns against snuff consumption and promote the right of nonsmokers to live in healthy environments free of

the toxic compounds thereof.

Keywords: Tobacco smoking; Cotinine; Pregnant women; Environmental tobacco smoke.

Introduccién

En la Argentina hay aproximadamente
12.000.000 de fumadores, perdiéndose 40.000
vidas por afo a causa del consumo de tabaco
(Grupo Tabaquismo 2005), el cual esta consi-
derado uno de los factores de riesgos preve-
nibles mas importante de las principales en-
fermedades crénicas no trasmisibles (Pardell
y col. 1996; OMS 2008; Pérez Jiménez y col.
2008). En la composicion quimica del tabaco
se han identificado cerca de 4.000 sustancias
diferentes (Lorenzo y col. 2009), de las cuales
alrededor de la mitad se encuentran original-
mente en las hojas y el resto se produce du-
rante la combustion. La mayoria de las mis-
mas posee propiedades toxicas.

El habito de fumar tabaco es causa de numero-
sas enfermedades (mas de 20 comprobadas),
entre ellas diversos tipos de canceres, enfer-
medades cardiovasculares, pulmonar obstruc-
tiva cronica (EPOC) y oclusiva arterial periférica.
Lamentablemente los efectos de fumar taba-
co no estan limitados a los fumadores activos,
sino que también involucran a aquellos que in-
voluntariamente sufren los efectos de los pro-
ductos toxicos del humo del tabaco ambiental
(HTA) convirtiéndose en los llamados fumado-
res pasivos (Banegas y col. 1998; Florez y col.
2001). Las mujeres embarazadas fumadoras
activas o aquellas expuestas involuntariamente
al HTA constituyen una poblacion muy sensible
a los efectos téxicos del tabaco, ya que invo-
lucra no solamente a la gestante sino también
al feto en formacién. Investigaciones realizadas
en varios paises (Gueguen y col. 1995), sefialan
los efectos adversos del tabaquismo maternal
(Mori y col. 1996) activo o pasivo (Lazzaroni y
col. 1990; Play y col. 1991; Crowley y Geary

1998) durante el embarazo. Los riesgos de fu-
mar sobre la salud perinatal estan bien esta-
blecidos e incluyen: recién nacidos con bajo
peso para su edad gestacional (Fortier y col.
1994; Ellard y col. 1996; Comisién de Tabaquis-
mo 2001), aumento de la mortalidad perinatal
(Tager y col. 1995, OPS 1998; Comision de Ta-
baquismo 2001), incremento de la incidencia
de abortos espontaneos (Morello y col. 2001),
dafios al aparato respiratorio del recién naci-
do (Ministerio de Salud 2001; Area de Investi-
gacion de la SAC 2002) como asi también una
mayor susceptibilidad a las infecciones respi-
ratoria y al asma (Seidman y Mashiach 1991;
Hu y col. 1997), sindrome de muerte subita del
lactante (Di Franza y Lew 1995; Roquer y col.
1995), intensificacion del riesgo de desarrollo
de neoplasias en la infancia entre otros (Fe-
rris Tortajada y col. 1998). Todos estos efectos
también se presentan, aunque en menor grado,
con el tabaquismo pasivo materno.

El uso de marcadores biolégicos ha resultado
de mucha utilidad para determinar la exposi-
cién a los componentes téxicos del tabaco,
tanto en fumadoras activas como en pasivas.
En ocasiones, la informaciéon autodeclarada
respecto al consumo de tabaco no es fiable por
la percepcion negativa que existe socialmente
del mismo, por lo que la medicién de marca-
dores bioldgicos resulta ser mas confiable. La
cotinina (metabolito de la nicotina) es en la ac-
tualidad el marcador biolégico mas adecuado
para medir exposicion, tanto activa como in-
voluntaria al HTA (Benowitz 1996; Pérez Trullén
y col. 2004; Thaqi y col. 2005; Pérez Trullén y
col. 2006) pudiéndose medir en distintos flui-
dos bioldgicos: plasma, orina o saliva.

En el presente estudio se trabajé con emba-
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razadas que concurrieron a centros de salud
publicos y privados de la ciudad de Guale-
guaychu para sus controles bioquimicos pre-
natales. A quienes daban su consentimiento y
cumplian con los criterios de inclusion esta-
blecidos, se les informaba las caracteristicas
del estudio, se les solicitaba que completaran
un cuestionario informativo (Anexo /) y a las no
fumadoras que manifestaban estar expuestas
al HTA, se les solicitaba una muestra de orina
para el dosaje de cotinina urinaria. Luego del
procesado de las muestras, se informé indi-
vidualmente a las embarazadas de los resul-
tados obtenidos y las medidas preventivas a
tomar en los casos de andlisis con valores sig-
nificativos del marcador.

Objetivos

Determinar el nivel de cotinina en mujeres em-
barazadas que manifestaron ser fumadoras
pasivas, que concurrieron a control prenatal en
establecimientos publicos de salud y a un cen-
tro privado de la ciudad de Gualeguaychu.
Observar si habia relacion entre lo declarado,
en lo referente a la exposicion pasiva, y el do-
saje de cotinina y comprobar si habia correla-
cién entre dichos valores y la cantidad de dias
de exposicién manifestada.

Material y métodos
En este estudio se aplicd un diseno de tipo no
experimental, retrospectivo y de corte transver-
sal. El total de embarazadas evaluadas fue 295
en los centros de salud publicos y 148 en el
centro privado.
La secuencia operativa de las actividades se
detalla en la Figura 1.
Las unidades de observacion fueron selec-
cionadas teniendo en cuenta los siguientes
criterios:
De inclusion:
® mujeres embarazadas que asistieron a los
centros de control prenatal publicos y pri-
vado de la ciudad de Gualeguaychu. Entre
Rios. Periodo 2011-2013.
De exclusion:
® negativa a participar del estudio o no
prestar su consentimiento.
eincapacidad del individuo como informan-
te calificado para responder a las acciones
y preguntas propuestas en el estudio.
ebarreras éticas institucionales.
Las embarazadas que concurrieron a su con-
trol prenatal a los centros mencionados y reu-
nian los criterios de inclusién, fueron informa-

Acta Toxicol. Argent. (2014) 22 (3): 105-115

das de los objetivos del Proyecto y se las invitd
a participar en el estudio. Previa firma del con-
sentimiento (Anexo Il), se les solicité completar
un cuestionario con sus datos personales, nivel
educativo, datos laborales y situacién frente al
tabaco (Anexo ). A continuacion se procedid
a recolectar una muestra de orina, preferente-
mente la primera de la manana.

El dosaje de cotinina se realizé a partir de una
muestra biolégica de orina, por ser un procedi-
miento simple y no invasivo. En la bibliografia
consultada, los métodos mas utilizados para
su medicioén son la cromatografia gaseosa o la
liquida de alta presion (Oddoze y col. 1998; Kuo
y col. 2002; Man y col. 2005) muy sensibles y
precisos, pero que requieren de aparatologia y
técnicas sofisticadas y costosas, que no son
habituales en muchos laboratorios de nuestro
pais. En el presente trabajo se empled una me-
todologia quimioluminiscente que permite tra-
bajar en serie, en un tiempo de procesamiento
corto (25 muestras en aproximadamente una
hora de proceso) y sin un tratamiento comple-
jo previo de la orina (solamente una centrifuga-
cion previa).

Se utilizé el sistema analitico Immulite 1000 y
kits de reactivos de la firma SIEMENS. La sen-
sibilidad del método fue de 2 ng/ml, con un
rango de medicion comprendido entre 10 ng/
ml y 500 ng/ml (Siemens 2012).

Las muestras de orina se procesaron por dupli-
cado, tomando como valor final el promedio de
ambas determinaciones y, cuando se observa-
ban valores que no coincidian con las respues-
tas dadas por la embarazada en el cuestionario
informativo, se repetia la determinacion.

En un trabajo exploratorio elaborado por nues-
tro equipo, utilizando esta metodologia a los
efectos de obtener un valor referencial para in-
dividuos no fumadores y no expuestos al HTA,
se encontrdé que el 98% de la poblacién estu-
diada presentaba valores de cotinina urinaria
inferiores a 15,2 ng/ml, siendo este valor inde-
pendiente de la edad y el género (Goldaracena
y col. 2013b).

De acuerdo a los datos bibliograficos consul-
tados (Kaplan 2006; Vacchino y col. 2006a;
Lumley y col. 2008; Malafatti y Martins 2009),
para establecer una medida del grado de ex-
posiciéon al HTA, las embarazadas analizadas
fueron divididas en cuatro grupos: (Tabla 3)
grupo |, las que tenian concentraciones de
cotinina urinaria inferiores a 15,2 ng/ml, que
generalmente se encuentran en individuos no
fumadores no expuestos; grupo Il, aquellas
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EMBARAZADAS QUE ASISTEN AL CENTRO ASISTENCIAL

los ultimos 7 dias

NO
[ CONSENTIMIENTO ] | > EXCLUSION
SI ‘ ‘
NO
COMPLETA EXCLUSION
CUESTIONARIO
SI ‘ ‘
Fumadora pasiva. No fumadora.
Expuesta al HTA en No Expuesta al HTA Fumadora

en los ultimos 7 dias

U

RECOLECCION DE
ORINA PARA LA
MUESTRA

Figura 1. Secuencia operativa para la recoleccion de muestras de orina de
embarazadas que concurrieron a los centros de control prenatal publicos y
privado de la ciudad de Gualeguaychu. Entre Rios. Periodo 2011-2013.

que tenian valores comprendidos entre 15,2
ng/ml y 50 ng/ml, que frecuentemente se en-
cuentran en no fumadores expuestos; grupo llI,
que incluia a las que tenian niveles entre los 50

ng/mly 100 ng/ml, valores que son indicativos
de una exposicion al HTA mas severa; y por Ul-
timo el grupo IV con valores superiores a los
100 ng/ml que sugeriria o bien una exposicion

- 108 -



Anexo l. Cuestionario autoaplicado estructurado
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DIAGNOSTICO REGIONAL DE RIESGOS EN EL
DETERMINACION DEL NIVEL DE COTININA E

EDAD (ANOS):
IDENTIFICACION

PERIODO GESTACIONAL (SEMANAS):

CONSUMO DEL TABACO
N EMBARAZADAS

Caracter Estrictamente Confidencial y Reservado - Ley N217.622

No

N° DE HIJOS (N°):

Zona de Residencia N° Establecimiento

N° Paciente N° Consulta

N° de protocol.o

A- Educacién

¢Cudl es el maximo nivel educativo que alcanzé?
1. Sin educacion
2.Primariaincompleta

3. Primaria completa

4. Secundaria incompleta
5. Secundaria completa

6. Terciarialncompleta

7. Terciaria completa

8. Universitaria Incompleta
9. Universitaria completa
10. Postgrado Universitario

OooooOoooon

B

C- Tabaco

Especificar su situacion actual

O 1. Ahora fumo, y fumo lo mismo que antes

de enterarme que estaba embarazada.

[0 2. Ahora fumo, pero menos desde que me
enteré que estaba embarazada.
3. Fumo de vez en cuando.
4. Dejé de fumar cuando me enteré que
estaba embarazada.

oag

ni tampoco ahora.

Rozenek M., Alderete M., Braun S,
Pezzano L. Patrocinio Beca Carrillo Ofiativia.
Ministerio de salud de la Nacion. 2007

Si contesta afirmativamente items 1,2 0 3, continua en:

F- Dependencia fisica de la nicotina

[0 5. No fumaba cuando me enteré del embarazo, 1

En las siguientes secciones, marque con una X, la situacion que mejor la identifique:

B-Trabajo

A. Durante la semana pasada,
étrabajo por lo menos una hora, sin contar

las tareas de su hogar?
O si O No

¢Cudntas horas trabajé la semana pasada?

(noy
DaCua'ntas en ambientes cerrados?
DiCuéntas en ambientes abiertos?

. éCudl es su funcion dentro de la
institucion?

[0 1. Operario

O 2. Personal de servicios (limpieza,

cocina, maestranza)

3. Personal administrativo

4. Personal técnico/profesional

5. Gerente de drea

6. Directivo de la institucion

7. Otro: especifique cual

ooooao

D- Humo Ambiental de Tabaco o Humo
de Segunda Mano (HTA)

. éUsted cree que el humo de cigarrillo
en el ambiente es perjudicial para las
personas que no fuman?
si ONo [ONose
[J No estoy segura

. Si usted es fumadora, éfuma en su
lugar de trabajo?

[JSi  Numero de cigarrillos/dia: I:l

3. Durante los ultimos siete dias,
éen cuantas ocasiones hubo gente que
fumod delante suyo, en su trabajo 6 en
su casa?

[ Nunca [ Uno o dos dias

[ Tres o cuatro dias

O Cincooseis dias [ Siete dias

F- Dependencia fisica de la nicotin:
en embarazadas que contestaron
afirmativamente los items

1,2 03 (C-Tabaco)

Marque con un circulo, en el

puntaje, la respuesta que la identific

1. ¢{Cuénto tiempo 3
transcurre desde que se levanta 2
hasta el primer cigarrillo? '§
Menos de 30 minutos 1
Mas de 30 minutos 0
2. ¢Tiene dificultades para no

fumar en los lugares donde esta
prohibido (iglesia, biblioteca,

cine, etc)?

Si 1
No 0
3. ¢Qué cigarrillo le costara mas
suprimir?

El primero de la mainana 1
Cualquier otro 0
4. ¢Cuantos cigarrillos fuma al dia?

15 o menos 0
16-25 1
26 0 mas 2
5. ¢Fuma mas frecuentemente
durante las primeras horas del

dia que durante el resto del dia?

Si 1
No 0
6. ¢Fuma cuando debe guardar

cama por una enfermedad la

mayor parte del dia?

Si 1
No 0
7. éCudl es el nivel de nicotina

de su marca de tabaco actual?

0.9 mg 0 menos 0
1.0-1.2mg 1
1.3 mg o mas 2
8. ¢Inhala el humo?

Nunca 0
A veces 1
Siempre 2

Total
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Anexo Il. Consentimiento

El tabaquismo es hoy en el mundo la principal causa de muerte
evitable.

Se desconoce cuantas embarazadas de ellas continian fumando
durante el embarazo, conviven con fumadores o pasan gran parte
de su tiempo en lugares cerrados con personas que fuman.

Los riesgos del tabaquismo maternal activo o pasivo durante el
embarazo estan bien establecidos. Entre los efectos adversos se
observan: recién nacidos con bajo peso para su edad gestacional,
aumento de la mortalidad perinatal, aumento de la incidencia de
abortos espontaneos, dafos al aparato respiratorio del recién nacido
tales como disminucién de la compliance pulmonar, de la capacidad
residual funcional y de la capacidad vital forzada asi como también
aumento de la susceptibilidad a las infecciones respiratorias y al
asma, sindrome de muerte subita del lactante. Los efectos nocivos
mencionados pueden presentarse tanto en el feto y el recién nacido
como en la vida post-natal.

En los ultimos afios, se le ha dado gran trascendencia a la
problemdtica del fumador pasivo, ya que estd cientificamente
comprobada la alta probabilidad que tiene el mismo de padecer las
patologias que son habituales en el fumador activo. Una medida de
la exposiciéon al Humo Tabaco Ambiental (HTA) lo dan los valores de
cotinina metabolito de la nicotina en orina. La gestacion representa
en si misma una motivacion significativa para abandonar el habito
de fumar en las poblaciones estudiadas, pero esta motivacién se
ve perjudicada, en el caso del tabaquismo, por la convivencia con
fumadores.

Las mujeres embarazadas actualmente no estan contempladas
dentro de de las encuestas periddicas sobre tabaquismo, y no se
conoce con precision cual es la proporcién de ellas que fuman
durante el embarazo. Determinar las caracteristicas particulares de
este grupo podria contribuir a mejorar el disefio de las intervenciones
para dejar de fumar durante el embarazo y para mantener el cambio
de conducta después del mismo.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

Si usted acepta participar:

e Se procederd a completar un cuestionario individual de tipo
estructurado y caracter estrictamente confidencial y reservado — Ley
N2 17.622 (edad, meses de gestacion, habitos de fumar, exposicion
al humo ambiental, etc.)

DIAGNOSTICO REGIONAL DE RIESGOS EN EL CONSUMO DEL TABACO
DETERMINACION DEL NIVEL DE COTININA EN EMBARAZADAS

e Se recogera una muestra de orina para la determinacién del nivel
de cotinina, metabolito urinario de la nicotina, al efecto de tener
una medida cualitativa del grado de exposicion al HT.A.

e De acuerdo a la bibliografia consultada, se puede agrupar a la
poblacion en estudio en cuatro conjuntos: “no fumadores, no
expuestos” (menoresa 15,2ng/ml); “no fumadores, moderadamente
expuestos” (entre 15,2ng/ml y 50ng/ml); “no fumadores con
exposicion mas severa” (entre 50ng/mly 100ng/ml); y “fumadores
activos” o “pasivos intensamente expuestos”, que se considera
que tienen el mismo riesgo que los fumadores activos de sufrir las
patologias derivadas del consumo del tabaco (mas de 100ng/ml).

e Se utilizara la metodologia de Quimioluminiscencia, en un sistema
Immulite 1000, con kits de reactivos de la firma D.P.C. (Dianostig
Products Corporation).

e Los analisis seran procesados por duplicado.

e Se informard individualmente a los familiares de los resultados
obtenidos y las medidas preventivas a tomar en los casos de analisis
con valores significativos de cotinina.

SOLICITUD DE CONSENTIMIENTO

Dando cumplimiento a la Ley 25.326 sobre “Proteccién de los datos
personales” y de acuerdo al articulo 8° de la misma sobre “Datos
relativos a la salud”, el Equipo de Proyecto PID 9059 solicita el
consentimiento para realizar el cuestionario individual y obtener la
muestra de orina para la determinacion de cotininay se compromete
a cumplir con el articulo 10° de dicha ley en lo referente a “Deber
de confidencialidad”, aclarando expresamente que los costos
generados por dicho estudio seran cubiertos en su totalidad por el
Equipo de Proyecto PID 9059.

ACEPTACION

DNI N° ... , autoriza al Equipo de Proyecto PID
9059 a realizar el cuestionario individual y la determinacion de
cotinina en una muestra de orina, asi como también hacer uso de
los datos obtenidos en este estudio.

aun mas intensa o que se trate de fumadoras
activas que no manifestaron esta situacién en
el cuestionario informativo.

Los resultados se analizaron teniendo en cuen-
ta la concurrencia de las embarazadas a cen-
tros de salud publicos y privados con el fin de
observar si el acceso diferenciado al sistema
de salud y el nivel educacional que tienen las
embarazadas se reflejan en su conocimiento
respecto del riesgo que presenta el habito ta-
baquico y la exposicion al HTA (Goldaracena y
col. 2013a; 2014).

Resultados

Las embarazadas que acudieron a los centros
publicos se distribuyeron segun el cuestiona-
rio informativo en un 32 % (n=95) como no fu-
madoras no expuestas, un 46 % (n=136) como
fumadoras pasivas y un 22 % (n=64) como fu-
madoras activas. En el centro privado, la distri-
bucion fue de 32 % (n=47), 62 % (N=92) y 6 %
(n=9) respectivamente (Tabla 7).

Los andlisis de los niveles de cotinina en las
embarazadas que declararon ser fumadoras
pasivas, revelan que el 82 % (n=112) en los
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Tabla 1. Distribucion de las embarazadas, segun el habito tabaquico y la exposicion
al HTA, que concurrieron a los centros de control prenatal publicos y privados
de la ciudad de Gualeguaychu, Entre Rios. Periodo 2011-2013.

Habito tabaquico CENTROS PUBLICOS CENTRO PRIVADO TOTALES
y exposicion al HTA n % n % n %
No fumadoras, no expuestas 95 32 47 32 142 32
Fumadoras pasivas 136 46 92 62 228 51
Fumadoras activas 64 22 9 6 73 17
TOTALES 295 100 148 100 443 100

Tabla 2. Distribucion de nivel de cotinina en embarazadas, no fumadoras expuestas al HTA, que
concurrieron a los centros de control prenatal publicos y privados de la ciudad de Gualeguaychu,
Entre Rios. Periodo 2011-2013.de la ciudad de Gualeguaychu, Entre Rios. Periodo 2011-2013.

Nivel de cotinina (ng/ml) CENTROS PUBLICOS CENTRO PRIVADO TOTALES
(ng/ml) n % n % n %
Menos de 15,2 24 18 53 58 77 34
Mas de 15,2 112 82 39 42 151 66
TOTALES 136 100 92 100 228 100

Tabla 3. Distribucion de nivel de cotinina en embarazadas expuestas al HTA, que concurrieron a los centros
de control prenatal publicos y privados de la ciudad de Gualeguaychu. Entre Rios. Periodo 2011-2013.

Nivel de cotinina (ng/ml) CENTROS PUBLICOS CENTRO PRIVADO TOTALES
(ng/ml) n % n % n %
Menos de 15,2 24 18 53 58 77 34
Entre 15,2 y 50 87 64 28 30 115 50
Entre 50 y 100 15 11 7 21 9
Mas de 100 10 7 5 15 7
TOTALES 136 100 92 100 228 100

centros publicos y el 42 % (n=39) en el centro
privado, presentan un nivel de cotinina superior
a 15,2 ng/ml (Tabla 2).

La Tabla 3 muestra que el 93 % (n=213) del
total de embarazadas encuestadas en ambos
centros que manifestaron estar expuestas al
HTA, posee valores menores a los 100 ng/ml.
Se puede observar la representacion grafica
de los promedios de cotinina, en los centros
de salud publicos (Figura 2) y privado (Figura 3)
evaluados, de las embarazadas que declararon
estar expuestas al HTA en las cuatro situacio-
nes planteadas de exposicion (Anexo l). El pro-
medio general de cotinina en el grupo de ges-
tantes pertenecientes a los centros publicos
fue de 33,8 ng/ml y en el grupo perteneciente
al centro privado, fue de 37,7 ng/ml.

Discusion y conclusiones

El analisis de las respuestas obtenidas en el
cuestionario informativo indicé un porcentaje
mayor de fumadoras activas en los centros de
salud publicos que en el centro privado, mien-
tras que el porcentaje que declaré ser fumado-
ras pasivas resultd ser mayor en el Ultimo.

El andlisis de los valores de cotinina del grupo
de fumadoras pasivas permitié deducir que en
los centros publicos hay una mejor correlacion
entre lo autodeclarado y los valores hallados
de cotinina. En los centros publicos un 46 %
de las embarazadas (n=136), manifesté estar
expuesta y el 82 % (n=112) de las mismas te-
nia valores de cotinina urinaria que coincidian
con lo expresado, por lo que se observa que
del total de las evaluadas en dichos centros
(n=295) el 38 % presentaba valores de cotini-
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na que indicaba exposicién real al HTA. En el
centro privado del 62 % (n=92) de las embara-
zadas que autodeclard ser fumadora pasiva, el
42 % (n=39) presentaba valores del indicador
que denotaban exposicién a los productos t6-
xicos del tabaco, lo que representa un 26 % del
total de las embarazadas evaluadas en dicho
centro. Muchas veces la informacién autode-
clarada no es fiable y en este estudio se ve re-
flejado en especial en el centro privado, por lo
que la medicién de cotinina resulta de mucha
utilidad para tener datos fidedignos de exposi-
cién pasiva. El promedio general de todas las
embarazadas que declararon estar expuestas
es de 33,8 ng/ml en los centros publicos y de
37,7 ng/ml en el centro privado, superiores en
ambos casos al valor referencial para no fuma-
doras no expuestas de 15,2 ng/ml.

En cuanto a los valores de cotinina segun los
dias de exposicidn, se observd un aumento en
los promedios del indicador a medida que au-
mentan los dias. Esto nos indica que al aumen-
tar el tiempo de exposicion al HTA, se incre-
menta el riesgo de padecer los efectos deleté-
reos de las sustancias téxicas del tabaco, por
parte de la madre y de su hijo en gestacion. El
valor promedio de cotinina obtenido en las em-
barazadas que declararon estar los ultimos sie-
te dias expuestas es indicativo de una marcada
exposiciéon a los productos toxicos del tabaco.
En esta situacion el dosaje de cotinina serviria

para alertar a la embarazada sobre los posibles
dafnos en su salud y la de su hijo en formacién
que podria originar esta exposicién pasiva.

El porcentaje de las embarazadas que manifes-
taron ser fumadoras activas (22 % en los cen-
tros publicos y 6 % en el privado), sumado a los
porcentajes de las que se autodeclararon fuma-
doras pasivas con valores de cotinina que con-
firman esta situacion (38 % y 26 %) denotan ci-
fras marcadoras de embarazadas en riesgo de
sufrir los efectos toxicos del HTA: 60 % en los
centros publicos y 32 % en el centro privado.
El 93 % de las embarazadas que manifesta-
ron estar expuestas, tenia valores de cotinina
urinaria menor a los 100 ng/ml, lo que coinci-
de con la mayoria de las citas bibliograficas
consultadas (Pérez Trullén y col. 2004; Kaplan
y col. 2006; Vacchino y col. 2006b; Malafatti y
Martins 2009).

El marcado interés y la preocupaciéon manifes-
tada por las embarazadas que participaron en
el estudio por las implicancias negativas del ha-
bito de tabaco activo o la exposicién involunta-
ria al HTA, sobre la salud de ellas y los posi-
bles efectos sobre la de sus hijos, indica que la
implementacién de este tipo de trabajo puede
contribuir muy positivamente a las campanas
de prevencién en contra del consumo de taba-
co y también promover el derecho de aquellos
que no fuman, a vivir en ambientes saludables
libres de los compuestos téxicos del mismo.

Niveles de cotinina en funcion de los dias de exposicion.

60

v=12,019x-8,2203
R*=0,9988

Niveles de cotinina en ng/ml.
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Figura 2. Niveles de cotinina en funcién de los dias de exposicion en centros
publicos de la ciudad de Gualeguaychu. Entre Rios. Periodo 2011-2013.
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Niveles de cotinina en funcion de los dias de exposicion.
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Figura 3. Niveles de cotinina en funcién de los dias de exposicion en centro
privado de la ciudad de Gualeguaychu, Entre Rios. Periodo 2011-2013.
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Abstract. Cadmium is an important metal for modern industrial processes and, being biologically non-essential, poses health
hazards to the organisms. In this study we aimed to evaluate the effect of cadmium exposure on the histo-cytology of prolactin
cells in the freshwater catfish, Heteropneustes (H.) fossilis. Fish were subjected to 288 mg/L (0.8 of 96 h LC, ) and 72 mg/L (0.2
of 96 h LC, ) of cadmium chloride for short-term and long-term, respectively. After sacrificing the fish, the blood was collected
on 24, 48, 72 and 96 h in short-term and after 7, 14, 21, and 28 days in long-term experiment and analyzed for plasma calcium
levels. Also, pituitary glands were fixed on these intervals. The plasma calcium levels of short-term cadmium exposed fish remain
unchanged after 24 h. The levels exhibit a progressive decrease from 48 h onwards. The fish exposed to cadmium for 7 days
exhibit a decrease in the plasma calcium level. Thereafter, the levels progressively decrease till the end of the experiment (28
days). The prolactin cells of the control fish exhibit structural resemblance to the description given for the prolactin cells of normal
H. fossilis. No change in the histological structure and nuclear volume of prolactin cells of cadmium non-exposed fish has been
noticed throughout the experiment. In cadmium treated fish, the prolactin cells remain unchanged till 14 days. On day 21, the
nuclear volume of these cells exhibits an increase and the cells degranulate. These changes increased profoundly on day 28. In
addition, vacuolization and cytolysis were also encountered on day 28 following cadmium treatment. It is concluded that cadmium
affects the prolactin cells of the fish H. fossilis thus disturbing the ionic balance.

Keywords: Cadmium; Fish; Prolactin; Pituitary gland

Resumen. El cadmio es un metal importante para los procesos industriales modernos, siendo no esencial biolégicamente,
representa riesgos para la salud de organismos. En este estudio tratamos de evaluar el efecto de la exposicién al cadmio por el
aspecto histoldgico y citolégico de células secretoras de prolactinas del pez gato de agua dulce Heteropneustes (H.) fossilis. Los
peces fueron sometidos a una exposicion de 288 mg/L (0,8 de 96 h CL,)) and 72 mg/L (0,2 de 96 h CL, ) de cloruro de cadmio
por a corto y largo término respectivamente. Después del sacrificio de los peces, la sangre fue colectada, tomando muestras de
24,48, 72y 96 hs en el corto término y de 7, 14, 21 y 28 dias en las sometidas a largo término, la cuales se analizaron para medir
niveles de calcio. Ademas, las glandulas pituitarias fueron fijadas en esos intervalos El nivel plasmatico de calcio en los experi-
mentos de exposicién a corto tiempo se mantuvo sin cambio tras 24 h. Los niveles exhibieron una caida progresiva a partir de las
48 hs. Los peces expuestos a cadmio por 7 dias presentaron una disminucién en el nivel plasmatico de calcio.

Después de esto, los niveles decayeron progresivamente hasta el fin del experimento (28 dias). Las células prolactinicas de los
peces controles mostraron semejanza estructural a la descripcién dada para estas células normales en H. fossilis.

No se observaron cambios en la estructura histolégica y el volumen nuclear de las células prolactinicas de los peces no expues-
tos a cadmio a través de todo el experimento. En los peces tratados con cadmio las células prolactinicas se mantuvieron sin
cambios hasta los 14 dias. En el dia 21, el volumen nuclear de esas células se incrementd y estas células presentaron desgranu-
lacién. Estos cambios aumentaron profundamente en las muestras del dia 28. Adicionalmente en el dia 28 posterior al tratamiento
con cadmio se encontré vacuolizacién y citdlisis. Se concluyé en que el Cadmo afecta las ciielupas prolactinicas de H fossilis,
produciendo disturbios en el balance iénico.

Palabras clave: Cadmio; Peces; Prolactina; Glandula pituitaria.

-116 -



Introduction

Cadmium is an important metal for modern
industrial processes and being biologically
non-essential poses health hazards to the or-
ganisms. The toxic effects of cadmium have
been investigated in mammals (Jarup 20083;
Johansen et al. 2006), amphibians (Othman et
al. 2009; Sparling and Fellers 2009; Jia et al.
2010) and fish (Chan and Cheng 2003; Lac-
roix and Hontela 2004; Metz et al. 2005; Sen-
ger et al. 2006; Isani et al. 2009; Wu et al.
2009; Poleksic et al. 2010; Kalman et al. 2010;
Brunelli et al. 2011). Fish, inhabiting a complex
and diverse environment, are particularly more
susceptible to environmental contamination as
they are exposed to aquatic toxicants through
their extensive and delicate respiratory surface
of the gill (Wendelaar Bonga 1997). After enter-
ing into an animal’s physiological system, cad-
mium accumulates in various tissues (Hilmy
et al. 1985; Rani 2000; Bervoets et al. 2001;
Rashed 2001; Szebedinszky et al. 2001; Pillai
et al. 2002) and causes serious damage to vital
organs.

Although few reports are available regarding
the effects of toxicants on the endocrine gland
regulates calcium homeostasis in fish (Fu et
al. 1989; Srivastav et al. 2002), the effects of
cadmium is least studied in this group with re-
gard to similar aspect. Hence, in this study we
aimed to evaluate the effect of cadmium expo-
sure on the histo-cytology of prolactin cells in
the fish, Heteropneustes fossilis (Bloch, 1794)
(Siluriformes, Heteropneustidae).

Materials and Methods

Live freshwater catfish H. fossilis (body weight
37-44 g) were collected and acclimatized for
15 days in plastic pools. The experiments were
run for short-term (for 96h; by using 0.8 of 96h
LC50 value of cadmium chloride i.e. 288 mg/L),
and long-term (for 28 days; by using 0.2 of 96h
LC50 value of cadmium chloride i.e.72 mg/L).
Simultaneously, a control group was also used
for comparison in both experiments. Fish were
kept in groups of 10 in 30 L media. Six fish
were killed on each time intervals from control
and experimental groups in short-term (24, 48,
72, and 96h) and long-term (7, 14, 21, and 28
days) treatment and blood samples were col-
lected by sectioning of the caudal peduncle.
Plasma calcium levels were analyzed by Sig-
ma kits. After collection of blood sample, the
pituitary gland along with the brain were fixed
in aqueous Bouin’s fluid and Bouin’s-Hollande
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for histological studies. Tissues were routinely
processed in graded series of alcohol, cleared
in xylene and embedded in paraffin wax. Serial
sections were cut at 6-pm. The pituitaries were
stained with Herlant tetrachrome and Heiden-
hain’s azan techniques.

Nuclear indices (maximal length and maximum
width) of the prolactin cells (for each fish, 50
randomly nuclei were measured in those cells
whose perimeter was clearly discernible in the
plane of the section) were taken using ocular
micrometer. The nuclear volume was calculat-
ed as -

volume = 4/3 mm ab?
where ‘@’ is the major semiaxis and ‘b’ is the
minor semiaxis. Student’s t test was used to
test for significant differences between the
control and experimental groups with P<0.05
being accepted as significant.

Results

The plasma calcium levels of the fish exposed
to cadmium for 24 h exhibit no change. After
48 h of cadmium exposure, the level records a
significant decrease. This response persisted
until the end of the experiment (96 h) (Figure 7).
The fish exposed to cadmium for 7 days exhib-
ited a decrease in plasma calcium level. There-
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Figure 1. Plasma calcium levels of short-term
cadmium chloride treated fish. Values are mean
+ S.E. of six specimens. Asterisk indicates
significant differences (P< 0.05) from control.
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Figure 2. Plasma calcium levels of long-term
cadmium chloride treated fish. Values are mean
+ S.E. of six specimens. Asterisk indicates
significant differences (P< 0.05) from control.
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Figure 4. Nuclear volume of prolactin cells
of long-term cadmium chloride exposed
fish. Each value represents mean + S.E. of
six specimens. Asterisk indicates significant
differences (P< 0.05) from control.

after, the levels progressively decrease until the
end of the experiment (28 days; Figure 2).

In control fish, the prolactin cells possess in-
distinct cell boundaries (Figure 3). However,
the nuclei are distinct with dense chromatin
granules. The cytoplasm is scanty and azocar-

Figure 3. Prolactin cells of control
fish. Herlant tetrachrome x 800.

Figure 5. Prolactin cells of 21 days cadmium chloride treated
fish exhibiting degranulation. Herlant tetrachrome x 800.

Figure 6. Prolactin cells of 28 days cadmium chloride

exposed Heteropneustes fossils showing vacuolization (arrow)
and cytolysis. (broken arrow). Herlant tetrachrome x 800.

minophilic and erythrosinophilic in nature. No
change in the histological structure and nuclear
volume of prolactin cells of cadmium exposed
fish has been noticed throughout the short term
experiment. In cadmium treated fish the prolac-
tin cells remain unchanged till 14 days. On day
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21, the nuclear volume of these cells exhibited a
significant increase (Figure 4) and the cells de-
granulated (Figure 5). These changes increased
profoundly on day 28. In addition, vacuolization
and cytolysis were also encountered on day 28
following cadmium treatment (Figure 6).

Discussion

Cadmium exposed fish exhibited degranula-
tion and increased nuclear volume of prolactin
cells. Prolactin cell activity in response to toxi-
cants has been reported by James and Wigham
(1986), Fu et al. (1989), Mishra et al. (2008,
2011) and Srivastav et al. (2010). The present
study is in agreement with the observations of
earlier investigators who have reported hyper-
activity of prolactin cells after exposure of fish
to toxicants- cadmium (Fu et al. 1989), metac-
id (Mishra et al. 2008), cypermethrin (Mishra
et al. 2011) and deltamethrin (Srivastav et al.
2010). However, James and Wigham (1986)
noticed no effect on prolactin cell activity fol-
lowing cadmium injection to rainbow trout. The
reports of Meredith et al. (1999), Thangavel et
al. (2005, 2010) and Ramesh et al. (2009) sup-
ports the observations of this study as elevat-
ed levels of prolactin in fish has been recorded
after exposure to toxicants. Moreover, it has
also been reported that lead exposure to fish
Catla catla caused a decrease in calcium and
phosphate content of bones (Palaniappan et
al. 2010). Bone demineralization has been re-
ported in cadmium exposed carp (Koyama and
ltazawa 1977; Muramoto 1981).

Prolactin has been implicated to produce hy-
percalcemia in various species of fishes (Pang
et al. 1978; Wendelaar Bonga and Flik 1982;
Flik et al. 1986; 1994; Wendelaar Bonga and
Pang 1991) mainly by controlling the gill epi-
thelium permeability (Dharmamba and Maetz
1972; Clark and Bern 1980; Wendelaar Bonga
et al. 1983). In teleosts, prolactin has been re-
ported to control ion uptake mechanisms (Pick-
ford and Phillips 1959; Sakamoto and McCor-
mick 2006). Sakamoto and McCormick (2006)
have suggested that prolactin has the ability to
control proliferation, differentiation and necro-
sis/apoptosis of chloride cells. In the present
study an increased activity of prolactin cells
in cadmium treated H. fossilis is indicative of
possible action of prolactin on gills, kidney and
bones to restore the ionic content of blood.
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Resumen. El etanol y el isopropanol son, de los alcoholes alifaticos de cadena corta, los mas frecuentemente asociados a la
actividad humana tanto a nivel industrial como en el entorno doméstico. En este trabajo se presentan los principales hallazgos
reportados en la literatura para ensayos de genotoxicidad y teratogénesis en modelos experimentales de distinto nivel de
complejidad, con especial énfasis en Drosophila melanogaster. El metabolismo de estos alcoholes es semejante en Drosophila 'y
en humanos por lo cual la mosca es un buen modelo in vivo para la evaluacion de sus potenciales efectos toxicos, genotdxicos
y teratogénicos.

Palabras clave: Etanol; Isopropanol; Genotoxicidad; Teratogénesis.

Abstract. Ethanol and isopropanol are two of the short chain aliphatic alcohols more frequently associated to the human envi-
ronment, both in the industrial and domestic conditions. The aim of this work was to present the main findings reported in the
literature about their genotoxicity and teratogenicity in experimental models of different level of complexity, with special emphasis
in Drosophila melanogaster. Taking into account that the metabolism of both alcohols in Drosophila and humans is similar, the fly
is a good model for the evaluation of their potentially toxic, genotoxic and teratogenic effects.

Keywords: Ethanol; Isopropanol; Genotoxicity; Teratogenicity.

Introduccién

La exposicion a etanol (EtOH) ocurre principal-
mente por ser ingrediente activo de bebidas
que forman parte de la dieta humana y com-
parte con el isopropanol (IPA) su uso como
solvente y desinfectante. La exposicién am-
biental no se considera peligrosa para la salud
humana ni para el ecosistema, por degradarse
ambos facilmente tanto en aire como en aguas
subterraneas y superficiales (Amstrong 1999).
Sin embargo, el riesgo ocupacional asociado
a la produccién de estos alcoholes o sus de-
rivados a nivel industrial, lo mismo que el uso
del EtOH como aditivo de naftas y pesticidas,
debe ser tenido en cuenta al momento de eva-
luar los riesgos de su uso. Por otra parte, des-
de que Jones y Smith (1973) describieron el

sindrome alcohdlico fetal (SAF), se considera
la primera causa prevenible de defectos con-
génitos y deficiencia mental.

El metabolismo de estos alcoholes, que es
oxidativo, es semejante en Drosophila mela-
nogaster y en humanos. Las enzimas del me-
tabolismo hepatico (el principal) y extrahepati-
co en humanos son basicamente equivalentes
a las de la mosca, con la diferencia de que en
esta ultima ocurre en cada una de las células
ya que no poseen un organo equivalente al hi-
gado (para una revision completa del meta-
bolismo del etanol en humanos, Aragon y col.
2002; Zakhari 2006). En particular, el mode-
lo del insecto ha sido ampliamente validado
para el estudio de adicciones en humanos,
con particular atencién al etanol por las seme-
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janzas entre los sistemas metabdlicos de am-
bos organismos (Guarnieri y Heberlein 2003;
Devineni y Heberlein 2012 y 2013; Robinson
y col. 2013)

Asimismo, el sistema respiratorio del insecto,
que llega directamente a la intimidad de los
tejidos, y el caracter volatil de los alcoholes
hacen de éste un excelente modelo in vivo
para la evaluacion de los potenciales efectos,
genotoéxicos y teratogénicos de los alcoholes,
sobre todo si se compara con los sistemas
bacterianos o los ensayos de corto plazo in
vitro, que requieren de sistemas de activaciéon
metabdlica artificiales.

El conocimiento de los efectos genéticos rela-
cionados con la exposicion a alcoholes alifati-
cos de cadena corta como el EtOH y el IPA, es
escaso Yy a veces contradictorio a pesar de su
uso muy difundido en el ambiente doméstico
(Household Products Database, www.hss.gov)
En este trabajo se presentan los principales
hallazgos reportados en la literatura para en-
sayos de genotoxicidad y teratogénesis de
ambos alcoholes en modelos experimentales
de distinto nivel de complejidad, con especial
énfasis en Drosophila.

Caracteristicas principales del modelo
Drosophila melanogaster ha sido por muchos
anos una herramienta basica en los estudios
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de genética y mutagénesis que derivaron en
numerosos ensayos para detectar mutagenos
y carcindgenos. Si bien las pruebas en bacte-
rias son parte de los sistemas de relevamien-
to mas rapidos, la mayor ventaja de Droso-
phila es su caracter de organismo eucarionte
con una organizacion genética que permite
inferencias mas facilmente aplicables al hom-
bre. La activacién metabdlica de promutage-
nos y procarcindgenos ocurre en cada una de
las células de la mosca y los eventos muta-
cionales se cuentan como segregaciones re-
flejando alteraciones genéticas nucleares y
eliminando la posibilidad de que sean even-
tos no nucleares o no mutacionales (Kilbey y
col. 1981; Valencia y col. 1984). Su tiempo de
generacioén corto (10 dias a 25°C), los carac-
teres morfologicos facilmente identificables,
la existencia de una diversidad de mutantes
y de cepas bien caracterizadas, la facilidad
para criar un numero grande de individuos
con medios de cultivo econdmicos e instala-
ciones sencillas, la posibilidad de tratar adul-
tos o larvas y la disponibilidad de diferentes
vias de administracion (ingestion, inhalacién
0 inyeccion) son ventajas adicionales (Pa-
lermo 2006). La Figura 1 ilustra las fases del
ciclo de vida de Drosophila y las diferencias
que permiten distinguir hembras de machos
para realizar cruzamientos controlados.

Pupa

Larva 3

Hembra

Figura 1. Ciclo de vida de D. melanogaster
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Tabla 1. Enfermedades de origen relacionado con mutaciones somaticas.

Enfermedad Tejido(s)
involucrado(s) Gen Cr. Mutacion(es)
Probadas
Neurofibromatosis 1 Piel, SNP Neurofibromina 17 1 micro, 1 macro delecién
Neurofibromatosis 2 SNC NF2 22| 2 sin sentido, 2 de corrimiento de marco de lectura
McCune-Albright Piel, huesos, SE GNAS1 20 8 sin sentido, Arg201X
Hemoglobinuria nocturna
paroxistica Sangre PIG-A X 6 de corrimiento de marco de lectura,

2 sin sentido, 1 de sitio, 1 indel
Incontinentia

pigmenti (en &) Piel, ojos,
dientes, SNC NEMO X 3 reordenamientos intracromosé-micos
que eliminan los exones 4-10
Probables
Proteus Vascular, huesos -- -- -
Klippel-Trenaunay Vascular -—- -—- -—-
Maffucci Huesos -- -- ---

Mutacion en linea somatica y germinal

Osteogénesis imperfecta Il Hueso COL1A1 17 3 sin sentido

Distrofia muscular

de Duchenne Mdsculo Distrofina X Deleciones proximales aumentadas en mosaico
comparadas con muta-ciones en linea germinal

Sindrome de Hunter T. conectivo IDS X 1 sin sentido

Neurofibromatosis 2 SNC NF2 22 1 sin sentido

Aracnodactilia contractural

congeénita T. conectivo FBN2 5 1 sitio de procesamiento (“splice”)

Hemofilia Sangre HEMA X Transiciones CpG

Mosaicismos revertantes

Epidermolisis bullosa Piel COL17A1 10 Conversion génica
Inmunodeficiencia severa

combinada para adenosina

deaminasa Linfocitos ADA 20 Reversion verdadera
Inmunodeficiencia severa

combinada liga-da al X Linfocitos IL2RG X Reversion verdadera
Wiskott-Aldrich Linfocitos WAS X Insercién de 6pb delecionadas
Fanconi A SH, rifidn, corazén,

miembros FANCA 16 Corrimiento de marco de lectura

corregido por 2° corrimiento
Fanconi C SH, rifién, corazon,
miembros FANCC 9 1 recombinacion mitética y 2
conversiones génicas

Abreviaturas utilizadas: Cr.=cromosoma; SNP=sistema nervioso periférico; SNC=sistema nervioso central; SE=sistema enddcrino; SH=sistema
hematopoyético; indel=insercién/delecion; Para una descripcién de los sintomas de cada enfermedad ver Erickson, 2003.

-124 -



Drosophila como modelo para el estudio
de patologias humanas

La aplicacion de enfoques combinados con
tecnologias gendmicas sugieren que Droso-
phila tiene aun mucho para ofrecer en la in-
vestigacion de procesos celulares basicos
implicados en el desarrollo de cancer, afec-
ciones neurologicas del tipo Alzheimer o Par-
kinson, accién de hormonas (insulina), ritmos
circadianos, suefio y regulaciéon de apopto-
sis o respuesta inmune (Lasko 2002; Tickoo y
Russell 2002; Hendricks y Sehgal 2004; Kan-
go-Singh y Halder 2004; Marshy Thompson
2004). Un analisis detallado de la base de da-
tos Online Mendelian Inheritance in Man mos-
tr6 que el 75% de las enfermedades genéti-
cas tienen secuencias importantes en comun
con genes de Drosophila (Reiter y col. 2001).
Los ensayos para la deteccion de mutacion
y recombinacién somatica (SMART) desarro-
llados en la mosca, no soélo permiten carac-
terizar genotéxicos, sino que son potencial-
mente Utiles para estudiar enfermedades de
origen o desarrollo relacionado con mutacién
y recombinacién somatica. Ambos procesos
pueden tener efectos importantes en las cé-
lulas en las que ocurren: la mutacion puede
ser letal para la célula o puede desencade-
nar en ella procesos de transformacion; la re-
combinacién puede cambiar las capacidades
bioquimicas de la células tal como ocurre en
el origen de las inmunoglobulinas o puede
poner de manifiesto mutaciones preexisten-
te que desencadenen procesos de transfor-
macién celular (Yu y Lieber 2003). La Tabla 1
resume las enfermedades originadas en los
mas diversos tipos de mutaciones somaticas
que resultan en mosaicismos, incluidos o no
en la linea germinal (Erickson 2003).

Drosophila como modelo para toxicidad

La Toxicologia se ocupa del estudio de los
efectos adversos de sustancias quimicas o
agentes fisicos sobre los organismos vivos
(Toxicology Tutorials en http://sis.nim.nih.
gov/enviro/toxtutor.ntml). En el siglo XX, el
descubrimiento del ADN vy el estudio de la re-
gulacion bioquimica de todas las funciones
corporales, llevd a reconocer que virtualmen-
te todos los efectos téxicos sobre células u
organos son debidos a cambios en moléculas
especificas. Los estudios de sustancias que
afectaban al ADN o a otros blancos celulares
implicados en la divisién, dieron origen a la
Toxicologia Genética que vincula los princi-
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pios de la Genética con los fundamentos de
la Toxicologia. Finalmente, los ultimos avan-
ces en el campo molecular y genético han
dado origen a una nueva rama de la Toxico-
logia, la Toxicogenémica, que ha sido defini-
da como “el estudio de las relaciones entre la
estructura y la actividad del genoma (el com-
plemento de genes de la célula) y los efectos
biolégicos de agentes exdgenos” (Aardema 'y
MacGregor 2002; Waters y col. 2003).

Es importante tener en cuenta que, cuando
se propone estudiar los efectos genotdxicos
de un agente, primero debe establecerse cual
es su toxicidad. Para cada agente puede ob-
tenerse una curva dosis-respuesta y a partir
de ella extrapolar la toxicidad de una dosis
especifica, teniendo en cuenta que una toxi-
cidad muy alta puede enmascarar el efecto
genotodxico del agente en estudio (Palermo
2006). En Drosophila se trabaja en general
con la dosis de exposicion salvo que se uti-
lice la via inyectable (dosis administrada) o
que se haga dosimetria mediante el uso de
compuestos marcados (dosis absorbida). El
esquema general de los pasos a seguir en los
estudios de toxicidad en Drosophila se indica
en la Figura 2.

Tratamiento:
Inhalacién / Ingestion / Inyeccion

En adultos a la edad cuya sensibilidad se quiere probar.

gt

Recuperacion: 24 hs

g

Resultados:

En adultos se cuentan las moscas vivas en expuestos y controles.
En larvas se puede calcular la sobrevida después del tratamiento
o hasta pupa y luego hasta adulto.

Figura 2. Prueba de toxicidad
en D. melanogaster
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Drosophila como modelo en Toxicologia
Genética

Drosophila es un modelo excelente para es-
tudiar los mecanismos de mutagénesis, con
ella se han desarrollado una variedad de ensa-
yos de corto plazo (ECP) notablemente Utiles
para la caracterizacion de efectos mutageni-
cos, teratogénicos y/o carcinogénicos. Hasta
mediados de los ’80, estos ensayos estuvie-
ron restringidos al analisis de dafio genético
en linea germinal (principalmente masculina),
siendo el mas utilizado el test de letales rece-
sivos ligados al sexo (SLRL: sex-linked reces-
sive lethals), para el que existe una base de
datos de mas de 750 quimicos (Vogel y col.
1999). Otros ensayos disponibles permiten
detectar un amplio espectro de dafo genético:
mutaciones letales recesivas; mutaciones le-
tales dominantes; mutaciones visibles; trans-
locaciones; pérdida o ganancia de cromoso-
mas; no disyuncion cromosémica; mutaciéon y
recombinaciéon somatica (Palermo 2006). Las
bases de datos Flybase, (a database of Droso-
phila genes and genomes) y Fruitfly (Berkeley
Drosophila Genome Project) tienen informa-
cién genética sobre este organismo.

Los ECP de desarrollo méas reciente en este
organismo estuvieron dirigidos a la deteccién
de mutaciéon y recombinacion somatica y de
aneuploidias, procesos que resultan en cam-
bios cualitativos y/o cuantitativos del genoma
de la célula afectada. A partir de los afos 80
se reconocio la importancia de la recombina-
cién como mecanismo capaz de originar dafo
genético (cuando es desigual o cuando actua
como mecanismo post-replicativo de repara-
cién), o de producir pérdida de heterocigosis
para el alelo normal de un gen y asi, poner
de manifiesto mutaciones deletéreas preexis-
tentes. La aneuploidia es un mecanismo que
también produce pérdida de heterocigosis en
un solo paso y, como la recombinacion, se ha
convertido en objetivo frecuente de las eva-
luaciones de genotoxicidad. Por otra parte en
el complejo proceso de carcinogénesis se ha
reconocido la importancia de la aparicion de
homocigosis o hemicigosis para mutaciones
recesivas deletéreas, como fendémeno tem-
prano o tardio en el proceso de transforma-
cioén (Graf y col. 1984, 1994, 1998). El ejemplo
mejor conocido es el caso del retinoblastoma
familiar (Griffith y col. 2002).

Etanol e isopropanol como agentes
genotoéxicos
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La base de datos ChemlDplus Advanced
Specialized Information Services, incluida
en la red TOXNET, Toxicology Data Network,
provee informacién completa sobre las pro-
piedades fisicoquimicas de estos alcoholes
y su toxicidad en diferentes organismos. Asi-
mismo, la red incluye otras bases donde se
pueden encontrar referencias de su potencial
carcinogénico, teratogénico o mutagénico,
aunque en lo que hace a estos aspectos la
informacién no siempre esta actualizada.

Etanol

La mas reciente revision disponible en la lite-
ratura sobre genotoxicidad del EtOH es la de
Phillips y Jenkinson (2001). En ella los autores
resumen la informacion existente para dife-
rentes sistemas de ensayo y concluyen que la
mayoria de los estudios son incompletos, sin
activacion metabdlica, con numero de dosis
insuficiente o concentracion ensayada muy
altay que son muy pocos los estudios hechos
con protocolos aceptables como para eva-
luar la genotoxicidad de este alcohol como
producto industrial. Sin embargo, el EtOH ha
sido propuesto como mutageno clase 2 por
la Comision MAK y el European Chemical Bu-
reau (documento No. ECBI/74/95-Add 3).

La mayoria de los resultados de ensayos en
bacterias son negativos (test de Ames con/
sin activacion; Zeiger y col. 1992; Phillips y
Jenkinson 2001). Solamente De Flora y col.
(1984 a y b) informan resultados positivos
aunque débiles.

En hongos el EtOH no induce mutaciones o
dafno cromosomico en Aspergillus nidulans
aunque causa disturbios en la segregacion
cromosomica que resultan en aneuploidias
y polipoidias (Crebelli y col. 1989). En Sac-
charomyces cereviciae se ha descripto un au-
mento en la frecuencia de mutaciones mito-
condriales (petite) pero no conversiones géni-
cas (Ristow y col. 1995).

Las pruebas de aberraciones cromosdmicas
(AC) in vitro muestran resultados negativos en
cultivo de linfocitos humanos, lineas celulares
linfoides humanas, células Hela, células de
hamster chino y cuando el EtOH se usa como
solvente en experiencias con linfocitos huma-
nos, CHO y CHL con/sin activacion metabé-
lica (Phillips y Jenkinson 2001). Los ensayos
con otras células de mamiferos, células S49
(Friederich y Naas 1983) y células L5178y
(tk+/tk-) de linfoma de raton, dan resultados
negativos (Wangenheim y Bolcsfoldi 1988).
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No existen evidencias concluyentes de que el
EtOH induzca micronucleos (MN) en roedo-
res, siendo las respuestas negativas en trata-
mientos crénicos a ratones o ratas con con-
centraciones de 5% a 40% (Chaubey y col.
1977; Tates y col. 1980; Balansky y col. 1993).
Solamente aparecen en la literatura dos infor-
mes de resultados positivos, Baraona y col.
(1981) con un aumento pequefio aunque sig-
nificativo en la frecuencia de MN en médula
Osea para tratamientos de 6 semanas (12-16
g/kg/dia) y Badr y col. (1977) que refieren un
aumento de MN no dosis-dependientes por
tratamientos inyectables. Por otra parte las
pruebas AC in vivo también reportan resulta-
dos negativos.

Los resultados de ensayos de letalidad do-
minante en roedores son contradictorios y la
mayoria cuestionables por no incluir suficien-
tes animales o por no utilizar métodos ade-
cuados para determinar la incidencia de mor-
talidad fetal, sin embargo los estudios mas
confiables, muestran resultados negativos
(Phillips y Jenkinson 2001).

Otros efectos genéticos del EtOH tales como
formacién de aductos de ADN (lzzotti y col.
1998) o el intercambio de cromatidas herma-
nas (ICH) in vitro también son negativos (Phi-
llips y Jenkinson 2001). Sin embargo, estudios
equivalentes in vivo muestran efectos positi-
vos aunque menores al doble de la frecuencia
de control, lo que podria deberse a un efecto
indirecto del alcohol a través de algun meta-
bolito activo, probablemente el acetaldehido.
Estudios in vitro en linfocitos y en células de
mucosa gastrointestinal mediante el ensa-
yo del cometa indicarian que el EtOH induce
roturas de cadena en el ADN (Blasiak y col.
2000), lo que sugiere un efecto directo del al-
cohol sobre el ADN, aunque los autores no
descartaron que el efecto pueda deberse a
alteraciones en la estructura del acido nu-
cleico consecuencia de las condiciones del
ensayo. Posteriormente, otros estudios in-
dicaron también que el EtOH es en si mis-
mo genotodxico (Lamarche y col. 2003, 2004;
Kido y col. 2006). Finalmente, Kayani y Parry
(2010) utilizando el ensayo in vitro CBMN (mi-
cronulcleos con bloqueo de la citocinesis) y
de kinetocoros marcados por inmunofluores-
cencia, pudieron establecer que tanto el eta-
nol como el acetaldehido producen aumentos
en la frecuencia de MN que son significativos
y dosis dependiente. El analisis de kinetoco-
ros permitié establecer que los MN inducidos

por etanol se originaban por mecanismos de
aneugénesis mientras que el acetaldehido lo
hacia por clastogénesis.

En plantas, la mayoria de los resultados res-
pecto de la induccion de dafio cromosdémico
es positiva. Esto indicaria que los vegetales
son mas sensibles que las células de mamife-
ro al efecto del EtOH como clastégeno o que
tienen la capacidad metabdlica para transfor-
mar al alcohol en un clastégeno activo (Phi-
llips y Jenkinson 2001). Darroudi y Natarajan
(1987) encontraron que extractos vegetales
podian potenciar el efecto del EtOH en célu-
las de mamiferos in vivo.

Un aspecto interesante a tener en cuenta son
los numerosos hallazgos que indican aumen-
tos estadisticamente significativos en los ni-
veles de AC, ICH y MN en alcohdlicos, efec-
tos que desaparecen luego de un periodo de
abstinencia (Obe y Anderson 1987; Castelli y
col. 1999). Tanto que las AC y los MN han sido
propuestos como biomarcadores de abuso
de alcohol a ser incluidos en los programas de
prevencion de cancer en alcoholicos (Maffei y
col. 2002). Sin embargo no puede concluirse
que el EtOH es el responsable directo de este
efecto porque los alcohdlicos tienen habitos
dietarios, nutricion y metabolismo alterados,
las bebidas alcohdlicas tienen otros compo-
nentes ademas del alcohol y el habito esta
generalmente asociado al tabaquismo (Rei-
dy y col. 2011). Ademas, las concentracio-
nes de acetaldehido que se producen como
consecuencia de su metabolismo son altas y
es éste el compuesto altamente reactivo que
produce diversos aductos cuando interactua
con las proteinas o con el ADN (Zakhari 2006;
Guo y Ren 2010; Brooks y Zakhari 2014). Por
otra parte se ha observado que también pue-
de influir el genotipo para polimorfismos de
la acetaldehido dehidrogenasa 2, ALDH2 (Is-
hikawa y col. 2006)

En los estudios de induccion, de no disyun-
cién y aneuploidia por tratamientos con EtOH
aparece una mayor frecuencia de resulta-
dos positivos. Se ha encontrado aumento
de aneuploidias en linfocitos de alcohdlicos
(Mitelman y Wadstein 1978; Kucheria y col.
1986) y se ha asociado el alcoholismo con
una mayor frecuencia de esperma aneuploide
en hombres jévenes (Robbins y col. 1997). En
roedores se han informado resultados positi-
vos en células germinales (espermatocitos) y
somaticas (embriones) originados a partir de
machos tratados con EtOH (Barilyak y Koza-

- 128 -



chuk 1981; Alvarez 1983; Hunt 1987), aunque
en linea germinal masculina de hamster chino
no se encontraron efectos aneugénicos indu-
cidos por EtOH. El tratamiento de huevos in
vitro y el estudio de mérulas en hembras que
habian sido tratadas con EtOH al momento
del apareamiento, dio aumentos significati-
vos en la incidencia de aneuploidias lo que
llevé a postular que la no disyuncién inducida
por este alcohol era responsable de parte de
los abortos espontaneos en humanos (Kauf-
mann 1983; Kaufman y Bain 1984).

Isopropanol

En los ultimos 10 afos no han aparecido es-
tudios nuevos del potencial mutagénico del
IPA (Palermo y Mudry 2011). Los resultados
de mutagénesis inducida en sistemas bac-
terianos con/sin activacion metabdlica (Sal-
monella typhimurium y E.coli WP2 UvrA) son
negativos (Shimizu y col. 1985; Zeiger y col.
1992; IARC 1999). También son negativos los
efectos en sistemas in vitro de células V79
con/sin activacion S-9 (von der Hude y col.
1987) y en células CHO/gen HGPRT asi como
la inducciéon de MN en médula 6sea de ra-
ton in vivo (Kapp y col. 1993; 1996) y de no
disyuncion meiética en Neurospora crassa
(Brockman y col. 1984).

En D. melanogaster ambos alcoholes presen-
tan semejanzas en cuanto a sus efectos ge-
notéxicos. EI EtOH no modifica las frecuen-
cias de SLRL, de translocaciones reciprocas
y de pérdidas cromosdémicas en células pos-
meidticas en machos, tampoco aumenta la
frecuencia de mutacion y recombinacion so-
matica en larvas, sin embargo aumenta signi-
ficativamente la frecuencia de no disyuncién
para el cromosoma X si se tratan hembras
antes de cruzarlas (Mufioz 1990; Rey y col.
1992; Palermo y col. 1994). El principal efec-
to del IPA en la mosca es el aumento de ND,
aunque para producirlo debe estar presente
en el momento de continuacion de la meiosis
después de la fertilizacidon, por otra parte el
alcohol no afectaria directamente al ADN ya
que no induce mutaciones recesivas ligadas
al sexo y s6lo aumenta levemente la muta-
cion somatica. El efecto del IPA podria de-
berse a alteraciones en la membrana nuclear
(Palermo y Mudry 2011).

El EtOH se clasifica en el Grupo 1 (carciné-
geno humano) (IARC 1988; Baan y col. 2007)
ya que se ha podido establecer una asocia-
cién causal entre el consumo de alcohol y el
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cancer de cavidad oral, faringe, laringe, eso-
fago, higado, colon, recto, y de mama (en
mujeres) y se sospecha una asociacion con
cancer de pancreas y de pulmén (Boffetta y
Hashibe 2006). El IPA se incluye en el Grupo 3
(no calificable respecto de su carcinogénesis
en humanos) por ser inadecuada la evidencia
disponible tanto en animales como en huma-
nos. Los aumentos en la incidencia de cancer
de senos paranasales y de laringe en trabaja-
dores que participan en la fabricacion de IPA
por el proceso acido, incluyen el proceso en
el Grupo 1 (IARC 1999).

Si bien la capacidad de un compuesto para
inducir mutaciones presagia su potencial
como carcinégeno, la existencia de mutage-
nos no carcinégenos indicaria que la muta-
cién es uno (0 mas) de los pasos en el pro-
ceso de multiples pasos involucrados en la
carcinogénesis en mamiferos (Zeiger 2001).

Teratogénesis

Desde los afios 70 el EtOH es reconocido
como teratégeno en humanos (Adams y col.
2002). El consumo de alcohol en humanos y
ratones durante la prefiez tiene efectos ad-
versos sobre el desarrollo del feto (sindrome
alcohdlico fetal), altera la fertilidad y el ciclo
reproductivo, aumenta la frecuencia de abor-
tos, de retrasos en el desarrollo intrauteri-
no y de nacimientos prematuros y/o de bajo
peso al nacer (Grodstein y col. 1994; Connor
y Streissguth 1996; Cebral y col. 2000; Han-
nigan y Armand 2000). En modelos murinos
el tratamiento de hembras poco antes o des-
pués del apareamiento produce hipoploidias,
reabsorciones, muerte post-implantacional o
anormalidades anatémicas en los fetos resul-
tantes (Washington y col. 1985; Soltes y col.
1996).En ratones CF-1 la ingestion sub-cré-
nica de alcohol produce anormalidades es-
permaticas y nucleares en oocitos, probable-
mente debidas a su efecto genotoxico (Cebral
y col. 2011). En Drosophila el EtOH disminuye
la fertilidad de las hembras, altera el desarro-
llo larval normal y aumenta significativamente
la frecuencia de malformaciones congénitas
(Rey y col. 1992; Palermo y col. 1994).

La informacidén sobre los efectos de desarro-
llo y reproductivos del IPA es conflictiva (Nel-
son y col. 1988; WHO 1990; Tyl y col.1994).
Kapp y col. (1996) revisaron la toxicidad del
IPA y concluyeron que este alcohol secunda-
rio tiene un grado bajo de toxicidad aguda y
cronica, no produce efectos adversos sobre
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la reproduccién, no es teratdgeno, ni toxico
para el desarrollo embrionario, ni neurotoxico.
Faber y col. (2008), en su revisién de la toxi-
cidad reproductiva y de desarrollo, concluyen
que el IPA no afecta el indice de apareamiento
ni la fertilidad de machos, aunque en hembras
puede disminuir la sobrevida de la descen-
dencia. Los datos sobre fertilidad en hembras
son escasos, en Drosophila este alcohol dis-
minuye el numero de descendientes por hem-
bra aunque los efectos no son irreversibles,
sin embargo no es teratogénico (Palermo vy
Mudry 2011).

Drosophila se ha convertido en un modelo
ampliamente aceptado para hacer el releva-
miento preliminar de sustancias con efectos
sobre el desarrollo y/o teratogénicos con po-
sible accion incluso en el hombre (Vogel y
Nivard 2000; Palermo y col. 2004). El mode-
lo también es util, como se menciond antes,
para el estudio de afecciones neuroldgicas,

accién de hormonas, ritmos circadianos y
suefio, tumorigénesis y otros. Un caso parti-
cular es el del retinoblastoma humano familiar
en el que, si el individuo es portador del ale-
lo recesivo para la enfermedad (rb+/rb), por
mecanismos de pérdida de heterocigosis se
puede originar un clon homocigoto para rb
que dard lugar a un retinoblastoma en el ojo
del paciente (Griffith y col. 2002). Otro ejemplo
es el que ilustra la Figura 3 con la aparicién de
un clon sin color en el ojo rojo de Drosophila
comparable al clon claro en el ojo humano,
ambos originados por pérdida de heterocigo-
sis. Mecanismos semejantes pueden resultar
en la inactivacion de genes supresores de tu-
mores o en la activacion de proto-oncogenes.
De hecho, en células de pacientes que sufren
enfermedades que predisponen al cancer, las
frecuencias de recombinacion y de reordena-
mientos gendmicos aparecen elevadas (Li-
vingstone y col. 1992; Meyn 1993; Ellis 1996).

/;m\

b)

Figura 3. a) mancha blanca en el ojo de Drosophila melanogaster (adaptado
de Vogel y col., 2000); b) mancha clara en ojo humano.
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Serie de casos de intoxicacion fatal por ingesta intencional de fosfuro de aluminio
Aluminium phosphide poisonings: case reports with fatal evolution
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Resumen. El fosfuro de aluminio (AIP) es un plaguicida fumigante de bajo costo, cuyo Unico uso permitido es el control de plagas
en granos almacenados. En contacto con la humedad del aire libera gas fosfina (PH3), altamente toxico, inflamable y explosivo,
pero que se disipa rapidamente. En todas las presentaciones, 3 g de la formulacion genera 1 g de gas fosfina. La exposicion a
1000 ppm durante 30 minutos es fatal. Presentamos una serie de casos de intoxicacién severa por ingesta intencional de fosfuro
de aluminio, con desenlace fatal, con el objetivo de asesorar e informar sobre los mecanismos de intoxicacion y el manejo
adecuado del paciente intoxicado.

Palabras clave: Fosfuro de aluminio; Gas fosfina; Intoxicaciéon con fosfuro de aluminio; Mecanismo de accién.

Summary. Aluminium phosphide (AIP) is a fumigant pesticide inexpensive; whose only permitted use is for stored grain pest
control. On contact with moisty air, it releases phosphine gas (PH3), highly toxic, flammable and explosive, but that quickly dis-
sipates. For all presentations, a 3 g formulation generates 1 g of phosphine gas. Exposure to 1000 ppm for 30 minutes is lethal.
We present a series of cases of severe poisoning with AlP, in order to advise and inform on the mechanisms of toxicity and proper

management of the poisoned patient.

Keywords: Aluminium phosphide; Phosphine gas; Aluminium phosphide poisoning; Mechanism of action.

Introduccién

El fosfuro de aluminio ha sido utilizado como
plaguicida desde 1940. Produce formaciéon de
fosfina, gas altamente toxico, existiendo en la
bibliografia reporte casos fatales a causa de su
utilizacion como plaguicida en un cargamento
de trigo (Ziipf y col 1967; Wilson 1980). Es un
plaguicida fumigante muy eficaz, utilizado para
la preservacion de granos, que se comerciali-
za como pastillas fumigenas. El gas fosfina se
libera cuando el fosfuro de aluminio toma con-
tacto con el aire y la humedad (Agency for To-
xic Substances and Disease Registry (ATSDR)
2011). El gas es incoloro e inodoro en estado
puro y por la presencia de difosfina y otras im-
purezas del producto, posee un olor aliaceo.
Es extremadamente inflamable y explosivo

pero se disipa rapidamente. (Chefurka y col.
1976; Singh y col. 2006; Wax 2006; Zuryn y col.
2008). Las preparaciones comerciales contie-
nen un 40% de carbonato de amonio, el cual li-
bera amonio y diéxido de carbono en presencia
de agua. Esto genera una mezcla gaseosa que
no es inflamable ni explosiva. La exposicion a
1000 ppm durante 30 minutos es fatal. (Che-
furka y col. 1976; Singh y col. 2006; Wax 2006;
Zuryn y col. 2008). La dosis letal en humanos,
calculada para un peso de 70 Kg, es de 150
a 500 mg (20 mg/Kg) (ATSDR 2011; Occupa-
tional Safety and Health Administration (OSHA)
2011). Su toxicidad se debe a la accion inhibi-
toria sobre la cadena respiratoria mitocondrial
(Chefurka y col. 1976; Singh y col. 2006; Wax
2006; Zuryn y col. 2008).
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La ingesta de fosfuro de aluminio produce sin-
tomas casi inmediatos, esta descripto en la
mayoria de los casos sintomatologia gastroin-
testinal seguida de falla multiorganica y shock
refractario a todo tratamiento, ocasionando la
muerte en un periodo entre 24 horas hasta 4
dias después de su ingesta. (Wax 2006; Singh
y col. 2006; Micromedex 2010; Mathai y col.
2010).

En el Centro Nacional de Intoxicaciones duran-
te los anos 2007 a 2010 se recibieron 6 consul-
tas telefénicas por ingesta intencional de este
plaguicida. Los casos provinieron de areas ru-
rales o sus alrededores; todas ellas con des-
enlace fatal. En dichas oportunidades la con-
sulta consistié tanto en el asesoramiento en
la asistencia del intoxicado como en evitar la
contaminacion del personal de salud. El objeti-
vo de esta comunicacion es dar a conocer una
serie de casos de intoxicacion por fosfuro de
aluminio con evolucién desfavorable, asi como
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asesorar e informar sobre los mecanismos de
toxicidad y el manejo adecuado del paciente
intoxicado, para prevenir exposiciones del per-
sonal que asiste al paciente.

Casos clinicos
Seis pacientes entre 15 y 67 afos de edad, dos

de ellos ingresan a la guardia con deterioro del
sensorio e hipotensién arterial, tres pacientes
presentaron vomitos, epigastralgia y dolor ab-
dominal y uno de ellos solo presenté vomitos.
En todos los casos surgié como antecedente la
ingesta intencional de una a tres pastillas fumi-
genas de fosfuro de aluminio, entre los 30 mi-
nutos a dos horas previas al ingreso. Evolucio-
naron con descompensaciéon hemodinamica,
requerimiento de inotrépicos seguido de paro
cardiorrespiratorio y muerte de los seis pacien-
tes entre las 2 y 36 horas del ingreso. Se deta-
llan en la siguiente tabla las caracteristicas mas
relevantes de cada paciente (Tabla 7).

Tabla 1. Casos clinicos de ingesta intencional de fosfuro de aluminio, registrados
telefénicamente durante los afios 2007 a 2010 en el Centro Nacional de Intoxicaciones.

Caso 1 2 3 4 5 6

Edad 36 afos 15 afios 21 afos 17 afios 27 afios 67 afos

Sexo Masculino Masculino Masculino Femenino Masculino Masculino

Cantidad ingerida 1 1 1 1 1 3

Demora en la consulta 1 hora 3 horas 2 horas 1 hora 30 minutos 30 minutos

Clinica Coma Vémitos Vémitos Dolor Vémitos Vémitos
Pupilas Shock Epigastralgia abdominal Epigastralgia
midticas Palidez Dolor Vémitos con Dolor
Shock cutaneomucosa abdominal estrias de abdominal
FC 63 pm Coma sangre

asistencia
respiratoria
mecanica
(ARM)

Evolucién Convulsion Alas 10 horas Evoluciona con Fallece a las Fallece a las Colapso
ténico clénica Acidosis deterioro del 3 horas de 6 horas de cardiovascular
generalizada. metabdlica, sensorio, su ingreso Su ingreso refractario
Fallece a la hora hipoglucemia e hipotensioén. a todo
del ingreso insuficiencia Fallece a las 24 tratamiento.

renal aguda, horas del ingreso Fallece a las
requiriendo 4 horas de
hemodidlisis. Su ingreso

A las 16 horas

lucido, extubado
y con inotrépicos

en descenso.
A las 24 horas
sindrome de

distrés respiratorio
(SDRA) refractario
a todo tratamiento.

Fallece a las 36

horas del ingreso
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Discusion

En el Centro Nacional de Intoxicaciones en el
afno 2011 se registraron 3885 consultas por
plaguicidas, de las cuales 191 fueron por pla-
guicidas de uso agricola. Con fosfuro de alu-
minio 20 casos, con una tentativa suicida. En
la serie de casos aqui presentada, la intoxica-
cién con fosfuro de aluminio ocurrié por la in-
gesta intencional de pastillas fumigenas gene-
randose gas fosfina en el estbmago por con-
tacto con el acido clorhidrico (Chefurka y col.
1976; Singh y col. 2006; Wax 2006; Zuryny col.
2008). Este gas se une a los endotelios, esti-
mula la fosfolipasa lo que genera degradacion
de la membrana celular, formacion de radica-
les libres e ingreso de calcio (segundo men-
sajero) al interior de la célula. Esto, a su vez,
provoca la inhibicion de enzimas y bloqueo de
la cadena respiratoria mitocondrial (Chefurka y
col. 1976; Singh y col. 2006; Wax 2006; Zuryn
y col. 2008). En estos casos las manifestacio-
nes clinicas fueron inmediatas con sintomas
gastrointestinales y evolucion de moderada a
severa, en coincidencia con lo descripto en la
literatura para la ingesta de fosfuro de aluminio
(Singh y col. 1996; Nocera y col. 2000; Singh
y col. 2006; Wax 2006; Micromedex 2010).
Todos presentaron inicialmente compromiso
gastrointestinal y multiorganico evolucionando
con shock refractario a todo tratamiento. La
muerte se produjo debido al compromiso car-
diovascular y por SDRA Yy, en este caso, puede
retrasarse hasta 4 dias (Singh y col 2006; Wax
2006; Mathai y col 2010; Micromedex 2010).
La mortalidad global varia del 37 al 100% de-
pendiendo de la via de ingreso, el tiempo de
exposicion, las medidas de descontaminacién
y la respuesta al tratamiento instaurado. Des-
pués de la ingestion, las manifestaciones cli-
nicas son nauseas, vomitos, diarrea, cefalea,
dolor abdominal y taquicardia, pudiendo evo-
lucionar a coma, shock refractario, insuficien-
cia cardiaca congestiva, miocarditis, pericar-
ditis, trastornos de la conduccién, y arritmias
cardiacas. SDRA, acidosis metabdlica, hipo o
hipermagnesemia. Otros hallazgos poco co-
munes son hemodlisis, insuficiencia suprarrenal
aguda, hepatitis, necrosis tubular aguda, me-
tahemoglobinemia y coagulacion intravascular
diseminada. (Gurjar y col. 2011, Moghamnia
2012, Soltaninejad 2013).Los hallazgos post-
mortem son edema pulmonar, congestion de
la mucosa gastrointestinal, hemorragias pete-
quiales en la superficie de higado y cerebro,
degeneracion vacuolar de los hepatocitos.

Las medidas a tomar por el personal de sa-
lud varian segun se trate de pacientes intoxi-
cados por exposicién a vapores de fosfuro de
aluminio o por ingesta del mismo. En la primer
situacioén, existe controversia respecto a si el
personal de salud que atiende a los pacien-
tes intoxicados con fosfuro de aluminio, esta
en riesgo por la inhalacion de los vapores que
emanan de aquellos que estan recibiendo di-
cha atencion (Anger y col. 2000). Las victimas
expuestas solo al gas fosfina no suponen un
peligro considerable de contaminacion se-
cundaria al personal, fuera de la zona calien-
te (Anger y col. 2000). Las victimas expuestas
al fosfuro soélido, que reacciona con la hume-
dad para producir fosfina, pueden represen-
tar un riesgo; su presencia en la ropa, la piel
o el cabello; por lo que el personal debe pro-
tegerse mediante el uso de guantes de goma
y delantales (ATSDR 2011). Se recomienda en
situaciones que implican la exposiciéon a ni-
veles potencialmente peligrosos de fosfina, el
uso de equipo autdbnomo de respiracion a pre-
sion positiva (SCBA) (ATSDR 2011), guantes y
mascaras aprobadas por las Normas NIOSH/
OSHA,; teniendo presente las mismas medidas
en la evaluacién post mortem.

La descontaminacion a realizarse en las vic-
timas seria, cepillar todas las particulas visi-
bles de la ropa, la piel y el cabello. Retirar y
colocar en doble bolsa la ropa contaminada y
pertenencias personales. Lavar completamen-
te (preferentemente bajo la ducha) la piel ex-
puestay el cabello con agua de 3 a 5 minutos,
luego lavar con un jabén suave y enjuagar con
abundante agua.

Si el fosfuro de aluminio fue ingerido consi-
derar la probabilidad de vomitos durante el
traslado del paciente intoxicado al hospital
preparando la ambulancia con bolsas de plas-
tico para limpiar rapidamente y aislar el vomi-
to (ATSDR 2011). En la sala de emergencias,
si el paciente no ha sido descontaminado se
procedera de igual forma que lo descrito pre-
viamente (ATSDR 2011). A diferencia de los
clinicos y el personal de salud, la exposicidn
de los patélogos o médicos forenses, al con-
tacto con fallecidos intoxicados ha sido muy
discreta. En un estudio (India) sobre resultados
de informes realizados en 115 autopsias por
ingestién de fosfuro de aluminio (Singh y col.
1996), no hubo ninguna mencién de las con-
secuencias adversas a los que pudieron estar
involucrados ni preocupacién acerca de esa
posibilidad.
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El diagnéstico se basa en los datos obtenidos
del interrogatorio, de antecedentes epidemio-
I6gicos y del examen fisico del paciente. La
prueba del nitrato de plata en el aspirado gas-
trico se realiza calentando el contenido gastri-
co en un matraz, manteniendo un papel de ni-
trato de plata en la boca del frasco, si la fosfina
esta presente el papel se vuelve negro debido
al fosfato de plata (Gurjar y col. 2011).

En el tratamiento de esta intoxicacion, no existe
antidoto especifico. En algunos reportes se ha
vinculado el vomito provocado en forma precoz
con sobrevida. El lavado gastrico con perman-
ganato de potasio, bicarbonato de sodio, car-
bén activado y catartico disminuyen la absor-
cién y la hidratacion y hemodidlisis aumentan
la excrecion (Singh y col. 2006; Wax 2006; Mi-
cromedex 2010). El permanganato de potasio
oxidaria la fosfina a fosfato no téxico. Hallazgos
experimentales in vitro sugieren que la grasa, el
aceite de coco y parafina liquida inhiben la libe-
racion de fosfina. (Gurjar y col. 2011).

Cinco de los seis pacientes presentaron vomi-
tos no pudiéndose descartar en el primer caso
por haber ingresado en coma. Las medidas
de rescate no fueron realizadas por el tiempo
transcurrido en algunos casos y en otros por
los vomitos o compromiso del sensorio. Todos
recibieron tratamiento de sostén hemodinami-
co pero sin respuesta y evolucién fatal.
Estudios experimentales sugieren que el sul-
fato de magnesio, N-acetil cisteina (NAC), glu-
tation, vitamina C, beta carotenos, el aceite de
coco Yy la melatonina podrian jugar un rol im-
portante en reducir la oxidacién de la fosfina
(Moghadamnia A.2012).

En cuanto a la legislacién vigente, el fosfuro
de aluminio es un producto autorizado por SE-
NASA (Resolucion 256/03. Servicio Nacional
de Sanidad y Calidad Agroalimentaria) para el
control de plagas en granos almacenados en
lugares herméticos y esta prohibida su apli-
cacion durante la carga o transito, salvo que
se realice la ventilacion de 96 horas. Ademas,
este producto debe ser comercializado y apli-
cado bajo receta fitosanitaria, emitida por un
ingeniero agronomo debidamente registrado
como asesor fitosanitario, y los comercios ex-
pendedores deben llevar un estricto control de
las entradas y salidas del mismo, archivando
copia de la receta por un plazo minimo de dos
afos. La Resolucion del Ministerio de Salud
456/09, deroga la Res. N° 774/04, y destaca,
en su Articulo 1°: Prohibase en todo el pais,
la produccioén, importacién, comercializacion,

Acta Toxicol. Argent. (2014) 22 (3): 136-140

cesion gratuita y/o uso, para cualquier fin que
invoque la proteccién de la salud humana, de
los siguientes compuestos quimicos: fosfuro
de zinc, fosfina, fosfuro de aluminio.

En el caso particular de la provincia de Cor-
doba, la legislacion vigente es mas estricta en
este aspecto, por medio de la Resolucién N°
304 / 2010, el Ministerio de Agricultura, Gana-
deria y Alimentos prohibié en el ambito provin-
cial, el tratamiento con fosfuro de aluminio en
camiones, vagones y durante el transito has-
ta destino. Ademas, obliga a los titulares de
la carga de granos, productos y subproduc-
tos de cereales y oleaginosas, a confeccionar
y suscribir una Declaraciéon Jurada que cer-
tifique que se traslada libre de pesticidas. El
mencionado documento permitira salvaguar-
dar la integridad fisica del trabajador y podra
ser solicitado al transportista o responsable
junto a la Carta de Porte, tanto por los fiscali-
zadores de la cartera agropecuaria como por
la Policia Caminera.

En caso de que se detecte fosfuro de aluminio,
el control debera dirigir el vehiculo hasta un si-
tio conveniente y esperar hasta las 96 horas
de ventilacion necesarias indicadas para que
se evapore el gas del fosfuro. Posteriormente,
se aplicaran las sanciones previstas en la Ley
9164 de Productos Quimicos y Biologicos de
Uso Agropecuario, que van desde el apercibi-
miento hasta el arresto efectivo.

Conclusion

La intoxicaciéon aguda por plaguicidas es una
causa importante de morbi mortalidad. El au-
mento en el uso de fosfuro de aluminio se debe
a su bajo costo y facil acceso, debido a esto
se reconocen multiples usos como el control
de roedores y granos almacenados en el trans-
porte de carga, asi como su ingesta intencional
con fines suicidas (Wax 2006).

La ingesta de pastillas fumigenas es altamente
toxica, ocasionando rapidamente compromiso
multisistémico y muerte. Los casos registrados
en el CNI se presentaron con compromiso heu-
rolégico y gastrointestinal inicial evolucionando
rapidamente al colapso cardiovascular y muer-
te, lo cual habla de la agresividad y rapida ac-
cion de este plaguicida.

La toxicidad del fosfuro de aluminio se debe
a la formacion de gas fosfina, debido a la alta
mortalidad del cuadro una vez instalado, es ne-
cesario establecer estrategias de prevencion.
Estudios experimentales sugieren que el sulfa-
to de magnesio, N-acetil cisteina (NAC), gluta-
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tion, vitamina C, beta carotenos, el aceite de
coco Yy la melatonina podrian jugar un rol im-
portante en reducir la oxidacion de la fosfina
(Moghadamnia 2012). A fin de evitar este tipo
de intoxicaciones, la bibliografia recomienda el
control estricto de la comercializacién, el en-
vasado en paquetes que no permita retirar las
pastillas para la deglucion e incorporacion de
un emético en las tabletas (Singh y col. 2006;
Wax 2006; Micromedex 2010).
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Resumen. Se presenta el caso clinico de una paciente que instalé edema pulmonar no cardiogénico, luego de la inyecciéon
intravenosa de eugenol requiriendo un tratamiento agresivo de soporte de las funciones vitales en una Unidad de Cuidados

Intensivos.

Palabras claves: Intoxicacién por eugenol; Via intravenosa; Edema pulmonar no cardiogénico; Automedicacion.

Abstract. It is presented the case of a patient, who developed a non-cardiogenic pulmonary edema, after the intravenous admin-
istration of eugenol, requiring aggressive supportive measures in an Intensive Care Unit.

Keywords: Clove oil poisoning; Intravenous route; Non-cardiogenic pulmonary edema; Self-medication.

Introduccién

El eugenol, C, H,,O,, es un derivado fendli-
co. Es uno de los principios activos del acei-
te esencial del clavo de olor, Syzygium aro-
maticum, que también se puede extraer de
la nuez moscada, la pimienta, la canela y ho-
jas de laurel. Es un liquido oleoso, de color
amarillo palido, poco soluble en agua y so-
luble en solventes organicos (alcohol). Es un
producto utilizado en odontologia debido a
sus multiples propiedades farmacoldgicas:
anestésico, analgésico, antiinflamatorio, en-
tre otras. Produce bloqueo de la conduccién
nerviosa, inhibicién de la ciclooxigenasa, de
la quimiotaxis de los neutrdfilos, de la pero-
xidacién lipidica inducida por los radicales li-
bres; también inhibe la agregacién plaqueta-
ria y la sintesis de tromboxanos. Todos estos
efectos explican sus propiedades anestésica,
analgésica, antiinflamatoria, antioxidante y
antitrombdtica (Gonzalez 2002).

En el Uruguay existen preparaciones comercia-
les de eugenol en pasta y en solucién. Frascos
por 30-60-70 y 100 ml con una concentracion
de 90 % de eugenol y 10% de aceite de oliva
como vehiculo. La dosis toxica en humanos no

ha sido bien establecida (Micromedex Health-
care 2009). Los estudios en animales han de-
terminado la dosis letal 50 oral en ratas en 1930
mg/kg. Una dosis de 0,25 mg/kg administrado
a perros provoca sintomas digestivos y neu-
rolégicos. Con dosis mayores a 0,5 g/kg se
produce la muerte en 24 horas. Con la inyec-
cién intravenosa se observd edema pulmonar
(Kirsch y col. 1990; Haddad 1998). Ingerido en
en cantidad suficiente es responsable de gra-
ves complicaciones incluyendo falla respirato-
ria, falla hepatica y depresiéon del SNC (Hartnoll
y col.1993; Gonzalez 2002; Janes y col. 2005).
La formacion de un intermediario metabdlico
hepatotdxico mediante el sistema enzimatico
de la citocromo P450 es uno de los mecanis-
mos propuestos para explicar la citotoxicidad
del eugenol. Estudios in vivo en hepatocitos
de rata documentan la deplecién del glutation
hepatico y su conjugacion con glutation sul-
fato y acido glucurénico (Hartnoll y col. 1993;
Eisen y col. 2004; Janes y col. 2005; Micro-
medex 2009). El eugenol también produce in-
hibicion de la migracién celular y modifica la
sintesis de prostaglandinas. La capacidad de
desacoplar la fosforilacién oxidativa afecta la

-141 -



Acta Toxicol. Argent. (2014) 22 (3): 141-144

respiracion celular a nivel mitocondrial. Esto
produce cambios en la actividad enzimatica
de la membrana celular (Damiani y col. 2003).

Caso clinico

Paciente de 34 anos, de sexo femenino, con
antecedentes de hipertensién arterial gesta-
cional, depresién y cefaleas crénicas consul-
t6 en el Departamento de Emergencia por ce-
faleas. Recibio6 tratamiento analgésico por via
parenteral. Fue derivada a domicilio con cir-
cuito venoso para continuar el tratamiento en
forma ambulatoria. Al dia siguiente concurrié
nuevamente a la emergencia con tendencia
al suefo, secreciones asalmonadas y dishea.
Refiri6 haberse inyectado 10 ml de solucion
de eugenol como analgésico. Al examen se
encontraba llcida, con tendencia al suefio,
polipneica, sudorosa, con frialdad periféri-
ca, con una presion arterial de 90/40 mm Hg
y con una frecuencia cardiaca de 130 cpm.
Estertores crepitantes en los dos tercios in-
feriores de ambos campos pulmonares. La
gasometria constaté hipoxemia y acidosis
metabdlica (PO, 49 %, pH 7,14, BE-18). La-
boratorio al ingreso: K 2,67 mmol/L, Na 133
mmol/L, tasa de protrombina 53 %. Se as-
piraron secreciones asalmonadas. Requirio

intubacion endotraqueal y asistencia ventila-
toria mecanica. Se comenzd con inotrdpicos
y suero bicarbonatado. Fue trasladada a Uni-
dad de Cuidados Intensivos.

La radiografia de térax mostré edema pulmo-
nar bilateral. ECG: taquicardia sinusal de 120
cpm. El ecocardiograma mostré una buena
funcién sistolica ventricular izquierda, FEVI
60 %. En la evolucién, presentd insuficiencia
renal con diuresis conservada y normopota-
semia (Tabla 7). Se produjo un descenso de
los valores de hemoglobina. Requiri6 asisten-
cia respiratoria mecanica por 8 dias. Se recu-
peré sin secuelas.

Discusion

La mayoria de los reportes de toxicidad del
eugenol se refiere a reacciones locales y a
efectos sistémicos debido a su uso en odon-
tologia. Hay algunos casos de severa toxici-
dad por ingestién, sobretodo en nifios, donde
se destaca la hepatotoxicidad y la coagulo-
patia. (Lane y col. 1991; Hartnoll y col. 1993;
Eisen y col. 2004; Janes y col. 2005). La toxi-
cidad pulmonar del eugenol se ha reportado
en humanos y en animales. Se produjo ede-
ma pulmonar no cardiogénico en una mujer
que voluntariamente se inyecté por via endo-

Tabla 1. Valores de laboratorio

Dias desde el ingreso 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8° 9°
Hematies (x 10'?/L) 5,95 4,36 3,53 3,12 3,33 3,01 3,05
Leucocitos (x 10%L) 26,4 17,9 13,1 9 7,28 11,90 10,10 10,40
Hemoglobina (g%) 17,4 12,7 10,1 9,03 9,57 8,79 8,74
Hematocrito (%) 50,3 36,6 29,6 31 26,40 28 25,5 26
Plaquetas (x 10%L) 392 211 180 208 238 280 316
TP (%) 53 43 68,7 74,6

INR 1,52 1,70 1,23 1,17

Sodio (mmol/L) 133 138 138 136 138 139 139 139
Potasio (mmol/L) 2,67 5 4,4 4,4 4,60 4,9 5 4,10
Azoemia (g/L) 0,43 0,76 0,94 0,75 0,77 0,73 0,58
Creatininemia (mg%) 1,59 2,62 2,98 1,98 1,54 1,33 1,21
Bilirrubina total (mg%) 0,44 0,33 0,5 0,40 0,44

Bilirrubina indirecta (mg%) 0,18 0,22 0,36 0,10 0,34

Bilirrubina directa (mg%) 0,26 0,11 0,14 0,30 0,10

AST (UI/L) 38 33 21 20 50

ALT (UI/L) 16 16 12 18 44

LDH (UI/L) 896

GGT (UI'L) 100

AST: aspartato aminotransferasa; ALT: alanino aminotransferasa; LDH: lactato deshidrogenasa; GGT:
gamma glutariltransferasa; TP: tasa de protrombina; INR: razén normalizada internacional.
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venosa aceite de clavo (Kirsch y col. 1990).
El mecanismo por el cual el eugenol causa
edema pulmonar no cardiogénico es desco-
nocido. En un estudio en ratas se demostro
que el eugenol intravenoso causé distress
respiratorio agudo y edema pulmonar hemo-
rragico con secuestro intrapulmonar de neu-
trofilos. Se sugiere que el mecanismo de in-
juria pulmonar estaria mediado por un meca-
nismo oxidativo (Kirsch y col. 1990; Wright y
col. 1995; Haddad 1998; Goulet y col. 2011).
La paciente desarrollé6 un cuadro clinico de
edema pulmonar, con hipoxemia severa e
imagenes radiolégicas compatibles. La falta
de factores cardiovasculares predisponentes,
sumado a una silueta cardiaca normal en la
radiografia y la evidencia ecocardiografica de
una funcién ventricular izquierda normal, nos
llevan a plantear el diagnéstico de edema pul-
monar no cardiogénico. Debido a la ausencia
de una enfermedad previa u otra condicién
que ocasione edema pulmonar no cardiogé-
nico, consideramos la inyeccion intravenosa
de eugenol como la causa mas probable. Las
alteraciones clinicas sistémicas que se pre-
sentan cuando la via de entrada es intraveno-
sa, difieren de la presentacion clinica cuando
el eugenol es ingerido, en cuyo caso predo-
mina la hepatotoxicidad. Esta paciente pre-
sentd descenso del hematocrito, del recuento
plaquetario y de la tasa de protrombina. Estas
alteraciones hematolégicas pueden explicar-
se por el efecto antitrombdtico del eugenol
y por otros mecanismos de toxicidad aun no
dilucidados (Hartnoll y col. 1993). El toque he-
patico con aumento no significativo de LDH y
GGT ocurrié al sexto dia de la evolucioén, a
diferencia de lo que se ve cuando el eugenol
es ingerido, que es precoz (Eisen y col. 2004).
Las otras alteraciones bioquimicas que pre-
senta la paciente se dan dentro del contexto
de un paciente con un cuadro clinico grave.

Se presentd un caso clinico grave, de intoxi-
cacion aguda producido por una sustancia
que es causa infrecuente de intoxicacion.
Esto, en el contexto de una paciente que se
automedica utilizando por via parenteral un
preparado de uso tépico odontolégico. Cabe
destacar, el facil acceso a esta sustancia y la
inusual via de ingreso utilizada por la propia
paciente. Esto ultimo fue facilitado por unain-
dicacién médica que deriva a la paciente con
un acceso venoso a domicilio para recibir tra-
tamiento ambulatorio por personal de salud.
Se debe priorizar las medidas de prevencion
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educando a la poblacién en el uso seguro de
los medicamentos.
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Resumen. Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszyriska) Seenayya et Subba Raju 1972 es una especie capaz de generar
diversas toxinas que impactan negativamente sobre la calidad del agua destinada al consumo humano asi como a otros usos de
la misma. Cepas del hemisferio norte producen la hepatotoxina cilindrospermopsina, mientras que las sudamericanas generan
las toxinas neurotoxicas saxitoxinas. No se ha reportado hasta el momento la produccién de microcistinas por parte de esta
especie El objetivo del presente estudio fue analizar la presencia de microcistinas en el agua del Arroyo Yatay en Corrientes,
Argentina, y de cilindrospermopsina, saxitoxinas y microcistinas en cepas de C. raciborskii aisladas del mismo, mediante el
ensayo por Inmuno Absorcion Ligado a Enzimas (ELISA). Los resultados dieron negativos para microcistinas en el agua cruda, asi
como de cilindrospermopsina y saxitoxinas en el cultivo algal. Sin embargo, en el agua del cultivo se detectaron concentraciones
de 2,34-2,50 pg. L' de microcistina-LR, confirmandose posteriormente su presencia mediante su andlisis por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC). En estudios posteriores se deberan realizar andlisis moleculares a los fines de establecer la
caracterizaciéon genética de la cepa en estudio e investigar su relacion filogenética con otras cepas provenientes de diversos
ambientes a nivel mundial.

Palabras clave: Cultivo de algas; Cylindrospermopsis raciborskii; Microcistinas; Toxinas.

Abstract. Cylindrospermopsis raciborskii (Woloszyhska) Seenayya et SubbaRaju 1972 is a species capable of generating toxins
that negatively impact on drinking water quality as well as other water uses. Northern strains can produce the hepatotoxin cyl-
indrospermopsin, while southern strains can produce the neurotoxin saxitoxins. Microcystins production by this species has not
been reported to date.The aim of this study was to analyze the presence of microcystins in raw water of Steam Yatay in Corrientes,
Argentina, and cylindrospermopsin, saxitoxins and microcystins in strains of C. raciborskii isolated from that stream, by means of
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA).Results were negative for microcystins in raw water, as well as for cylindrosper-
mopsin and saxitoxins in algal culture. Microcystins were detected in algal culture by ELISA test, at concentrations of 2.34-2.50
pg. L' of microcystin-LR, and subsequent confirmation by means of High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Molecular
studies should be carried out in the future to establish the genetic characterization of the strain under study and investigate their
phylogenetic relationship with other strains from diverse environments.

Keywords: Algae culture; Cylindrospermopsis raciborskii; Microcystins; Toxins.

Introduccién

Muchas especies de Cianobacterias son bien
conocidas como formadoras de floraciones al-
gales, las cuales pueden producir olores y sa-
bores desagradables y diversas toxinas. Entre
las toxinas hepatotdxicas se encuentran las mi-
crocistinas, la nodularina y la cylindropermop-
sina, y entre las neurotoxinas las anatoxinas y
las saxitoxinas (Chorus y Bartram 1999; Li y
col. 2001; Namikoshi y col. 2003).

En el nordeste de Argentina se han detectado
varias especies productoras de toxinas, entre
ellas Microcystis aeruginosa, productora de
microcistina, Dolichospermum spiroides y Do-
lichospermum circinalis, productoras de anato-
xina-a, y Cylindrospermopsis raciborskii. Esta
especie puede generar cilindrospermopsina,
saxitoxinas,y la neurotoxina excitotéxica beta-
metil amino alanina (BMAA) (Chorus y Bartram
1999; Fristachi y Sinclair 2008).
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C. raciborskii es una especie de origen tropical
altamente invasora que se ha dispersado a ni-
vel mundial hacia zonas templadas. Puede de-
sarrollarse en aguas con baja o alta intensidad
luminica, posee gran capacidad de almacenar
fésforo, y es tolerante a un amplio rango de
temperaturas, caracteristicas que le permiten
su adaptacién a ambientes muy diversos (Jo-
nes y Sauter 2005; Fabre Iturburta 2011).

Se ha encontrado que las cepas de Europa,
Australia, Asia y Africa son productoras de cilin-
drospermopsina (Li y col. 2001; Wiedner y col.
2007; Fathalli y col. 2011). En las cepas suda-
mericanas no se ha detectado hasta el momen-
to la generacién de cilindrospermopsina. Lagos
y col. (1999) registraron por primera vez la pro-
duccion de saxitoxinas en cepas provenien-
tes de dos reservorios del Estado de San Pa-
blo, Brasil, extendiéndose estos registros hacia
otras regiones de ese pais (Yunesy col. 2003),
asi como en Uruguay (Picciniy col. 2011).

En el nordeste de Argentina se detectd por pri-
mera vez la produccién de saxitoxinas en aguas
conteniendo gran abundancia de C. raciborskii
(Otafio 2009), predominando las gonyautoxi-
nas GTX1 (53,90 pg.L-1) y GTX5 (46,84pg.L").
Con el objetivo de conocer la produccion de
toxinas por parte de la cianobacteria Cylindros-
permopsis raciborskii presente en el Arroyo Ya-
tay (Corrientes, Argentina), se analizaron cilin-
drospermopsina, saxitoxinas y microcistinas

Material y métodos

Se recolectaron muestras de agua superficiales
en la desembocadura del Arroyo Yatay, afluen-
te del Rio Uruguay, en la localidad de Paso de
los Libres, Corrientes, Argentina, en marzo del
2012 (Figura 1).

57°10° 57°06°0

Arroyo Yatay

i

29°42°54
- Paso de
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Figura 1. Localizacion del sitio de estudio.

Se efectud la identificacion de especies por ob-
servacion al microscopio optico, utilizando cla-
ves y manuales taxonémicos (Huber-Pestalozzi
1938; Dvorak y Hasler 2007; Komarek 2013).
Las muestras fueron concentradas mediante
red de fitoplancton de 20 um de apertura de
malla, e inoculadas en frascos Erlenmeyer de
50 mL conteniendo medio de cultivo BG11 sin
adicién de nitratos (Rippka y col.1979). Los cul-
tivos se mantuvieron a 27 °C con un fotoperio-
do de 12/12.

Las especies dominantes fueron reemplaza-
das paulatinamente por Cylindrospermopsis
raciborskii, lograndose un cultivo monoalgal de
esta especie mediante su inoculacion en forma
repetida en medios de cultivo frescos.

Se efectud el recuento de organismos cada
dos o tres dias, mediante la técnica de la gota
de Lackey (1938), determinandose su tasa de
crecimiento, tiempo de duplicacién y divisiones
por dia, de acuerdo a las siguientes férmulas:

b= Ln (x,/x) /-t
TD= Ln2/p
D=p/Ln2

Donde p es la tasa de crecimiento (dias™), Ln
es el logaritmo natural, x, y x, es la abundancia
inicial y final de células, t; y t, el tiempo inicial
y final, TD el tiempo de duplicacién (dias), y D
divisiones por dia.

En el agua del Arroyo Yatay se realizaron anali-
sis de microcistinas por triplicado mediante la
técnica ELISA (Chu y col. 1990), y en el agua
del cultivo algal andlisis de microcistinas, ci-
lindrospermopsina y saxitoxinas, utilizando los
kits Envirologix para microcistinas, R-Biopharm
Ridascreen Fast Saxitoxin para saxitoxinas y
Beacon para cilindrospermopsina.

No se efectuaron andlisis de saxitoxinas en el
agua cruda debido a la baja abundancia de las
especies potenciales productoras de dichas
toxinas.

Se extrajeron alicuotas del agua cruday del cul-
tivo, las cuales fueron repetidamente frizadas y
desfrizadas, y luego filtradas, para la determi-
nacion de toxinas totales. Alicuotas del cultivo
algal fueron filtradas por filtros de membrana
de 0,45 pm para la determinacién de toxinas
extracelulares.

Posteriormente en el agua del cultivo algal se
efectuaron analisis de microcistinas por Cro-
matografia Liquida de Alta Resolucién con ex-
traccion en fase sélida y método de deteccion
acetonitrilo: metanol: agua/ &cido trifluoracéti-
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co 0,01 M (80:10:10) a una longitud de onda de
238 nm

Resultados

La tasa de crecimiento media de C. raciborski fue
de 0,054 dia™, y la maxima de 0,285 dia™, con
un tiempo de duplicacién de 2,434 dias, y 0,41
divisiones por dia.

En el agua cruda no se detect6 la presencia de
C. raciborskii ni de microcistinas.

El primer analisis del agua del cultivo algal
mediante la técnica ELISA resulté negativo para
cilindrospermopsina y saxitoxinas. Sin embar-
go se detecté una concentraciéon de 2,5 pg.L™"
de microcistinas, ante una concentracion de
5.856.000 cél.mL" de C. raciborskii.

En un segundo anadlisis del agua del cultivo de
algas, se detecté la presencia de microcistinas
en concentraciones de 2,34 pg.L"' para micro-
cistinas totales, de 2,21 pg.L-" para microcistinas
extracelulares y de 0,13 pg.L" para microcisti-
nas intracelulares, correspondiente a una abun-
dancia de C. raciborskii de 5.168.000 cél.mL".
Los analisis efectuados por cromatografia liqui-
da en el agua del cultivo algal resultaron en una
concentracionde 2,14 ug.L ' de microcistina-LR.

Discusion

La tasa de crecimiento maximo de C. racibors-
kii registrada en el presente estudio es menor
que las registradas por otros autores quienes
encontraron tasas entre 0,30 y 0,80 dia™ (Leal
Carneiro y col. 2009; Piccini 2011). Esto podria
deberse a las condiciones del cultivo con di-
ferentes requerimientos de temperatura, luz y
nutrientes. Ademas, se utilizé un medio de cul-
tivo deficiente en nitrégeno, fomentando de
esta manera la formacion de células especia-
lizadas y la fijacion del nitrégeno atmosférico.
Esto constituye un consumo energético impor-
tante, lo cual produciria una disminucion en las
velocidades de crecimiento de las poblaciones
(Fabre lturburta 2011).

La presencia de microcistinas se detecté so-
lamente en cultivos con elevadas concentra-
ciones de C. raciborskii, abundancias que en
el ambiente natural se alcanzarian solamente
durante la formacién de floraciones.

Estudios moleculares efectuados por Fathalli
y col. (2011) en la cepa de C. raciborskii CYL-
BM-07, aislada de un reservorio de Tunez en el
afno 2008, mostraron que la misma no produce
cilindrospermopsina, saxitoxinas ni microcisti-
nas. Sin embargo, reportaron por primera vez
la presencia de mcyA y mcyE, dos de los seis
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genes caracteristicos sintetizadores de micro-
cistinas presentes en todas las cepas que pro-
ducen microcistinas. Estos genes en particular
fueron genéticamente mas similares a las se-
cuencias homdlogas encontradas en especies
de Microcystis que en aquellas encontradas en
otros géneros de cianobacterias.

En estudios futuros deberian realizarse andlisis
moleculares de la cepa aislada en el presente
estudio a los fines de establecer su caracteriza-
cién genética e investigar su relacién filogené-
tica con otras cepas provenientes de diversos
ambientes a nivel mundial.

Hasta el momento, la legislacién en Argentina
no contempla el control de toxinas en agua po-
table. Solamente algunas plantas potabilizado-
ras en el pais realizan como rutina la identifi-
cacion y el recuento de algas y el analisis de
microcistinas y, en general, las restantes toxi-
nas no son tenidas en cuenta. La gran cantidad
de especies potenciales productoras de toxi-
nas registradas en todo el pais, y el aumento
en la frecuencia e intensidad de las floraciones
de algas nocivas, generan la imperiosa necesi-
dad de incorporar el control de algas y de toxi-
nas como parametros de calidad de agua para
consumo humano.
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de difusién cientifica de la Asociacion Toxico-
I6gica Argentina. Integra, desde el afio 2007, el
Nucleo Basico de Revistas Cientificas Argenti-
nas y se puede acceder a sus articulos a texto
completo a través de SciELO Argentina.

Acta Toxicoldégica Argentina tiene por objetivo
lapublicaconde trabajos relacionados con las
diferentes areas de la Toxicologia, en forma-
to de articulos originales, reportes de casos,
comunicaciones breves, actualizaciones o re-
visiones, articulos de divulgacioén, notas técni-
cas, imagenes, resumenes de tesis, cartas al
editor y noticias.

Los articulos originales son trabajos de in-
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duccién; Materiales y métodos; Resultados y
Discusién (que pueden integrar una seccion
conjunta).

Los reportes de casos son descripciones de
casos clinicos que por sus caracteristicas sig-
nifiquen un aporte importante a la Toxicologia.
Las comunicaciones breves son trabajos de
menor extension pero con connotacion toxico-
I6gica novedosa y que signifiquen un aporte al
campo toxicolégico.
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Las notas técnicas son descripciones breves
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santes o hallazgos inusuales que faciliten el
diagnéstico clinico, de laboratorio o eco-epide-
mioldgico de causas con origen toxicolégico.
Las imagenes pueden no ser excepcionales,
pero si ilustrativas.

El titulo debe ser corto y descriptivo. Si la ima-
gen es una imagen clinica, el texto deberia ser
una descripcién de la presentacion del pacien-
te seguida por puntos relevantes explicativos
y el diagndstico final. Las imagenes deberian
incluir una leyenda descriptiva. Si la imagen
corresponde a otros puntos de la toxicologia,
se debe incluir una breve descripcion del con-
texto de la misma en el texto.

Por favor, utilice flechas o signos para identifi-
car los puntos de interés en la imagen. En los
casos clinicos remueva cualquier informacién
de identificaciéon del paciente.

El maximo de palabras recomendado es: re-
sumen 200, texto 1000 y no mas de 12 refe-
rencias.

Se aceptara un maximo de 3 autores por
imagen.

En caso que la imagen no sea original, debe
acompanarse de la autorizacién del propietario
0 de quien posea los derechos de la misma, lo
que debe estar indicado en la nota que se pre-
sente al Comité Editorial de Acta Toxicoldgica
Argentina.

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

ActaToxicolégicaArgentina(enadelanteActa),
publicara contribuciones en espanol, portugués
y/oinglés. Todas seran evaluadas por al menos
dos revisores; la seleccidn de los mismos sera
atributo exclusivo de los editores. Este proceso
determinara que el mencionado Comité opte
por rechazar, aceptar con cambios o aceptar
para su publicacién el trabajo sometido a su
consideracion. La identidad de autores y revi-
sores se mantendra en forma confidencial.

Envio de manuscritos

El envio de manuscritos se realizara a través
del Portal de Publicaciones Cientificas y Téc-
nicas (PPCT) del Centro Argentino de Infor-
macion Cientifica y Tecnolégica (CAICYT). En
la pagina web del PPCT-CAICYT http://ppct.
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caicyt.gov.ar/index.php/ata se encuentran las
instrucciones para los autores.

Aspectos generales en la preparaciéon del
manuscrito para articulo original

Los manuscritos deberan redactarse con pro-
cesador de texto (Microsoft Word version 2003
O superior), a doble espacio (incluso los 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 itdlica se usaran sélo cuando
corresponda.

En la primera pagina se indicara: titulo del tra-
bajo, nombres y apellidos completos de todos
los autores; lugar de trabajo (hombre de la ins-
titucion y direccion postal); de haber autores
con distintos lugares de trabajo se colocaran
superindices numéricos -no encerrados entre
paréntesis- junto a los nombres, de manera de
identificar a cada autor con su respectivo lugar
de trabajo; fax y/o correo electrénico del autor
responsable de la correspondencia (que se in-
dicard con un asterisco en posicidn de superin-
dice ubicado junto al nombre).

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

Introduccién. Incluira antecedentes actuali-
zados acerca del tema en cuestion y los obje-
tivos del trabajo definidos con claridad.
Materiales y métodos. Contendra la des-
cripcidn 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 Investigacién que apro-
bé el estudio y que se contd con el consenti-
miento escrito de los pacientes. En todos los
estudios con organismos no humanos, se de-
beran especificar los lineamientos éticos con
respecto al manejo de los mismos durante la
realizacion del trabajo.

Andlisis 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
de las siguientes formas: en el texto, 0 median-
te tabla/s y/o figura/s. Se evitaran repeticiones
y se destacaran sélo los datos importantes. Se
dejara para la seccion Discusion la interpreta-
cién mas extensa.

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

Las fotografias deberan ser realizadas con
una calidad suficiente (minimo 300 dpi) para
asegurar una buena reproduccién. Se acep-
taran fotografias en formato JPEG o GIF, con
alta resolucion. Tanto las figuras como las foto-
grafias deberan ser legibles. El tamafio minimo
sera media carta, es decir, 21 x 15 cm, a 300
dpi. En todos los casos se deberd indicar la
magnificacién utilizada (barra o0 aumento).

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

Las temperaturas se facilitaran en grados Cel-
sius y las presiones arteriales en milimetros de
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mercurio.

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

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

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

Bibliografia. Las citas bibliograficas se sefia-
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
sefialard el apellido del primer autor seguido
dey col. y el afio 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.

Acta Toxicol. Argent. (2014) 22 (3): 149-157

Ejemplos:
1. Articulo estandar en publicacién perio-
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. Libros y monografias
Murray PR., Rosenthal K.S., Kobayashi
G.S., Pfaller M.A.. Medical microbiology.
4th ed. St. Louis: Mosby, 2002.

3. Capitulo de libro
Meltzer PS., Kallioniemi A., Trent J.M.
Chromosome alterations in human solid
tumors. En: Vogelstein B., Kinzler K.W., ed-
itores. The genetic basis of human cancer.
New York: McGraw-Hill; 2002. p. 93-113.

4. Material electrénico

a. Articulo en publicacién periddica en in-
ternet

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

b. Pagina en internet

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

c. Parte de una pagina de internet
American Medical Association [en linea].
Chicago: The Association; ¢1995-2002
[actualizado al 23 de Agosto de 2001;
consulta 12 de Agosto de 2002]. AMA Of-
fice of Group Practice Liaison. Disponible
en: http://www.ama-assn.org/ama/pub/
category/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.nim.nih.gov/
bsd/uniform_requirements.html.
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INSTRUCTIONS TO CONTRIBUTORS

Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol. Ar-
gent.) (ISSN 0327-9286) is the official publica-
tion for scientific promotion of the Asociacion
Toxicoldgica 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, populariza-
tion of science articles, technical notes, images,
thesis summaries, letters to the editor and rel-
evant 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.

Images in Toxicology may be images related
with Toxicology from the artistic to the biologi-
cal and medical aspects: toxic plants, toxic
fungi, venomous animals, poisonous animals,
algal bloom, chemicals, environmental eco-
toxicological alterations, clinic cases, diag-
nostic images (radiograph, electrocardiogram,
echography, angiography, tomography, mag-
netic resonance Image, optic or electron mi-
croscopy, etc).

The objective of the Section of Images in Toxi-
cology is the publication of original images
(1-2 high quality figures) of classic, interesting
or unusual findings that facilitate the clinical,
laboratorial or eco-epidemiological diagnosis
of toxicological origin.

Such images should be not necessarily excep-

tional, but illustrative.

The title should be short and descriptive. If the
image is a clinic image, text should be a de-
scription of the patient presentation, followed
by relevant explicative points and the final di-
agnosis. Images should include a descriptive
legend. If the image is of other fields of the
toxicology, a brief description of the context
should be included in the text.

Please use labels and arrows to identify points
of interest on the image. In clinical cases re-
move any identifying patient information.
Maximum word guidance: abstract 100 words,
text 1000 words. The number of references
should not be over 12.

No more than three authors may be listed.

If the image is not original, the authorization of
the author or whom posses the copyright must
be added in the presentation letter to be pre-
sented to the Editorial Committee of Acta Toxi-
cologica Argentina.

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
Informacion 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

General guidelines in the preparation of
manuscripts for original articles

Articles must be written using a word proces-
sor (Microsoft Word 2003 or higher) with dou-
ble-spacing throughout (including abstract,
references and tables), and a minimum letter
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size of Arial 12. Manuscripts must contain page
numbers on each page from the first page. The
use of bold and italic letters must be limited to
the bare minimum necessary.

First page should contain the article title, full
name and affiliations of all authors, workplace
(name of institution and postal address; if it dif-
fers between authors, numerical superscripts,
not in parentheses, next to each author should
be used to identify it); fax and/or e-mail ad-
dress of the corresponding author (signaled by
a superscript 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

Acta Toxicol. Argent. (2014) 22 (3): 149-157

make sure that each table is cited in the text.
Figures should be numbered consecutively
with Arabic numerals and presented in separate
pages. Drawings must be of good enough qual-
ity to ensure adequate reproduction. Bar, pie or
statistical charts must be prepared in GIF for-
mat. Numbers, letters and signs within figures
must be of the appropriate size to be legible
when the final sizing takes place. All signs used
must have a reference in the figure caption.
Photographs should have proper quality and a
minimum resolution of 300 dpi. JPEG and GIF
are accepted file formats for photographs and
figures. Both figures and photographs must be
clearly legible. The minimum size for figures is
half-letter paper size (21 x 15 cm) at 300 dpi.
Magnification must be indicated whether by a
scale bar or the magnification number.

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

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

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

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

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

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

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

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

Examples:
“Caffeine (1,3,7-trimethylxanthine) is the
psychoactive substance with the largest
consumption worldwide (Concon 1988;
Lewin 1998; Nehlig 1999)”.
“During pregnancy the total consumption
of caffeine should not exceed 300 mg/day
(Organization of Teratology Information
Specialists (OTIS) 2001; Kaiser and Allen
2002; Nawrot et al. 2003)”.
Full references must be listed alphabetically at
the end of the manuscript under the subhead-
ing References.

Examples:
1. Standard article in periodical
publications
Halpern S.D., Ubel PA., Caplan
A.L.Solid-organ transplantationi
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.
4t ed. St. Louis: Mosby, 2002.

3. Book chapters
Meltzer P.S., Kallioniemi A., Trent J.M.
Chromosome alterations in human

solid tumors. In: Vogelstein B., Kinzler
K.W., editors. The genetic basis

of human cancer. New York: McGraw-
Hill; 2002. P. 93-113.

4. Electronic material

a. Article published in an online journal
Abood S. Quality improvement initiative in
nursing homes: the ANA acts in an advi-
sory role. Am J Nurs [on line]. 2002 Jun.
[accessed August 12, 2002];102(6):[1

p.]. Available at: http://www.nursingworld.
org/AJN/2002/june/Wawatch.htmArticle

b. Website

Cancer-Pain.org [online]. New  York: As-
sociation of Cancer On line Resources,
Inc.; c2000-01[updated May 16, 2002; ac-
cessed July 9, 2002].

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

c. Partial website

American Medical Association [online].
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-
assh.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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INSTRUCOES PARA OS AUTORES

Acta Toxicol. Argent. (2014) 22 (3): 149-157

Acta Toxicologica Argentina (Acta Toxicol.
Argent.) (ISSN 0327-9286) é o 6rgdo oficial
de difusdo cientifica da Associacdo Toxicolo-
gica Argentina. Engloba o Nucleo Basico de
Revistas Cientificas Argentinas, tem acesso a
artigos e textos completos através da SciELO
Argentina. Acta Toxicologica Argentina tem
como objetivo a publicacdo de trabalhos rela-
cionados com diferentes areas da Toxicologia,
em artigos originais, relatos de casos, comuni-
cacoOes breves, atualizacdes ou revisoes, arti-
gos de divulgacao, resumos da tese, imagems,
notas técnicas, cartas ao editor e noticias.

Os artigos originais sao trabalhos de pes-
quisa completos e devem ser apresentados
respeitando as seguintes secdes: Introducéo;
Materiais e métodos; Resultados e Discusséao
(que podem integrar uma secao anexa).

Os relatos de casos s&o descri¢cdes de casos
clinicos que tenham em suas caracteristicas um
significado ou aporte importante a Toxicologia.
As comunicacoes curtas sao trabalhos de
menor extensdo, mas com conotagao toxico-
I6gica inovadora e que aporte ao campo toxi-
coldgico.

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

As revisées 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.

Imagens em Toxicologia podem correspon-
der a imagens relacionadas coma toxicologia,
desde o artistico aos aspectos biologicos:
plantas téxicas, fungos toxicos, animais ve-
nenosos, animais pegonhentos, floracdes de
algas, quimicos, alteracdes ambientais, casos
clinicos, diagnéstico por imagens (radiografia,
eletrocardiogramas, ecografias, angiografia,
tomografia, ressonancia magnética, microsco-
pia optica ou eletrbnica, etc.).

O objetivo da Sessédo Imagens em Toxicologia
ea publicacdo de imagens originais (1-2 figuras
de alta qualidade) ou classicas interessantes

ouachadospouco usuais que facilitem o diag-
noéstico clinico, laboratorial ou eco epidemiolo-
gico de causas com origem toxicologica.

As imagens ndo devem ser excepcionais, mas
sim ilustrativas.

O titulo deve ser curto e descritivo. Se a ima-
gem é uma imagem clinica, o texto deveria ser
uma descricdodaapresentacdo do paciente
seguida por pontos relevantes explicativos e o
diagnéstico final. As imagens deveriam incluir
uma legenda descritiva. Se a imagem corres-
ponde a outros pontos de toxicologia, se deve
incluir uma breve descricdo do contexto da
mesma no texto.

Por favor, utilize flechas ou simbolos para iden-
tificar os pontos de interessena imagem. Nos
casos clinicos remova qualquer informagéo de
identificacdo do paciente.

O maximo de palavras recomendado é: Re-
sumo 200, Texto 1000 e ndo mais de 12 refe-
réncias.

Nao deve haver mais de trés (3) autores.

No caso que a imagem nao seja original, deve
ser acompanhadada autorizacdo do proprieta-
rio ou de quem possua os direitos da mesma,
0 que deve estar indicado na nota que apre-
sentada ao Comité Editorial da Acta Toxicolo-
gica Argentina.

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

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

Envio de trabalhos

O envio de manuscritos sera realizado através
do Portal de Publicacbes Cientificas e Técni-
cas (PPCT) do Centro Argentino de Informa-
¢ao Cientifica e Tecnolégica (CAICYT). Na pa-
gina web do PPCT-CAICYT http://ppct.caicyt.
gov.ar/index.php/ata estdo apresentadas as
instrucdes para autores.
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Aspectos gerais na preparacao do trabalho
como artigo original

Os trabalhos devem ser digitados em proces-
sador de texto (Microsoft Word versao 2003 ou
superior), com espaco duplo (inclusive resu-
mos, referéncias e tabelas) com tamanho mi-
nimo de letra Arial 12. As paginas deverao ser
numeradas desde a capa. As letras em negrito
ou italico serdo usadas somente quando cor-
responder.

Na primeira pagina devera estar indicado: titulo
do trabalho, nomes e sobrenomes completos
de todos os autores; lugar de trabalho (nome
da instituicdo e endereco postal), se houver
autores com distintos lugares de trabalho, de-
verao ser colocados superindices numéricos,
nao entre parénteses, junto aos nomes, para
identificar cada autor com seu respectivo lugar
de trabalho; fax e/ou correio eletronico do au-
tor responsavel correspondente (que sera indi-
cado com um asterisco na posi¢cédo de super-
-indice localizado junto ao nome).

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

Andlises estatisticas. Devem ser informadas
as provas estatisticas com detalhe suficiente
para que os dados possam ser revisados por
outros pesquisadores descrevendo detalhes
de cada uma delas. Se for utilizado um progra-
ma estatistico para processar os dados, este
devera ser mencionado nesta se¢ao.

Resultados. Deverdo ser apresentados atra-
vés de uma das seguintes formas: no texto, ou
através de tabelas e/ou figura/s. Deverao ser
evitadas repeticdes e serdo destacados so-
mente dados importantes. Devera ser deixada
para a se¢do Discussao a interpretacdo mais
extensa.

As tabelas deverado ser apresentadas em fo-
Iha a parte, numeradas consecutivamente com
numeros arabicos, com as aclaragcdes corres-
pondentes. Os avisos para esclarecimentos
de rodapé deverdo 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 deverido 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-
Ihas a parte, numeradas consecutivamente
com numeros arabicos. Os desenhos deverao
estar em condi¢cdes que assegurem uma ade-
quada repeticdo. Os graficos de barras, tortas
ou estatisticas deverao estar no formato GIF.
Os nUmeros, letras e sinais deverao ter dimen-
sbes adequadas para serem legiveis quando
forem impressas. As referéncias dos simbolos
utilizados nas figuras deveréo ser incluidas no
texto da legenda.

As fotografias deverado ser feitas com quali-
dade suficiente (minimo 300 dpi) para assegu-
rar uma boa reproducao. As fotos para versao
eletrbnica deverao ser realizadas em formato
JPEG ou TIFF, com alta resolugdo. Tanto as fi-
guras quanto as fotografias deverao ser legi-
veis. O tamanho minimo devera ser de média
carta, ou seja, 21 x 15 cm, a 300 dpi. Em to-
dos os casos devera estar indicado o aumento
(barra o aumento)

As epigrafes das figuras deverdo 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 excecdo se tratar-se
de uma unidade de medida comum.
Unidades de medida. As medidas de longi-
tude, tamanho, peso e volume deverdo ser
expressas em unidades métricas (metro, qui-
lograma, litro) ou seus multiplos decimais. As

- 156 -



temperaturas serdo expressas em graus Cel-
sius e as pressdes arteriais em milimetros de
mercurio. Todos os valores de parametros he-
matolégicos e bioquimicos deverédo ser apre-
sentados em unidades do sistema métrico de-
cimal, de acordo com o Sistema Internacional
de Unidades (Sl). Nao obstante, os editores po-
derdo solicitar que, antes de publicar o artigo,
os autores agreguem unidades alternativas ou
diferentes das do Sl.

Nomenclatura. No caso de substancias qui-
micas sera tomada como referéncia prioritaria
as normas da IUPAC. Os organismos serdo
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 conclusdes, 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 citacdes bibliograficas deve-
rédo estar indicadas no texto por meio do so-
brenome de/os autor/es (até dois autores) e
0 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 autor seguido de et al. e 0 ano da pu-
blicacéo.

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 ingestéo 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 se-
rao incluidas ao final do trabalho, abaixo do
titulo da Referéncias, em ordem alfabética,
com o nome de todos os autores em cada
caso.
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Exemplos:
1. Artigo padrao em publicagao 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 publicacdo periddica em in-
ternet

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

b. Pagina de internet

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

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

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