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ARTICULOS

Evaluacion de la ingesta diaria de cafeina en nifios y adolescentes de Argentina
Assessment of caffeine daily intake in children and adolescents from Argentina

Bardoni, Natalia*; Contartese, Cecilia Mariel; Olmos, Valentina

Catedra de Toxicologia y Quimica Legal, Facultad de Farmacia y Bioguimica, UBA. Junin 956, 7mo piso, C1113AAD, CABA. Tel/
Fax: 4964-8283/4
*nbardoni@ffyb.uba.ar

Recibido: 16 de enero de 2014
Aceptado: 14 de diciembre de 2014

Resumen. La cafeina (1,3,7 trimetilxantina) es un alcaloide de la familia de las xantinas. Esta presente en una gran cantidad de
bebidas como café, té, cacao, mate, guarana, bebidas gaseosas y bebidas energizantes, y alimentos que son consumidos por
adultos, adolescentes y nifios. A fin de obtener informacién acerca de la ingesta de cafeina en poblacion infantil y adolescente de
Argentina, se plantearon los siguientes objetivos de trabajo: a) estimar la ingesta diaria de cafeina en nifios y adolescentes que
residen en conglomerados urbanos de Argentina; b) estudiar la asociacion de dicha ingesta con distintas variables tales como
el género, la edad, el nivel socioeconémico (NSE) y el lugar de residencia; c) estudiar la relacion de la ingesta de cafeina con la
duracion del suefio y d) valorar la contribucién de las distintas bebidas a la ingesta diaria de cafeina. Se obtuvieron los datos
de consumo de bebidas de 425 participantes de hasta 20 afios de edad, residentes de distintas ciudades del pais y de diferente
NSE. Los resultados mostraron que la ingesta diaria promedio de cafeina (11, 43, 76, 132 y 233 mg/dia) aumentd con la franja
etaria (menores de 2, de 3 a 5, de 6 a 12, de 13 a 17 y de 18 a 20 afos, respectivamente), aunque al relacionarla con el peso
corporal (mg/kg/dia) el aumento no fue tan marcado. El 50 % de los nifios de hasta 2 afos evaluados, nunca habia consumido
bebidas con cafeina. Por el contrario, a partir de 3 afios en adelante mas del 90 % si consumieron regularmente por lo menos una
bebida con cafeina. Las ingestas promedio calculadas para los nifios y adolescentes evaluados resultaron ser superiores a las
reportadas por otros autores para otros paises. No se encontraron diferencias en la ingesta segun el género, el lugar de residencia
o el NSE. No se encontr6 relacion entre la ingesta de cafeina y la duracién del suefio para ninglin grupo etario, a excepcion de la
franja etaria de 18 a 20 afios en la que se observé una disminucién significativa en la duracién promedio del suefio para el grupo
de individuos con ingesta extrema. Las bebidas gaseosas cola se mostraron como principales contribuyentes a la ingesta pro-
medio de cafeina, aunque el mate también se destacé en ese aspecto. Como conclusiones generales de este trabajo se destaca
que se logré caracterizar la ingesta de cafeina en nifios y adolescentes y establecer la composicion de dicha ingesta en cuanto a
sus contribuyentes mayoritarios y minoritarios. Por Ultimo, si bien se podria clasificar a las ingestas promedio obtenidas en este
estudio como elevadas con respecto a las reportadas para otros paises, se debe considerar que no se ha definido un valor de
ingesta diaria recomendada para nifios y adolescentes.

Palabras clave: Cafeina; Nifios; Adolescentes; Ingesta

Abstract. Caffeine (1,3,7 trimethylxanthine) is an naturally occurring alkaloid. It is present in many beverages such as coffee, tea,
cocoa, mate, guarana, soft drinks and energy drinks, and foods, widely consumed by adults, adolescents and children. Since
information about caffeine intake in children and adolescents in our country is scarce, the aims of the study were set as follows:
a) estimate the caffeine daily intake of children and adolescents from Argentina, b) associate the intake to different variables such
as gender, age, socioeconomic status (SES) and place of residence; c) study the relationship between caffeine intake and sleep
duration, and d) assess the contribution of different beverages to the caffeine daily intake. Information on non alcoholic beverages
consumption was obtained from 425 participants up to 20 years old. Participants were from different cities and of different SES
all over the country. Results showed that the caffeine mean daily intake increased (11 , 43, 76 , 132 and 233 mg/day ) with age
range (upto2,3to5,6to 12, 13 to 17 and 18 20 years old, respectively), but when the intake was related to body weight (mg/
kg/day) the increase was not so marked. Fifty percent of children up to 2 years old had never consumed any caffeinated beverage.
However, from ages 3 and up, more than 90% of children regularly consumed at least one caffeinated beverage. The mean daily
intakes for the evaluated children and adolescents were higher to those reported by other authors for other countries. When data
were analyzed by gender, place of residence or SES, no differences in caffeine intake were observed. No relationship between
caffeine intake and sleep duration for any age group was found, except for the age group of 18-20 years, where a significant
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decrease in average sleep duration for the group of individuals with extreme intake was observed. Soft drinks showed to be main
contributors to the mean caffeine daily intake, although mate also highlighted in that aspect.

Characterization of the caffeine daily intake and identification of the major and minor contributors to that intake are remarked as
achievements of this study. And finally, although caffeine mean daily intake obtained in this study could be considered as elevated
when compared with those reported for other countries, it should be noted that a recommended daily intake value for children

and adolescents has not already been set.

Keywords: Caffeine; Children; Adolescents; Intake

Introduccién

La cafeina (1,3,7 trimetilxantina) es un alca-
loide de la familia de las xantinas. Esta pre-
sente naturalmente en una gran cantidad de
plantas tales como Coffea arabica, Coffea
robusta, Thea sinensis, Theobroma cacao,
Cola acuminata, llex paraguayensis y Paullinia
cupana. Estas plantas se emplean en la pre-
paracién de bebidas como café, té, cacao,
mate, guarana, bebidas gaseosas y bebidas
energizantes; y alimentos como caramelos,
chocolates y helados. Todas estas bebidas y
alimentos son ampliamente consumidos por
adultos, adolescentes y nifos.

La cafeina es una sustancia psicoactiva,
estimulante del sistema nervioso central
(Berkowitz y col. 1970; Nehlig y col. 1992;
Smith 2002). Ademas, afecta el sistema car-
diovascular (Pincomb y col. 1985; Pincomb y
col. 1993; Savoca y col. 2005; Farag y col.
2005; Usman y Jawaid 2012), tiene efecto
diurético (Warzak 2011) y es inhibidora de
la contractilidad del musculo liso (Ahn y col.
1988; Echeverri y col. 2010).

En adultos sanos, una ingesta de 200 mg/dia
(equivalente a menos de 2 tazas de café o a
12 mates) esta asociada a efectos conside-
rados benéficos o positivos sobre el estado
de animo como mejorar el estado de alerta,
la eficiencia, la energia, la concentracion y
la motivacién para trabajar (Ellenhorn 1997;
Fredholm y col. 1999; Heckman 2010) y una
ingesta moderada de cafeina (400 mg/dia) no
se ha asociado a efectos adversos o téxicos
(Nawrot y col. 2003).

Las bebidas gaseosas son, en muchos pai-
ses, los alimentos que mas contribuyen a la
ingesta de cafeina en la poblacion infantil y
adolescente (Ellison 1995; Skinner 2000; Va-
lek 2004; Pardo Lozano 2007). En la actuali-
dad, en esta poblacion, no se ha estableci-
do una ingesta asociada a efectos positivos
o benéficos. En cambio, si se han descripto
efectos no deseados como disturbios en el
suefio (Pollak y Bright 2003).

La informacién acerca de la magnitud y la
composicion de la ingesta de cafeina en po-
blacion infantil y adolescente de Argentina es
incierta o no esta disponible para su evalua-
cién y consulta, brecha que este trabajo se
propone cerrar cubriendo los siguientes obje-
tivos: a) estimar la ingesta diaria de cafeina en
ninos y adolescentes; b) estudiar la asocia-
cién de dicha ingesta con distintas variables
tales como el género, la edad, el nivel socioe-
conomico (NSE) y el lugar de residencia; c)
estudiar la relacion de la ingesta de cafeina
con la duracién del suefo y d) valorar la con-
tribucion de las distintas bebidas a la ingesta
diaria de cafeina.

Materiales y métodos

Se realizd un estudio de tipo transversal du-
rante los afios 2010y 2011, de recoleccioén de
datos, para establecer la ingesta diaria de ca-
feina en poblacién infantil y adolescente de la
Ciudad Autonoma de Buenos Aires (CABA) y
localidades aledafias, y de algunas ciudades
del interior del pais.

Se incluyeron en el estudio nifios y adoles-
centes de ambos sexos y de hasta 20 afios
de edad. En el caso de participantes menores
de 18 afos las encuestas fueron completa-
das por los padres.

Una vez realizadas y evaluadas las encues-
tas, se excluyeron del estudio todas aquellas
que no habian sido completadas en forma
correcta sobre consumo de bebidas que con-
tienen cafeina y/o aquellas en las que no se
completaron los datos de edad y/o peso de
los participantes.

Para el andlisis de resultados, los participan-
tes fueron agrupados por edad de acuerdo a
los distintos niveles de escolaridad vigentes
en Argentina. Los rangos de edad selecciona-
dos fueron: jardin maternal, hasta 2 afios; jar-
din de infantes, 3 a 5 afos; escuela primaria,
6 a 12 anos; escuela secundaria, 13 a 17 afnos
y estudios superiores y otros, 18 a 20 afos.



Estudio de la ingesta diaria de cafeina

Se investigd la ingesta de cafeina a través
del consumo de bebidas en poblacién infan-
til y adolescente. Los participantes debieron
completar una encuesta semi-cerrada sobre
el consumo semanal (en porciones) de be-
bidas que contienen cafeina (café, té, mate,
bebidas cola, bebidas energizantes, en-
tre otras), ademas de otros datos de interés
como edad, horas de suefio y peso.

Se obtuvo, para cada participante, el consu-
mo semanal de cada bebida en unidad de vo-
lumen y luego se estimé el consumo diario
dividiendo el consumo semanal por siete.

La ingesta diaria de cafeina (en mg) se calcu-
6 multiplicando el consumo diario (en ml) de
cada bebida por el contenido medio de ca-
feina de cada bebida (mg/ml) obtenido en un
estudio previo (Olmos y col. 2009), y suman-
do los aportes de todas las bebidas. Esta in-
gesta se expres6 en mg/dia y en mg/kg/dia.
Para la evaluacion de los resultados se con-
sideraron para cada grupo etario dos niveles
de ingesta: la ingesta promedio y la ingesta
elevada o extrema (comprendida entre los
percentiles 95 a 100).

Estudio de las caracteristicas
socio-econdmicas y culturales

La encuesta también incluyé datos sobre la
zona de residencia, el nivel de educacion, las
actividades recreativas extra-escolares, la
actividad laboral (para mayores de 16 anos).
Para establecer el nivel socio-econdémico
(NSE) de los participantes se utilizé una clasi-
ficacion de la Camara de Control de Medicién
de Audiencias que cruza las variables educa-
cién y ocupacién de los padres (CCMA 2007).
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Las categorias o niveles socio-econémicos
considerados fueron tres: alto, medio y bajo.

Duracion del sueno

Mediante la encuesta se obtuvo informacién
sobre las horas de suefio de los nifios y ado-
lescentes. La duracion del suefio se incluyo
como marcador de efecto.

Anadlisis estadistico

Todas las pruebas estadisticas se realizaron
con InfoStat version 2011. La variable ingesta
de cafeina no se ajusté a una distribucion nor-
mal por lo cual se utilizaron pruebas no para-
métricas. Para la comparacion de ingestas me-
dias de dos poblaciones, se utilizd la prueba
de Mann Whitney (Gémez-Gémez y col. 2003).
Para la comparacion de ingestas medias entre
mas de dos poblaciones se utilizé la prueba de
analisis de la varianza no paramétrica de Krus-
kal-Wallis (Gomez-Gdémez y col. 2003).

Resultados

Se recibieron 464 encuestas, de las cuales 39
fueron desestimadas por falta de algun item de
requerimiento obligatorio (peso, edad, género)
y/o por ingreso erroneo de datos de ingesta.
Se procesaron, entonces, los datos correspon-
dientes a 425 participantes. De éstos, 218 (51
%) fueron varones y 207 (49 %) fueron mujeres.
En cuanto al lugar de residencia 136 (33 %) fue-
ron de Ciudad Autbnoma de Buenos Aires (CA-
BA), 208 (49 %) de Provincia de Buenos Aires
y Conurbano Bonaerense (PBA), 74 (17 %) del
interior del pais (INT) y 7 (2 %) fueron sin datos.
De acuerdo al NSE se agruparon como sigue:
184 (43 %) de NSE alto, 191 (45 %) de NSE
medio, 49 (12 %) de NSE bajo y 1 sin dato.

Tabla 1. Ingestas promedio y extrema (percentil 95) de
cafeina (en mg/kg/dia y mg/dia) por grupo etario.

ingesta de cafeina % de la
mg/kg/dia mg/dia poblacién
percentil percentil con ingesta
N promedio promedio

Grupo etario 95 95 0 mg

hasta 2 afios 31 0,82 3,0 114 44 51,6

3 a5 afios 40 2,3bc 5,2 438 100 7,5

6 a 12 afos 145 2,40 6,7 76° 174 2,1

13 a 17 afios 117 2,30 5,7 132P 331 6,8

18 a 20 afios 92 3,8° 10,2 233F 601 9,8

Nota: letras diferentes muestran diferencias estadisticamente significativas (P<0,05)

-7-
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De acuerdo a las categorias de edad, los par-
ticipantes se distribuyeron segin se muestra
en la Tablal.

En todos los grupos etarios méas del 90 % de
los nifios y adolescentes consumieron alguna
bebida con cafeina, con excepcion del grupo
de hasta 2 afios en el cual mas del 50 % de
los nifios no registré ningdn consumo (inges-
ta 0 mgq) (Tabla 7).

Se observé un claro incremento en la inges-
ta diaria promedio de cafeina (mg/dia) con la
edad. Sin embargo, cuando la ingesta pro-
medio se calculd por kg de peso corporal, el
incremento con la edad no fue tan marcado.
Las diferencias entre ingestas diarias prome-
dio expresadas en mg/kg de peso corporal
no fueron significativas (P>0,05) entre los gru-
pos 3ab afios,6a12 afiosy 13 a 17 afnos. Se
diferenciaron significativamente entre si, y de
los otros grupos, las ingestas de los grupos
de hasta 2 afos y de 18 a 20 anos (Tabla 1)
Las ingestas promedio y extrema (en mg/kg/
dia y en mg/dia) para cada grupo etario se
muestran en la Tabla 1. Se observo que los
valores extremos (percentil 95) duplicaron, tri-
plicaron y, en algunos casos, hasta cuadrupli-
caron las ingestas promedio.

Asociacion entre la ingesta diaria de cafeina
y el género

En cuanto a la comparacién entre mujeres y
varones, no se observé diferencia significati-
va entre las ingestas de cafeina (en mg/kg/dia)
para ningun grupo etario, aunque en todos los
casos las ingestas de las mujeres fueron mas
elevadas que las de los varones (Tabla 2).

Bebidas contribuyentes a la ingesta diaria de
cafeina

Las bebidas que mas aportaron a la ingesta
promedio para cada franja etaria fueron las

Tabla 2. Ingestas promedio de
cafeina (en mg/kg/dia y mg/dia) por
grupo etario segun el género.

Ingesta promedio

Grupo etario mg/kg/dia  mg/kg/dia

mujeres varones
hasta 2 afnos 1,2 0,4 0,1852
3 a5 afios 2,6 2,6 0,5026
6 a 12 aflos 2,5 2,2 0,2643
13 a 17 afios 2,6 2,1 0,0973
18 a 20 afios 4,5 29 0,0629

leche
chocolatada
%
82

mate*
%
63
42
45
a4

café®
%
10
13
24
37

%
18
13
11
17

bebidas
energizantes
%

gaseosas
cola®
%
32
11

percentiles
95 a 100
mg/kg/dia
3,0
5,2
6,7
5,7
10,2

leche
chocolatada
19
26
18

mate*
%
14
20
18
28

café®
%
12
20
28

té
%
14
16
15

bebidas
energizantes
%

Tabla 3. Composicién porcentual de la ingesta promedio y de la ingesta de los percentiles 95 a 100.
gaseosas
cola®
%
22
38
30
31
18

ingesta
promedio
mg/kg/dia
0,8
2,3
3,8

edad
afios
hasta 2
3a5
6al2
13a17
18a20

b incluye café, café con leche, capuccino, café expreso
¢ incluye mate cocido y mate cebado

a regulares y dietéticas



gaseosas cola y la leche chocolatada (Tabla
3), aunque, en los grupos de mayor edad, se
observé un aumento en el aporte del mate y
el café. En las ingestas extremas (percentiles
95 a 100) el mate se mostré como el princi-
pal contribuyente en todas las franjas etarias,
con porcentajes mayores al 40 %, a excep-
ciéon de la franja etaria de hasta 2 afos, en la
cual predominé el aporte de la leche choco-
latada (Tabla 3).

Asociacion entre la ingesta diaria de cafeina
y el NSE

En la Tabla 4 se muestran las ingestas prome-
dio de cafeina para cada franja etaria segun el
NSE. Se observé que, si bien las ingestas son
similares, pareciera haber una tendencia a in-
gestas mayores de cafeina en el NSE mas bajo.

Asociacion entre la ingesta diaria de cafeina y
el lugar de residencia

No se encontraron diferencias significati-
vas (P>0,1) al comparar las ingestas prome-
dio segun el lugar de residencia, CABA: 2,7

Tabla 4. Ingesta promedio de cafeina (mg/kg/dia)

segun nivel socio-economico (NSE); alto (A), medio (M)

y bajo (B); respecto de los distintos grupos etarios.

NSE
A (N) M (N) BN
Hasta 2 afios 0,72 (24) 1,12 (6) 2,8 (1)
3 a5 afios 2,82 (20) 2,12 (18) 4,2* (3)
6 a 12 afos 2,02 (48) 2,32 (69) 3,2° (28)
13 a 17 afos 2,12 (53) 2,430 (54)  3,5°(8)
18 a 20 afos 3,92 (42) 3,72 (41) 3,73(8)

Composicién de la ingesta segun el NSE
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mg/kg/dia, PBA: 2,5 mg/kg/dia e INT: 2,8 mg/
kg/dia. El principal contribuyente a la ingesta
de cafeina en CABA y PBA fue el mate con
valores mayores al 40 % y en el interior del
pais los principales contribuyentes, fueron el
mate y las bebidas cola con aportes similares
cercanos al 30 % (Figura 1).

3,0000 -
2,5000 -

B Chocolatada
2,0000 -

B Mate
1,5000 - 0O café
1,0000 - ETe

W Bebidas energizantes
0,5000 .

O Bebidas Cola
0,0000 v . \

CABA PBA INT

Figura 1. Composicion de la ingesta promedio
de cafeina, expresada en mg/kg/dia,
segun el lugar de residencia.

CABA: Ciudad Autonoma de Buenos Aires, PBA: Provincia de

Buenos Aires y Conurbano Bonaerense, INT: Interior del pais

Relacion entre la ingesta diaria de cafeina y
las horas de suerio

No se encontré relacidon entre la ingesta de
cafeina y las horas de suefo para los distin-
tos grupos etarios, aunque en la franja de 18
a 20 anos, se observé una disminucion signi-
ficativa en las horas de suefio para el grupo
con ingestas mayores a 10,2 mg/kg/dia (per-
centiles 95 a 100) (Tabla 5).

Tabla 5. Ingesta promedio de cafeinay
duracion promedio del suefio segun la franja

A M B etaria para dos niveles de ingesta.
~ gaseosas y gaseosas y
Hasta 2 afios Hasta percentil 94 Percentiles 95 a 100
chocolatada chocolatada gaseosas
Duracién Ingesta Duracién Ingesta
gaseosas y gaseosas y . ) ) ; )
3 a5 anos Franja  promedio del promedio  promedio del promedio
chocolatada chocolatada _ gaseosas etaria suefio (h) de cafeina suefio ()  de cafeina
6 2 12 afos gaseosas y gaseosas y (mg/kg/dia) (mg/kg/dia)
mate mate mate y té Hasta 2 10,72 0,8 9,52 3,0
13 a 17 afos gaseosas y gaseosas y 3ab 9,62 2,3 9,82 5,2
café café mate 6ai2 9,02 2,4 8,52 6,7
18 220 aF café y mate café y mate gaseosas y 13a17 8,22 2,3 7,42 5,7
a anos
mate 18a20 7,62 3,8 6,9° 10,2

Nota: las comparaciones se realizaron dentro de cada franja
etaria. Letras diferentes muestran diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05).N: numero de participantes.

*el nimero de participantes no permitio realizar la comparacion.

Nota: las comparaciones se realizaron dentro de cada franja etaria.
Letras diferentes muestran diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05).
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Discusion

El consumo, en nifios y adolescentes, de be-
bidas que contienen cafeina esta muy difun-
dido en todas las culturas y regiones (Arbeit y
col. 1988; Camargo y col. 1999; Ahuja y Per-
loff 2001; Bello y Al Hammad 2006; Higdon y
Frei 2006; Meltzer y col. 2008, Olmos y col.
2009, Temple 2009; Feferbaum y col. 2012).
La ingesta de cafeina en los nifios es muy va-
riable y va a depender del perfil de consumo
de las distintas bebidas que la contienen.
Son numerosos los estudios que relacionan
al consumo de cafeina con distintos proble-
mas de salud en niflos y adolescentes, como
alteraciones en el comportamiento (Castella-
nos y Rapoport 2002; Temple 2009; Temple
y col. 2009), alteraciones cardiovasculares
(Turley y col. 2008; Temple y col. 2010), alte-
raciones del suefio (Calamaro y col. 2012), sin
embargo, son escasos los trabajos que pro-
porcionan informacion cuantitativa acerca de
la ingesta de cafeina en estos grupos etarios
(Olmos y col. 2009; Temple y col. 2010).

En relacién a la informacién cuantitativa obte-
nida en este estudio, lo primero para destacar
es que el 50 % de los nifilos de hasta 2 afios
evaluados, nunca habian consumido bebidas
con cafeina, mientras que, de los de 3 anos
en adelante, mas del 90 % si consumieron
regularmente alguna bebida con cafeina. Se
hace evidente que, entre los 2 y los 3 afios, se
produce un cambio en cuanto al consumo de
bebidas con cafeina. Por otro lado, las inges-
tas promedio calculadas para los nifios y ado-
lescentes evaluados resultaron ser superiores

a las reportadas por otros autores para otros
paises. En esta comparacién (Tabla 6) se con-
sideraron: una recomendacion (Health Canada
2013) y siete estudios, tres de Estados Unidos
de América (Ellison y col. 1995; Skinner y col.
2000; Warzak y col 2011), uno de Espana (Par-
do Lozano y col. 2007), uno de Peru (Osada y
col. 2008), uno del Reino Unido de Gran Bre-
tafa (Heatherley y col. 2006) y uno de Croacia
(Valek y col. 2004), cada uno abarcé un grupo
etario en particular, salvo el caso del estudio
de Pardo Lozano y colaboradores donde se in-
forma un valor de ingesta promedio de 1 mg/
kg/dia para la franja de menores de 18 afos.
En otros dos estudios realizados en Estados
Unidos de América en adolescentes de entre
12 y 18 afios (Bernstein y col. 2002; Calama-
ro y col. 2009) se informaron ingestas prome-
dio superiores a las obtenidas en este trabajo,
aunque en el caso del estudio realizado por
Bernstein y colaboradores (2002) el promedio
corresponde a adolescentes que fueron con-
vocados por ser consumidores de cafeina, lo
cual pudo resultar en un valor no representa-
tivo de la poblacién total de esa franja etaria.
No se encontrd asociacion entre el género y
la ingesta diaria de cafeina lo cual coincide
con lo encontrado por otros autores (Ellison
y col. 1995, Valek y col. 2004, Temple y col.
2009) para algunas de las mismas franjas eta-
rias. Sin embargo, a diferencia de lo reporta-
do por estos mismos autores, en este trabajo
las ingestas promedio de las mujeres fueron
mayores a las de los varones (diferencia esta-
disticamente no significativa).

Tabla 6. Ingestas promedio obtenidas en este estudio, segun las
distintas franjas etarias, y comparacion con otros paises.

Health Estados Estados Estados - . : ; ;
Edad  Ingestas promedio ~ Canada Unidos Unidos Unidos (PaErdscE) f:zaano (o:dearu col Fff;:?hi:'do (VC;L:)kaczl
(afios) (mg/dia y mg/kg/dia) 2013 (VEylw:%% g)coL (:swlg%%%o{ col. i\g\llarizoa?k‘]); ¥ col. 2007) o0 g’) iy 56661) y W%b{)
hasta 2 11 0,8 2 a 3 afios,
4 a 6 afios, 38a134
3a5 43 2,3 hasta 45 mg/dia
mg/dia 2a10 (n=124)
7 a 9 afios, afios,16
hasta 62,5 mg/dia 9 a 11 afios
6a12 76 24 mg/dia; (n=96) 5a12 menores de 122 109"
’ 10a12 afios, 52 a 18 afios 1 mg/dia (n=26)
afos, hasta 109 mg/dia mg/kg/dia
85 mg/dia (n=228)
14 a 15 afios,
59,8 a 64,6
13a17 132 2,3 13 afios y mg/dia (1 a
mayores, 1,1 mg/kg/dia)
hasta 2,5 (n=571)
mglkg/dia 17 a 23 afios
18a20 233 3,8 '

147 mg/dia
(n=348)
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Las bebidas que se mostraron como princi-
pales contribuyentes a la ingesta promedio
de cafeina fueron las bebidas cola, lo cual
coincide con lo informado por otros autores
(Ellison y col. 1995, Bernstein y col. 2002, Va-
lek y col. 2004, Pardo Lozano y col. 2007). La
diferencia que se observa en Argentina con
respecto a otros paises radica en la contribu-
cién del mate, sobre todo en las edades ma-
yores donde se muestra como contribuyente
mayoritario (del 18 al 28 %). Por otro lado,
el consumo de bebidas energizantes fue muy
bajo en la poblacion estudiada (7 %) en rela-
cién a lo publicado para otros paises (entre
30y 50 %) (Seifert y col. 2011).

No se encontraron trabajos que relacionen la
ingesta de cafeina con el NSE para la pobla-
cion infantil o adolescente. La mayor ingesta
observada en este estudio para el NSE bajo no
ha sido descripta previamente, sin embargo,
en un trabajo realizado por Kyle y col. (2010)
se obtuvo la misma asociaciéon en adultos
mayores. La asociacién observada no pudo
explicarse por la composiciéon de la ingesta,
ni por ninguno de los otros factores analiza-
dos (edad, género o lugar de residencia).

La asociacion entre la ingesta diaria de cafeina
y el lugar de residencia no mostré diferencias
entre CABA, Conurbano y PBA, y el interior del
pais. Sin embargo, al contrario de lo esperado,
el mate fue el contribuyente mayoritario en CA-
BA con mas del 40 % del aporte, mientras que
en el interior del pais el aporte fue del 30 %.
La influencia de la ingesta de cafeina en la
duracion y la calidad del suefio de nifos y
adolescentes ha sido descripta en varios tra-
bajos. Orbeta y col. (2006) concluyeron que
una ingesta alta (considerando como alta el
cuartil superior) de cafeina en adolescentes
(principalmente a partir de gaseosas) se co-
rrelacioné con dificultad para dormir. Otro
estudio, que analiz6 el estilo de vida de los
adolescentes, con ingesta promedio de ca-
feina de 144 mg/dia (Calamaro y col. 2009),
encontrd que el 80 % de los adolescentes es-
tudiados dormian menos de 8 h diarias y el 33
% mostré dificultades en el suefio. Drescher
y col. (2011) encontraron asociaciéon entre
el consumo de cafeina y la disminucién del
tiempo de sueno pero solo en adolescentes
(mayores de 13 afos). Sin embargo, en nues-
tro estudio no se encontrd relacion entre la
ingesta de cafeina y las horas de suefio, ni
siquiera para los grupos con ingesta extrema
(percentiles 95 a 100). Solo en el caso de la
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franja etaria de 18 a 20 afnos se observd una
disminucion significativa en la duracion pro-
medio del suefio para el grupo de individuos
con ingesta extrema.

Si bien los resultados obtenidos en este es-
tudio se obtuvieron a partir de un niumero pe-
queno de datos, su distribucion entre sexos,
NSE y grupo etario dentro de la poblacién ob-
jetivo, asi como la falta de informacién local
en relacion a la distribucion y composicién de
la ingesta de cafeina en nifios y adolescentes
los hace valiosos.

Como conclusiones de este trabajo es per-
tinente destacar que se logré caracterizar
la composicién de la ingesta de cafeina en
cuanto a sus contribuyentes mayoritarios y
minoritarios, informacién de suma utilidad
para, en caso de ser necesario, implemen-
tar acciones o politicas que resulten en una
disminucion de la ingesta. Particularmente
paraddjico resulta que la duracion del sue-
fo, el marcador de efecto evaluado en este
estudio, no mostré asociacion con la inges-
ta de cafeina. Por ultimo, si bien es posible
clasificar a las ingestas promedio obtenidas
en este estudio como elevadas, con respecto
a las reportadas para otros paises, se debe
considerar que no se ha definido un valor
de ingesta diaria recomendada para nifios y
adolescentes.
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Metallothionein and lipid peroxidation as markers to assess health
status of chronically oiled Magellanic penguins in Argentina
Metalotioneinas y peroxidacion lipidica como marcadores para determinar el estado
de salud del Pingiiino Magallanico crénicamente empetrolado en Argentina
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Abstract. Chronic oiling affects seabirds, with short (individual survival) and long-term (dynamics of population) effects. Magellan-
ic penguin is the most affected species in Argentina. The aim was to evaluate the use of blood biochemical-molecular biomarkers
(MT and TBARS) to assess health status of Magellanic penguin exposed to chronic environmental oiling, in addition with routine
hematological analyses (differential WBC count and PCV). Oiled specimens presented significant higher RBC metallothionein and
TBARs concentrations than those from shelter; while routine hematological parameters were within normal levels for penguins and
did not show any difference between both groups. These results demonstrated the higher sensibility of both biomarkers, evidenc-
ing effects on health status by chronic oiling; furthermore, they are the first report in blood metallothionein and oxidative stress in
S. magellanicus. These studies will be useful for a better assessment of the health condition in rehabilitation centers (short term);
and, as early warning signals in natural colonies (long term).

Keywords: Chronic oiling; Metallothionein; Lipid peroxidation; Magellanic penguin.

Resumen. El empetrolamiento cronico afecta a las aves marinas, con efectos a corto (supervivencia del individuo) y largo plazo
(dinamica de la poblacién). El pingiiino de Magallanes es la especie mas afectada en Argentina. El objetivo fue evaluar el uso de
biomarcadores bioquimicos-moleculares (MT y TBARS) en sangre para evaluar el estado de salud del pingliino de Magallanes
expuesto a empetrolamiento crénico ambiental, ademas de los analisis hematolégicos de rutina (recuento diferencial de leuco-
citos y hematocrito). Los ejemplares empetrolados presentaron concentraciones significativamente mayores de metalotioneinas
en fraccién celular y peroxidacion lipidica que aguellos de albergue; por el contrario, los parametros hematolégicos de rutina es-
tuvieron dentro de los niveles normales para los pingliinos y no mostraron ninguna diferencia entre los grupos. Estos resultados
demuestran la mayor sensibilidad de los dos biomarcadores, evidenciando efectos del empetrolamiento crénico sobre el estado
de salud; ademas, este es el primer reporte de concentraciones de metalotioneinas en sangre y el estrés oxidativo en S. magella-
nicus. Estos estudios son de utilidad para una mejor evaluacién del estado de salud en los centros de rehabilitacién (corto plazo);
y, como sefales de alerta temprana en las colonias naturales (largo plazo).

Palabras clave: Empetrolamiento crénico; Metalotioneinas; Peroxidacién lipidica; Pingliino magallanico.

Introduction

Biomarkers are responses of organisms to
environmental stress, considering it as a de-
stabilization of the dynamic equilibrium (ho-
meostasis). These responses are consid-
ered as “early warning signals”, due to they
are manifested at the slightest sign of envi-
ronmental disturbance. The determination
of thiobarbituric acid reactive substances
(TBARs) is one of the methods to assess
oxidative stress caused by different stress-
ors. TBARS are indicative of the formation

of malondialdehyde (MDA), an end-product
of membrane lipid peroxidation; therefore, it
is considered as biomarker of effect for this
kind of stress (Janero 1990). Metallothioneins
(MT) are low-molecular weight proteins rich
in cysteine that bind metals and are found in
all animal phyla. MT plays a primary role in
the homeostasis of essential metals, such as
copper (Cu) and zinc (Zn). However, nones-
sential metals, particularly cadmium (Cd), are
also able to induce MT synthesis (Roesijadi
1996; Amiard et al. 2006). On the other hand,
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hematological parameters, mainly differential
white blood cells (WBC) counts and packed
cell volume (PCV) are traditionally considered
as indicators of health status in birds (Moreno
et al. 2002; Russell et al. 2003).

Chronic oil pollution (small but frequent dis-
charges) accounts the most petroleum pollu-
tion in the ocean (USNRC 2003). Seabirds are
one of the most vulnerable groups of marine
animals affected by oil pollution (Clark 1984;
Dunnet 1987; Piatt et al. 1990). Oil destroys
the water-proofing quality of the feathers and
cause loss of buoyancy and insulation (Am-
brose 1990). Their feeding is reduced or ab-
sent, further weakening their body condition
and fat reserves. If close to shore, birds may
choose to go on land to escape or reduce the
effects of hypothermia (Camphuysen 2006).
It was also reported that oiling can cause
skin irritation, ulceration in eyes, skin, mouth
and nose, poisoning and intoxication in birds
(Leighton 1986, 1993; Balseiro et al. 2005;
AMSA 2007). Furthermore, it can depress
avian immune system (Briggs et al. 1997) re-
sulting in increased parasitic diseases (Gan-
dini et al. 1994). QOiling has also been linked
to oxidative stress (Reish et al. 1999; Pérez
et al. 2010). It has been proposed that oxi-
dative damage during development may po-
tentially constrain organisms’ fitness in adult-
hood (Mangel and Munch 2005) being a key
element of the population dynamics (Noguera
et al. 2011).

Penguins are most vulnerable and sensitive
to oil pollution than other seabirds, since they
don’t fly and are less able to detect and avoid
petroleum than other seabirds (Gandini et al.
1994). Along the coast of Argentina, chron-
ic oil pollution is the main problem that pen-
guins have to face (Gandini et al. 1994); and
the Magellanic penguin (Spheniscus magel-
lanicus) is the most abundant species in this
area. They have a non-breeding season be-
tween April and September, where they mi-
grate from colonies in the south of Argentina
to Buenos Aires province, Uruguay and Brazil,
in the north. These migratory routes in the At-
lantic Ocean overlap with heavy maritime traf-
fic and petroleum development (Stokes and
Boersma 1998; Ptz et al. 2000). Magellanic
penguin conservation status is Near Threat-
ened (UICN 2014). On the other hand, oil pol-
lution is likely contributing to the long-term
decline at the largest Magellanic penguin
colony at Punta Tombo, Argentina, where ac-

tive nests have declined over 20% since 1987
(Boersma 1997; 2008). It has even been re-
ported that there may be a reduction of cir-
culating hormones affecting reproduction of
Spheniscus magellanicus (Fowler et al. 1995).
Therefore, due to the stress affects develop-
ment and reproduction in animals and that their
effects involve the conservation of species, the
aim of this study was to evaluate the use of
blood biochemical-molecular biomarkers (MT
and TBARs) to assess health status of Magel-
lanic penguin exposed to chronic environmen-
tal oiling, in addition with routine hematological
analyses (differential WBC count and PCV).

Materials and methods

Sampling

The animals were cared for in accordance
with guidelines of the Institutional Commit-
tee for Care and Use of Laboratory Animals
of Mar del Plata University (CICUAL) based
on the “Guide for the Care and Use of lab-
oratory Animals” (2010, 8th Edition, Nation-
al Research Council, The National Acad-
emies Press, Washington DC) and Directive
2010/63/UE of the European Parliament and
of the Council on the protection of animals
used for scientific purposes.

Peripheral blood samples of adults oiled, re-
covering and shelter penguins from Fundacion
Mundo Marino (FMM, San Clemente del Tuyq,
Argentina) were taken during May-July 2011.
The average height of all penguins was 45 cm,
and the average weight of oiled penguins was
between 2 and 3 kg, while penguins in recov-
ery and shelter were between 3 and 5 kg.
Oiled penguins (OLP; N=20) were rescued by
the FMM in the beaches of Buenos Aires prov-
ince (36 ° 22 'S/ 56 ° 44' W), Argentina; and
corresponded to individuals in non-breeding
season, during their trophic migration from
reproductive colonies of southern Argentina
(Figure 1). OLP came ashore as results of
their disability for thermoregulate. They were
partially covered with oil and without compro-
mise of the digestive system. Sampling was
performed before washing them. Recovering
penguins (RECP; N=27), which had been pre-
viously oiled, were treated in the rehabilitation
center to be successfully reintegrated into the
environment; they were sampled before re-
integration. And finally, 64 penguins, which
lived in FMM shelter (SHEP), were also sam-
pled. They lived in a stable colony and they
reproduced successfully.
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Figure 1. Distribution of breeding colonies
of S. magellanicus in the southern coast
of Argentina, showing trophic migration

and oil activity area in Argentina shelf.

Blood was obtained by drawn from the meta-
tarsal vein of the hind leg. One (1) ml of blood
was collected in clean microcentrifuge tubes
to obtain serum samples and another ml of
blood was collected in tubes containing sodic
heparin for red blood cell (RBC) fraction. All
tubes were immediately centrifugated for 10
min at 3000 rpm for blood separation. After
this, samples were frozen with liquid nitrogen
and storage at -80°C until processing.

At the same time, a thin layer of blood was
smeared on individual slides, air-dried, fixed
in situ with methanol and, once in the labora-
tory, they were stained with Giemsa for 45 min.
Slides were observed at microscope (1,000x
with oiled immersion) to perform differential
WBC count and quantify the relative percent-
age of the most abundant cells in avian blood:
heterophils (H) and lymphocytes (L) (Clark et
al. 2009). PCV was quantified by determining
the microhematocrit technique; results provid-
ed by the Rehabilitation Centre of FMM.

Lipid peroxidation (LPQO)

MDA, as final product of LPO, was measured
by the TBARS assay, according to the meth-
od described by Oakes and Van Der Kraak
(2003) with modifications to avoid pyridine.
Briefly, 100 pl of serum were homogenized in
1.15% KCI containing butlylated hydroxytolu-
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-40°0'0"S

-50°0'0"S
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ene (BHT) as antioxidant to prevent formation
of TBARS in sample manipulation. After that,
butanol was added and the homogenate was
centrifugated, the immiscible organic layer
was removed and the formed chromogen was
measured by UV-Vis Spectrometry at 532 nm.
The concentration was expressed as nmol of
TBARS per pl of serum, which was calculated
using the ¢ =155 mM-'cm (Kosugi et al. 1991).

Metallothionein assay

The MT assay was performed according to the
spectrometric method described by Viarengo
et al. (1997). The absorbance was read at 412
nm, and MT concentration was quantified us-
ing reduced glutathione (GSH) as a reference
standard. The amount of MT was calculated
based on cysteine content in rabbit (18 cyste-
ines/mol), assuming a similar SH group con-
tent in Magellanic penguin MT. Concentration
was reported as nmol MT per pl of RBC.

Metals determination

Cu and Zn concentration was determined by
Atomic Absorption Spectrometry (Perkin-El-
mer Analyst 300, Massachusetts, USA). Sam-
ples were digested with perchloric and nitric
acid (1:3) according to the FAO/SIDA method
(1983). A Certified Reference Material LUTS-
1 (Lobster hepatopancreas from the Nation-
al Research Council of Canada) was used to
validate results. A blank, treated under the
same conditions of samples and Certified
Reference Material, was also performed. Re-
sults were expressed in ug per ml RCB.

Statistical analyses

The statistical analyses were performed using
the software Statistica® 6.0 (Statsoft, Inc.). The
differences between states were checked by
the parametric ANOVA test, being previously
ascertain the variance homogeneity by Lev-
ene’s test. The significance level was p<0.05.
The Pearson correlation test was performed be-
tween Zn and Cu concentration vs. MT levels.

Results and Discussion

Metallothioneins and essential metals

MT blood levels reported here for S. magellani-
cus constitute the first record for penguin spe-
cies. OLP presented higher (p<0.0001) RBC
MT levels (48.1+£15.8 nmol.ml") than RECP
(23.0£15.0 nmol.mlI'") and SHP (17.8+11.1
nmol.ml) (Figure 2a); there were no statisti-
cal differences between RECP y SHP.
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Figure 2. MT (nmol.ml""; A) and Cu and Zn (ng.ml"; B) concentrations in RBC according
to states in S. magellanicus. *indicated significant difference with SHP.

MT are cytosolic proteins characterized by a
high content of thiol groups (-SH) due to the
high percentage of cysteine residues, binding
up to seven atoms of divalent metals. They
are involved in the homeostasis of essential
metals such as Cu and Zn, and their detoxifi-
cation when they are above physiological lev-
els, and those non-essential highly toxic met-
als (Vallee 1995).

MT synthesis could be induced by physic and
physiologic stress conditions such as fast-
ing and starving, like a mechanism for con-
servation of metals in the body (Richards et
al. 1987; Debacker et al. 2001; Kondoh et al.
2003) but MT were not seem to be induced
by a normal dietary intake of essential metals
(Coyle et al. 2002). It has been reported that
oiled specimens come ashore, and as a re-
sult, there is a reduction in the feed rate caus-
ing starvation and decreased body weight
(Culik et al. 1991). This situation could lead to
the MT levels found in the different states in
Magellanic penguins.

Zn concentrations were significantly high-
er than those from Cu for all studied states
(p<0.05) (Figure 2b). Cu and Zn had an im-
portant role in biochemical functions (Ma and
Betts 2000). In the blood of birds, the essen-
tiality of Zn is directly related to the activ-
ity of carbonic anhydrase (Holm et al. 2001),
meanwhile, Cu is linked to the maintenance of
blood vessel resistance and synthesis of he-
moglobin (Harris 2001). While both metals are

essential, Zn participates in the activation of a
significantly higher number of enzymes com-
pared to Cu (over 300 enzymes) (Sandstead
1978). The mentioned situation could be re-
sponsible for the presence of higher Zn than
Cu concentrations in Magellanic penguin.
Significantdifferencesbetweenpenguingroups
were found for each metal. Zn and Cu levels
were higher (p<0.05) in SHP (14,700+3,122
ng.ml; 948+197 ng.ml' respectively) than
OLP (Zn=661+190; Cu=377+188 ng.ml-1) and
RECP (Zn=357+137; Cu=172+57 ng.ml-1)
(Figure 2b). Richards et al. (1986) reported
that Zn and Cu blood concentration in turkey
decline in 58% and 63%, respectively, after
a period of starvation. Therefore, a re-feed-
ing after this period did not show a return of
metals concentration to control levels. On the
other hand, it has been reported that excre-
tion of Zn and Cu increase drastically during
starvation (Jackson et al 2006). Therefore, it
is not surprising to find lower concentration
of these essential metals in OLP and RECP
compared to SHP.

Zn and Cu levels were significant higher
(p<0.05) in OLP compared to RECP. The main
effect of oiling in birds is the change in feath-
ers’ structure, losing impermeability with the
consistent disability of thermal isolation and
producing hypothermia (Jenssen 1994). There
is an increase in metabolic rate to counteract
the decrease of body temperature affecting
buoyancy (Culik et al. 1991). In fact, on land,
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increased heat loss results also in increased
metabolic rates and fat consumption. It is
known that essential metals, such as Zn and
Cu, are involved in maintenance of metabolic
rate (Klaasen 2001). For example Zn partici-
pates in the synthesis and degradation of car-
bohydrates, lipids, proteins and nucleic acids
(Parkin 2004); and Cu enzymes are involved in
a variety of metabolic reactions such as utili-
zation of oxygen during cell respiration (Valko
et al. 2005). Furthermore, both metals are also
required for synthesis and activation of an im-
portant enzyme, superoxide dismutase (SOD)
(Mozo et al. 2005; Sahin et al. 2009), which
is relevant in antioxidant systems. Therefore,
higher Zn and Cu concentration in OLP than
RECP could be due to the increased meta-
bolic rate for heat production.

MT pattern in RBC is correlated with Zn
(p<0.05; r=0.54) and Cu (p<0.05; r=0.72) con-
centration only in OLP and RECP. This result
evidenced that MT in RCB is related to the
requirements of these metals and they could
be good biomarkers of the condition index in
oiled and recovering penguins.

Lipid peroxidation

The information presented in this study is
the first report about biomarkers of oxidative
stress in blood of S. magellanicus, from Ar-
gentina. TBARs levels found in OLP (1.6+0.3
nmol.ul") and RECP (1.8£0.4 nmol.pl"") were
significantly higher (p<0.0001) than those
from SHP (0.3+£0.1 nmol.ul") (Figure 3).

nmol TBARs.ul" serum

* O Mean []+SE _T_ +SD

=

—+

oLP RECP SHP
state

Figure 3. TBARS concentrations (umol.pl-)
according to states in S. magellanicus.
*indicated significant difference with SHP.
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Oxidative stress results from a mismatch be-
tween the production of damaging reactive
oxygen species (ROS) and the organism's
capacity to mitigate their damaging effects
(Monaghan et al. 2009); and oxidants are gen-
erated from normal intracellular metabolism in
cells (Finkel and Holbrook 2000). It is a poten-
tially important physiological cost implicated in
life-history trade-offs (Monaghan et al. 2009)
and senescence (Finkel and Holbrook 2000).
While chronic exposure to oil is not lethal, even
brief exposure of migrating shore birds to re-
peatedly cleaned but re-oiled shorelines, could
lead to reduced survival during migration or
decreased reproductive success at nesting
grounds (Burger and Tsipoura 1998).

The relation between oiling and oxidative
damage is documented. Petroleum products
containing high concentrations of polyaro-
matic hydrocarbons which likely cause oxi-
dative damage to cellular organelles, mem-
branes and proteins (Newman et al. 1999;
Gonzalez 2005). Pérez et al. (2010) observed
an increase in lipid peroxidation levels in
gulls fed with a supplementary diet contain-
ing heavy fuel oil from the Prestige oil spill
compared to control; although they were not
statistically different, suggesting a protective
role of vitamin E as antioxidant. Despite the
direct effect of oil in the production of oxida-
tive damage, the situations mentioned in sec-
tion 3.1 (increased metabolic rate; starvation
and disability of thermoregulation) produce
an increase in the production of ROS and
this could be reflected in higher levels of LPO
(Lindgard et al. 1992; Finkel and Holbrook
2000; Mozo et al. 2005).

It had been reported that MT could act as part
of the antioxidant system (Prior and Cao 1999;
Viarengo et al. 2000; Sato and Kondoh 2002).
The pattern of MT and LPO observed in Mag-
ellanic penguin, suggested that MT had no role
in decrease oxidative damage levels, and they
were only involved with essential metals.
Based on the results, the oxidative damage
caused by chronic oiling could not be remedi-
ated with rehabilitation treatment, despite of
the recovery of homeostasis; suggesting that
other actions should be taken to reduce lev-
els of LPO in penguins, such as administra-
tion of antioxidants in food (e.g. vitamin E).

Hematological parameters
OLP and RECP showed similar patterns in
percentages of H and L (p>0.05) (Figure 4).
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Figure 4. Relative percentages of heterophils and
lymphocytes according to states in S. magellanicus.
*indicated significant difference with SHP.

Percentages of lymphocytes (OLP:
54.3+16.0%; RECP: 53.4+11.5%) were high-
er than heterophils (OLP: 40.5+14.7; RECP:
43.6+12.1) in both groups. These percentages
were within the parameters previously report-
ed for wild Magellanic penguins by Hawkey et
al. (1989), and other penguin species (Gentoo
-Pygoscelis papua- and Rockhopper penguin
-Eudyptes crestatus-; Hawkey et al. 1989).
Percentages of heterophils in SHP
(61.6+12.0%) were higher than those for
lymphocytes (38.3+12.4%) (p<0.05) (Figure
4). This situation was previously reported by
Hawkey et al. (1989) for captive rockhopper
and gentoo penguins, where H was the most
numerous white cell present in captive speci-
mens, in comparison with wild penguins,
where the most abundant WBC was lympho-
cyte. Stoskopf et al. (1983) and Villouta et al.
(1997) also reported higher H than L in cap-
tive African Blackfoot penguin (Spheniscus
demersus) and Humboldt penguin (Sphenis-
cus humboldti), respectively.

Clinical hematology is one of the most in-
formative procedures to assess health sta-
tus in birds (Bowerman et al. 2000; Moreno
et al. 2002; Russell et al. 2003; Quillfeldt et
al. 2004). Among them, PCV and leukocyte
count are the most frequently measured vari-
ables in wild bird health assessment, due to
they reflect the efficiency of oxygen carrying
capacity and the immune system status, re-
spectively (Artacho et al., 2007). Lymphocytes

and heterophils are the most abundant types
of leucocytes of avian blood, and changes in
these parameters can reflect responses of an
organism to stressful agents (Campbell 1995).
Therefore, differential cell count indicated
that no petroleum-induced inflammatory re-
sponse occurred in studied penguins, and H
and L percentages did not exceed reference
intervals for the species. Although avian spe-
cies can develop leukocytosis, heterophilia
and lymphopenia in association with stress
(Campbell 1995); these changes could not be
observed in this study.

There were not significant differences (p>0.05)
between states for PCV values (Table 7).

Table 1. Pack Cell Volume percentages
according to states in S. magellanicus.

State PCV (%)
OLP 42.9+5.7
RECP 41.8+4.7
SHP 44.0+3.2

These percentages were according with the
proportion reported for wild specimens of the
species (Hawkey et al. 1989), and in another
penguin species (Hawkey et al. 1989; Merino
and Barbosa 1997; Nicol et al. 1988).
Newman et al. (1999) also found no signifi-
cant differences between oil-exposed marine
birds and control for PCV and cell counts of
heterophils and lymphocytes, among other
blood parameters. These findings supported
the results of this study, indicating that tra-
ditional hematologic parameters were not
good biomarkers for chronic oiling affection
in Magellanic penguin as it was proposed by
international protocols (Russell et al. 2003).

Conclusion

MT y TBARS presented more sensibility to
chronic oiling in comparison with hematologi-
cal parameters, constituting good biomark-
ers of this problematic and an important tool
to implement in rehabilitation centers. These
types of analyses allowed a better under-
standing of the overall health status of pen-
guins. Therefore this information will allow to
improve the treatment (e.g., dietary supple-
ments rich in antioxidants such as vitamin E),
and to control in the evolution of penguins to
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be returned to the environment. These pa-
rameters could also be used as early warning
signals of potential problems in natural colo-
nies, to prevent effects on reproduction, sur-
vival and fitness.
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Resumen. El uso de biomarcadores hematoldgicos es importante para poder evaluar riesgos ambientales y la exposicion a sus-
tancias quimicas potencialmente téxicas y asi poder desarrollar medidas que sirvan como sefiales de alarma temprana en am-
bientes contaminados. El objetivo de este trabajo fue determinar biomarcadores hematoldgicos en el sapo comun Bufo (Rhinella)
arenarum que proporcionen informacién para el diagnéstico de la salud de distintos ecosistemas de la provincia de Cérdoba. Un
total de 93 individuos adultos de Bufo (Rhinella) arenarum fueron capturados en cuatro sitios de la provincia de Cérdoba y distin-
tas variables ambientales del agua fueron medidas en cada sitio. Las muestras de sangre se obtuvieron mediante la puncién de
la vena angularis. Luego fueron tefiidas con la tincién diferencial May Griinwald-Giemsa y fueron observadas mediante microsco-
pio Zeiss Primo Star iLED para realizar el conteo de glébulos blancos. Las variables ambientales del agua mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre las poblaciones, se registraron valores menores en “Alpa Corral”, mientras que “Villa Dalcar”
presentd los mayores valores para dichas variables. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre localida-
des en el recuento de glébulos blancos (cada 1000 eritrocitos); sin embargo, en “Villa Dalcar” se registraron los ejemplares con
mayor cantidad de leucocitos en el conteo de glébulos blancos (425,48 + 481,34). Mientras que para la formula leucocitaria, los
linfocitos fueron las células méas abundantes para los ejemplares de todos los sitios; encontrandose diferencias estadisticamente
significativas entre cada localidad y “Alpa Corral”. Los ejemplares de “Villa Dalcar” presentaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas en relacion a los monocitos y basofilos, registrandose altos valores para ambas células en los ejemplares de este sitio;
mientras que en los ejemplares de “Cultivo” las diferencias se encontraron en eosindfilos y la relacién neutréfilos/linfocitos. Estos
resultados revelaron que de las cuatro localidades analizadas, “Villa Dalcar” representa la mas afectada por las actividades an-
tropicas. Estas variaciones registradas en los parametros hematolégicos podrian considerarse evidencia de la posible presencia
de agentes contaminantes en el lago “Villa Dalcar”.

Palabras claves: Biomarcadores; Leucocitos; Vena angularis; Bufo (Rhinella) arenarum.

Abstract. Hematologic biomarkers are important to assess the environmental and health risks of exposure to potentially toxic
chemicals, and for developing measures that serve as early warning signals in polluted areas. The aim of this study was to deter-
mine hematologic biomarkers of common toad Bufo (Rhinella) arenarum that provide information for the diagnosis of the health
of ecosystems of Cérdoba province. A total of 93 adult individuals of Bufo (Rhinella) arenarum were collected from four sites of
Cérdoba Province and hydric environmental variables were measured on each site. Blood samples were obtained by angularis
vein puncture, smears of fresh blood were stained with May Griinwald-Giemsa and observed by using a microscope Carl Zeiss
Primo Star (Pack 5), for white blood cell count. Water environmental variables showed statistically significant differences among
localities, with the lowest values in “Alpa Corral” and highest values in “Villa Dalcar”. There were no statistically significant differ-
ences among individuals of different sites for white blood cells count. However, individuals from "Villa Dalcar" showed the highest
number of white cells (425.48 + 481.34). In the leukocyte formula, lymphocytes were most abundant white blood cells in individu-
als from all study sites. The blood parameters of toads from all sites showed statistically significant differences with individuals
from “Alpa Corral”. "Villa Dalcar" Individuals exhibited significant differences in relation to monocytes and basophils with the high-
est values for both cell types. “Cultivo” locality showed significant differences for eosinophils and for the relationship neutrophils/
lymphocytes. These results revealed that “Villa Dalcar” represent the site most affected by human activities. In particular, changes
recorded in hematological parameters could be giving evidence of the possible presence of contaminants in Lake “Villa Dalcar”.

Keywords: Biomarkers; Leukocytes; Angularis vein; Bufo (Rhinella) arenarum.
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Introduccién

Las poblaciones de anfibios estan disminu-
yendo en todo el mundo, con un 32 % de es-
pecies en peligro de extincién y el 43 % de las
especies en riesgo (Stuart y col. 2004). Esta
creciente reduccion, advertida en las pobla-
ciones de anfibios (Collins y Crump 2009), ha
generado en los cientificos un interés acer-
ca de las posibles causas de dicho fenéme-
no (Burkhart y col. 2003; Blaustein y Dobson
2006; Henle y col. 2008). Entre las cuales se
pueden citar, las originadas por factores que
actuan de manera global y simultanea como el
aumento de la radiacion ultravioleta, relaciona-
da a su vez con el adelgazamiento de la capa
de ozono, el uso indiscriminado de plaguici-
das, los multiples y complejos procesos que
resultan en el cambio climatico, etc. (Lavilla
2001; Lavilla y Heatwhole 2010). Sin embargo,
las declinaciones poblacionales en anuros son
el resultado de la accién sinérgica de diversos
factores, no solamente a escala mundial sino
también algunos a nivel local, como la conta-
minacién del agua, fragmentacién de habitats
naturales, etc. (Ross y Stephen 1999; Branch
y Hokit 2000; Lavilla 2001; Belden y Blaustein
2002; Blaustein y Kiesecker 2002; Blaustein y
Belden 2003).

La pérdida de habitats originales que sufren
estas especies parece ser el factor mas im-
portante que lleva a disminucién de su tamano
poblacional, asi como también, su baja capa-
cidad de recolonizar areas después de extin-
ciones locales (por presentar baja movilidad y
filopatria), agregan mas factores a la declina-
cién de las poblaciones de anfibios (Blaustein
y col. 1994; Alford y Richards 1999; Houlahan
y col. 2000; Kiesecker y col. 2001), lo cual in-
dica que cada vez resulta mas esencial incre-
mentar el conocimiento de la diversidad de
anfibios y generar la informacién de base para
avanzar en acciones especificas de conserva-
cién (Vaira 'y col. 2012).

Sin embargo, muchas veces estas medidas
se encuentran limitadas por la falta de cono-
cimiento sobre las especies y su distribucion,
asignando un gran numero de ellas a la cate-
goria “insuficientemente conocida” (Ubeda y
Grigera 2003; Sanabria y Quiroga 2009).

En este contexto, varios trabajos indican que
la pérdida de habitat como resultado del de-
sarrollo de la agricultura puede contribuir a la
regresion de la diversidad de anfibios anuros
en algunos lugares debido al mayor laboreo
de los suelos y la consiguiente pérdida de ma-

teria organica, aumento de la compactacion,
disminucién de la capacidad de retencion por
pastoreo del ganado, erosion de cabeceras de
cuencas, y aumentos de contaminaciéon qui-
mica por plaguicidas y fertilizantes (di Tada y
col. 1996; Wake 1998; Lavilla 2001; Davidson
y col. 2002; Lajmanovich y col. 2002, 2003;
Stuart y col. 2004; Beebee y Griffiths 2005;
Peltzer y col. 2006; Stuart y col. 2008; Collins
y Crump 2009; Bionda y col. 2012).

En Argentina, la expansion de los sistemas
agricolas modernos y la urbanizacién extre-
ma, ha simplificado el paisaje (McLaughlin y
Mineau 1995) ademas de liberar una amplia
gama de pesticidas que se utilizan comun-
mente, afectando la biodiversidad de los an-
fibios anuros (Alford y col. 2001; Kiesecker y
col. 2001; Christin y col. 2003; Cabagna y col.
2005; De Sa 2005).

Los anfibios anuros, representan un grupo
particularmente sensible a contaminantes
ambientales debido a su doble ciclo de vida
(acuatico y terrestre) y su piel muy permeable
que intercambia materiales con el medio (Wel-
sh y Ollivier 1998; Manzanilla y Péfaur 2000;
Cabagna y col. 2005; Lascano y col. 2009;
Blaustein y col. 2011) por lo que resultan ser
buenos bioindicadores de la salud ambiental
(Young y col. 2004).

Los cambios en los parametros sanguineos
pueden ser Utiles en algunas especies como
marcadores bioquimicos de la toxicidad de
ciertos productos quimicos (Haratym-Maj
2002).

Entre los anfibios anuros, el recuento diferen-
cial de globulos blancos representa una aler-
ta temprana de exposicién a distintos agen-
tes contaminantes antes de que puedan ser
detectadas respuestas a nivel de comunidad
y ecosistema (Peri y col. 1998; Davis y col.
2004).

El objetivo de este trabajo fue determinar bio-
marcadores hematolégicos del sapo comun
Bufo (Rhinella) arenarum que proporcionen in-
formacién para el diagnostico de la salud de
los distintos ecosistemas de la provincia de
Cordoba.

Materiales y métodos

Se escogieron cuatro sitios, tres de ellos cons-
tituyen ambientes urbanos y periurbanos con
distintos tipos y grados de alteracion ambien-
tal. La importancia en la seleccion de dichos
ambientes para el presente estudio, se basa
en los antecedentes de estudios previos so-
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bre modificaciones en los parametros pobla-
cionales en distintas especies de anfibios, asi
como cambios en las propiedades de las co-
munidades, posiblemente por el grado de alte-
raciéon ambiental (Bionda y col. 2011a, 2011b;
Bionda y col. 2012a, 2012b; Pollo y col. 2012;
Bionda y col. 2013). El primer sitio de estudio
corresponde al Rio Barrancas (“Alpa Corral”,
32° 42° S 64° 42° O; 880 msnm) considerado
como el sitio de menor grado de alteracion.
La eleccion de dicho sitio se debié a que el
Rio Barrancas pasa por la localidad serrana de
“Alpa Corral”, donde por tratarse de un lugar
turistico, existen distintas politicas de conser-
vacion del ambiente con fines de preservar las
condiciones naturales autéctonas del lugar.
Otro aspecto a tener en cuenta es el hecho de
que los efluentes cloacales no se destinan al
rio, sino a pozos ciegos y ademas, actividades
antropicas como la agricultura y ganaderia se
encuentran alejadas de dicho sitio. El segundo
sitio pertenece al sistema de charcas, ubica-
do en el Campus de la Universidad Nacional
de Rio Cuarto, (“Charco de las Brujas”, 33° 10°
S- 64° 20" O; 420 msnm). El tercer sitio fue el
lago artificial “Villa Dalcar”, ubicado dentro del
ejido urbano de la ciudad de Rio Cuarto (33°
07" S, 64° 20" O; 438 msnm), y por ultimo, el si-
tio llamado “Cultivo”, que posee una pequefna
charca ubicada en un area de cultivo de 9 ha
de superficie en cercanias a la ciudad de Rio
Cuarto (33° 05’ S, 64° 26’ O; 467 msnm).

Los ejemplares de Bufo (Rhinella) arenarum
(Pyron y Weins 2011) fueron colectados en-
tre los afios 2010 y 2011 durante los meses
de septiembre y octubre, coincidiendo con el
periodo reproductivo de la especie. In situ se
registraron las siguientes variables ambienta-
les del agua: pH, temperatura, conductividad,
solutos disueltos totales y salinidad con equi-
po digital 35-Series TestsTM Multiparametro
35.425-10.

Luego se procedid a la extraccion de sangre
mediante la puncién de la vena angularis (N6-
ller 1959). Esta metodologia, contraria a la ex-
traccion de sangre mediante puncién cardia-
ca, elimina por completo la probabilidad de
muerte del individuo contribuyendo asi a la
conservacion de la especie.

Se realizaron frotis sobre portaobjetos, de-
jandolos secar a temperatura ambiente, para
luego ser tefidos con tincion diferencial May
Grinwald-Giemsa. Inmediatamente después
de la extraccion los animales fueron restituidos
al sitio donde fueron capturados. Los prepara-
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dos se observaron con microscopio Zeiss Pri-
mo Star iLED a 40X para realizar la descripcion
de leucocitos (Linfocitos, Monocitos, Neutro-
filos, Eosindfilos, Basofilos), considerando
las caracteristicas morfolégicas de acuerdo a
Hadji-Azimi y col. (1987); Coppo (2003) y Jill
Heatley y Johnson (2009).

Se calculdé el numero total de leucocitos en
relacion a 10.000 células rojas (eritrocitos) en
base a la metodologia usada por Davis y col.
(2004). Se determiné el indice neutrdfilos/lin-
focitos (N/L), propuesto como medida de los
individuos en repuesta al estrés (Davis y col.
2008) y el indice de lobularidad (IL=numero
de lébulos contados/numero de neutrofilos
contados) para evaluar el grado de madurez
leucocitario (Garcia y col. 1997). Ademas, se
realizé un recuento de neutrofilos con nucleos
ahorquillados de acuerdo a Davis y col. (2004,
2008).

Para el tratamiento de los datos, se utilizé el
programa Statgraphics Plus 5.0. Se probé la
distribucién normal de los datos mediante la
prueba de Shapiro-Wilks. Luego se realiza-
ron analisis de ANOVA, con aquellas variables
donde se encontré normalidad y el analisis de
Kruskal-Wallis, para las variables que no pre-
sentaron una distribucién normal, para evaluar
diferencias entre sexos. Para la comparacion
del sitio control y los otros sitios se llevé a
cabo el Test Mann-Whitney.

Resultados

De todas las variables ambientales analiza-
das, la salinidad, conductividad y sélidos tota-
les del agua presentaron valores inferiores en
“Alpa Corral” con respecto al resto de los si-
tios estudiados; mientras que “Villa Dalcar” fue
el sitio que presentdé mayores valores (Figura
7). Los valores de pH del agua también fueron
altos en “Villa Dalcar”, de aproximadamente
9,775 con respecto al resto de los sitios. “Cul-
tivo” con valores de 9,000, “Alpa Corral” de
8,805 y “Charco de las Brujas” de 7,955.

No se encontraron diferencias estadisticamen-
te significativas (ANOVA y Kruskal-Wallis, p <
0,05) entre machos y hembras en el total de
leucocitos, ni en la formula leucocitaria, por lo
que los datos se analizaron sin diferenciacion
por sexo.

En la Tabla 1 se presentan los datos del total
de leucocitos para los sapos de cada sitio
de estudio. En la misma se observa que los
sapos de “Villa Dalcar” presentaron el mayor
promedio de leucocitos (425,48+481,34) con
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respecto a los sapos del resto de los sitios.
Sin embargo, no se registraron diferencias
estadisticamente significativas entre los
valores hallados en cada uno de los sitios y
en “Alpa Corral” (Test Mann-Whitney: “Villa
Dalcar”, p = 0,783, W = 218; “Charco de las
Brujas”, p = 0,999, W = 189,5; “Cultivo”, p =
0,936, W = 114,5).

Los porcentajes de cada una de las células de
la formula leucocitaria para los ejemplares de
cada sitio de estudio se muestran en la Tabla 2.
El indice N/L resulté de 0,321+0,307 para los
ejemplares de “Alpa Corral”’; 0,216+0,207 para
los de “Charco de las Brujas”; 0,286+0,308
para los de “Villa Dalcar” y 0,097+0,058 para
los de “Cultivo”.

1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100

Salinidad (ppm)

Conductividad (1 5. em-1)

E Alpa Corral
E Charco de las Brujas
B Villa Dalcar

H Cultivo

Solidos totales (ppm})

Figura 1. Grafico de salinidad, conductividad y sélidos
totales para cada uno de los sitios de muestreo.

4

Figura 2. a) Neutrdfilo unilobulado, b) neutréfilo bilobulado con
caracteristico puente de union entre los I6bulos, c) neutrdfilo trilobulado,
d) neutrdfilo tetralobulado y e) neutréfilo con nucleo ahorquillado.

- 28 -



Tabla 1. Promedios, desvios y rangos
del conteo de glébulos blancos/10000
eritrocitos para cada sitio de estudio.

SITIOS x+DE Rango

Alpa Corral 351,0+230,9 15-916

Charco de las Brujas 345,24+203,39 14-731
Villa Délcar 425,48+481,34 82-2418
Cultivo 345,7+208,6 83-795

En la comparacion de los tres sitios de estudio
con “Alpa Corral”, se observaron diferencias
estadisticamente significativas con las mues-
tras de los animales de “Cultivo” para los eo-
sindfilos y el indice N/L (p = 0,021, W = 175;
p = 0,014, W = 179); y con los ejemplares
de “Villa Dalcar” para basofilos y monocitos
(p =0,007, W =103,5; p = 0,001, W = 62,5).
En este estudio se registraron distintos tipos
de lobularidad para los neutrdfilos: unilobula-
do, bilobulado, trilobulado, tetralobulado y con
nucleo ahorquillado (Figura 2); pudiendo ob-
servarse también en baja proporcion formas
pentalobuladas.

Para la comparacién entre sitios, respecto al
indice de lobularidad, los ejemplares de “Char-
co de las Brujas” y “Cultivo” tienen valores si-
milares entre si (1,86 y 1,83, respectivamente)
mayores a los valores que presentan los ejem-
plares de “Alpa Corral” y “Villa Déalcar” (1,48 y
1,46, respectivamente). “Villa Dalcar” represen-
t6 el sitio con ejemplares de mayor cantidad
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de nucleos ahorquillados (6 nucleos) respecto
al total de neutrdfilos; para los ejemplares de
“Cultivo”, 5 nucleos ahorquillados; y para los
de “Charco de las Brujas” y “Alpa Corral” 3.

Discusion

Los estudios realizados sobre los parametros
hematoldgicos de anfibios se han intensifica-
do en las Ultimas décadas debido a su capaci-
dad para determinar la calidad de un ambien-
te. Dichos parametros hematoldgicos regis-
tran cambios a nivel molecular y celular de or-
ganizacion bioldgica (interaccién inicial de los
contaminantes con el organismo) y en base a
los cuales podemos desarrollar medidas que
sirvan como sefales de alarma temprana para
los niveles de organizacion superior (Bucheli y
Fent 1995; Cajaraville y col. 2000).

En lo que respecta a las variables ambienta-
les, los valores de pH para “Charco de las Bru-
jas” y “Alpa Corral” se encuentran aproxima-
damente dentro del rango éptimo (entre 6,5 a
8,5) de agua dulce para la sobrevida vy fisiolo-
gia en la mayoria de los organismos acuaticos;
mientras que para los sitios “Cultivo” y “Villa
Dalcar”, los valores resultan muy alcalinos.
Fuera del rango antes mencionado, los efec-
tos toxicos directos pueden ocurrir y los nive-
les de estrés seran altos (Addy y col. 2004).
En anfibios, los valores limites de pH para el
desarrollo normal se consideran un poco mas
acotados, en algunas especies se ha mencio-
nado un limite inferior de 6,3 y superior de 7,7
(Garcia y Fonturbel 2003).

Tabla 2. Promedios, desvios, rango y porcentajes de la formula leucocitaria para cada
sitio. (L=Linfocitos, N=Neutrdfilos, E=Eosindfilos, B=Basdfilos, M=Monocitos)

Charco de

Alpa Corral las Brujas Villa Dalcar Cultivo

x+DE 511,17+383,37 653,81+467,75 585,48+456,31 473,23+347,29
L Rango 9-1269 11-1684 33-1744 61-1135

% 76,10 77,65 68,00 84,73

x+DE 103,11+103,51 119,95+123,42 130,65+128,38 50,31+54,34
N Rango 6-396 1-493 10-482 5-190

% 15,35 14,25 15,17 9,01

x+DE 35,56+33,06 36,19+66,76 80,91+128,00 11,46+13,33
E Rango 0-122 1-304 1-427 1-48

% 5,29 4,23 9,40 2,05

x+DE 10,22+9,91 16,67+14,67 19,22+12,11 14,15+£9,94
B Rango 0-36 0-43 3-45 2-37

% 1,52 1,98 2,23 2,53

x+DE 11,67+8,56 15,38+12,78 44,74+32,72 9,38+8,70
M Rango 0-29 0-40 2-118 0-27

% 1,74 1,83 5,20 1,68
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La conductividad, por otro lado, es un para-
metro relacionado a los Sdlidos Totales. En
general, a medida que los Sdlidos Totales y la
conductividad se incrementan, aumenta la Sa-
linidad. De acuerdo a la OMS, la CEE (Comu-
nidad Econdmica Europea) establece para la
conductividad un valor guia para el agua po-
table de 400 uS/cm (OMS 2004). Esto indica
que los sitios “Charco de las Brujas” y “Alpa
Corral” presentan valores admitidos, mientras
que “Cultivo” y “Villa Dalcar” presentan valo-
res mayores.

Al igual que la mayoria de los trabajos relacio-
nados a hematologia sanguinea, no se regis-
traron diferencias estadisticamente significati-
vas con respecto al sexo (Atatlr y col. 1999;
Sevinc y Ugurtas 2001; Arserim y Member
2008; Davis y Durso 2009; Arikan y col. 2010;
Cabagna y col. 2011). En cuanto al conteo de
gldbulos blancos, si bien no se registraron di-
ferencias estadisticamente significativas entre
los distintos sitios de estudio y “Alpa Corral”,
el elevado numero de leucocitos (leucocitosis)
en los individuos de “Villa Dalcar”, podria estar
relacionado con el transporte de sustancias
por escorrentias de las zonas aledanas que in-
gresan al lago (Pollo y col. 2012).

La formula leucocitaria para Bufo (Rhinella)
arenarum en este estudio fue similar a la publi-
cada en otros trabajos (Varela y Sellares 1937;
Peri y col. 1998; Rosenberg y col. 2003; Ca-
bagna y col. 2005; Chiesa y col. 2006). Sien-
do la férmula leucocitaria de los individuos de
“Alpa Corral” la que mas se asemeja a los va-
lores considerados como basales o normales
para la especie (Varela y Sellares 1937). No se
registraron diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre sexos para cada tipo de células
en relacidon al conteo diferencial de glébulos
blancos al igual que lo observado en otros tra-
bajos (Davis y col. 2004; Cabagna y col. 2005;
Zhelev 2007; Cabagnay col. 2011).

Los linfocitos fueron los leucocitos mas abun-
dantes, sin embargo, una marcada disminu-
cién en el numero de los mismos (linfopenia)
se registro en las muestras de animales prove-
nientes de “Villa Dalcar” donde, esta combina-
cién con el aumento en el nimero de neutro-
filos (neutrofilia), puede ser interpretada como
signo de estrés (Davis y Durso 2009). Asocia-
do a esto, las muestras de “Cultivo” presenta-
ron la menor neutropenia.

Se ha demostrado que la exposicion a plagui-
cidas provoca alteraciones en la funcion inmu-
ne de los anfibios llevando a los individuos a

estar mas vulnerables a las infecciones bacte-
rianas y fungicas (Carey y col. 1999; Gilbertson
y col. 2003; Cabagnay col. 2005; Arikan 2010).
Las elevadas proporciones de monocitos y ba-
soéfilos encontradas en los individuos de “Villa
Dalcar” respecto a los de “Alpa Corral” puede
deberse a una respuesta a infecciones bacte-
rianas y a otros patdgenos, asi como también
al estrés (Turner 1988; Campbell 1996; Nava
y col. 2001; Davis y col. 2004). De acuerdo a
Zhelev (2007), una exposicion a largo plazo de
contaminantes produce necrosis que gene-
ra una mayor cantidad de desechos tisulares.
Consecuencia de esto, aumenta en el orga-
nismo la cantidad de monocitos en el torrente
sanguineo con un incremento en la fagocitosis
para eliminar dichos desechos. Mientras que
no esta claro el papel de los basdfilos en el
sistema inmune de los anfibios, por razones
desconocidas su numero varia en gran medida
entre las especies de anfibios en todo el mun-
do, desde el 57 % en el tritdn japonés Cynops
pyrrhogaster (Pfeiffer y col. 1990) hasta el 1 %
en Bufo alvarius (Cannon y Cannon 1979).

Los individuos de “Cultivo” presentaron el me-
nor porcentaje de eosindfilos respecto a los
ejemplares de los otros sitios, con diferencias
estadisticamente significativas respecto a los
de “Alpa Corral”. Los eosindfilos, se piensa
que estan involucrados en la respuesta inmu-
ne ante parasitos, siendo en los anfibios la me-
jor evidencia de esto (Turner 1988; Kiesecker
2002; Thrall 2004). Cuando no existen eleva-
das cantidades de parasitos para una deter-
minada especie, los eosinodfilos también pue-
den actuar para prevenir infecciones, al igual
que como medidas de estrés (Hills y col. 1948;
Gordon 1955; Cardinet y col. 1964). Trabajos
como el de Cabagna y col. (2005), registran
una disminucion en el nimero de eosinoéfilos
en sitios donde se practica cultivo intensivo
con soja transgénica; al igual que Kiesecker
(2002) quién también registra una supresion
del numero de eosindfilos por un pesticida,
causando un aumento en la susceptibilidad de
una especie de rana a infecciones generadas
por trematodos.

Los valores de N/L bajos para los individuos
de “Cultivo” pueden indicar inmunodepresion
(Harmon 1998). En los restantes sitios, a pe-
sar de no presentar diferencias significativas
respecto a “Alpa Corral”, presentaron valores
altos de N/L comparados con “Cultivo”. Esto
puede deberse a la manipulacion de los indi-
viduos, que provoca la liberacién de una gran
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cantidad de hormonas como producto del es-
trés. Dichas hormonas, como la corticosterona,
se sabe varian considerablemente los valores
de N/L (Davis y col. 2004, 2008). Otra causa,
se relaciona con el periodo reproductivo de la
especie, momento altamente estresante para
los anfibios (Davis y Maerz 2008b).

Con los aportes realizados por el presente es-
tudio, podemos indicar que “Villa Dalcar” y
“Cultivo” representarian los sitios mas altera-
dos por las actividades antropicas. Varios es-
tudios se han realizado en el lago “Villa Dalcar”,
relacionados con la muerte masiva de peces
(Mancini y col. 2000), el crecimiento de algas
(Novoa y col. 2011), registros de altas frecuen-
cias de micronucleos y anormalidades nuclea-
res en peces (Pollo y col. 2012) y altas tasas de
anormalidades morfolégicas en Bufo (Rhinella)
arenarum (Bionda y col. 2012) lo que estaria
demostrando el grado de contaminacion que
este sitio ha sufrido en los ultimos afos.

El numero de glébulos blancos en la especie
Bufo (Rhinella) arenarum parece ser un buen
biomarcador hematoldégico para ambientes
contaminados. Ademas, esta especie por pre-
sentar una amplia distribucién y por lo tanto
registrarse en una amplia variedad de am-
bientes, brinda una herramienta muy eficien-
te para la medicion de la calidad de distintos
ambientes.
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Resumo. Os flavonodides sdo um grupo de substancias naturais com estrutura fendlica variavel, e portanto, de consideravel in-
teresse cientifico e terapéutico. Assim, teve-se por objetivo realizar uma revisdo bibliografica, de forma extensa porém objetiva,
sobre as principais agdes terapéuticas e a toxicidade das principais classes de flavonéides. A partir desta revisdo da literatura,
verificou-se, em ensaios pré-clinicos, que estes compostos tem o potencial de modificar a biossintese de eicosanoides (respos-
ta anti-prostanoide e antiinflamatoria); de proteger o colesterol-LDL da oxidacéo (inibindo formacao de placa aterosclerotica);
de prevenir a agregacéo plaquetaria tendo efeitos anti-trombéticos; de promover o efeito anti-hipertensivo e anti-isquémico; de
regenerar antioxidantes primarios, como a vitamina C, no organismo; de ter efeito antipromocionais na carcinogénese de alguns
tipos de cancer; de amenizar os sintomas da menopausa; de aumentar a lipdlise; de desacelerar o processo degenerativo em
bainhas de mielina; de aumentar a secregdo de insulina; de aumentar a expressdo de genes responsaveis pela producao de
proteinas sinapticas; de estimular os linfécitos B a produzirem anticorpos e de possuir atividade leishmanicida. Quanto a toxici-
dade dos flavondides, estudos demostram que em altas doses e em utilizagao croénica, estes compostos desencadeiam reagdes
alérgicas em humanos; modificam as membranas de hepatécitos causando necrose e morte celular em ratos; causam mutageni-
cidade e clastogenicidade em medula 6ssea de camundongos; interferem de forma significativa no funcionamento da tiredide e
inibe a agdo de citocromos P450 causando alteragdes drasticas no funcionamento do figado de roedores. Dessa forma, pode-se
verificar que os flavonéides tem uma grande capacidade terapéutica quando bem utilizado, devendo-se sempre levar em consi-
deracéo doses e tempo de exposi¢do aos organismos aos quais sao administrados. Essas consideragdes séo importantes por
servirdo de base para o estabelecimento de doses seguras e eficazes de utilizacao dos flavonéides para a populagéao.

Palavras-chave: Compostos flavonoéicos; Farmacos naturais; Acdes medicinais; Toxicidade

Abstract. Flavonoids are a group of natural substances with variable phenolic structure and therefore, considerable scientific
interest and therapeutic. Thus, the objective was to conduct a literature review of but objective extensively on major therapeutic
actions and on the toxicity of flavonoids class. In this literature review, it was found that, in preclinical studies, these compounds
have the potential to modify the biosynthesis of eicosanoids; protect LDL cholesterol from oxidation; prevent platelet aggregation
with antithrombotic effects; promote the antihypertensive and anti-ischemic effect; regenerate primary antioxidants like vitamin
C in the body; not to promote some carcinogenic effects on certain types of cancer; alleviate menopausal symptoms; increase
lipolysis; slow down degenerative process in myelin sheaths; increase insulin secretion; increase the expression of genes respon-
sible for the production of synaptic proteins; stimulate lymphocytes B to produces antibodies and have leishmanicydal activity.
About the toxicity of flavonoids, studies show that, at high doses and in chronic use, these compounds trigger allergic reactions in
humans; modify the membranes of hepatocytes, causing necrosis and cell death, in rats; cause mutagenicity and clastogenicity in
mouse bone marrow, interfere significantly on thyroid function and inhibit the action of cytochrome P450, causing drastic changes
in the function of the liver in rodents. Thus, it can be seen that the flavonoids have a wide therapeutic capacity when properly
used, taking into account doses and exposure times to whom they are administered. These considerations are important because
they set the bases for the establishment of safe and effective doses of flavonoids on the population.

Keywords: Flavonoid compounds; Natural drugs; Medicinal actions; Toxicity
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Introducéao

O uso de plantas medicinais tem sido signifi-
cativo nos ultimos tempos. Dados da Organi-
zacao Mundial de Saude (OMS) mostram que
80% da populacdo mundial faz uso de plantas
na amenizagao ou cura de doencas (Lima et al.
2010). Assim, nos ultimos anos tem-se verifi-
cado um grande avanco cientifico no entendi-
mento do mecanismo de acdo de compostos
presentes nas plantas com acdes medicinais,
como por exemplo, os flavondides, alcaloides,
triterpenos, sesquiterpenos, taninos e ligna-
nas, sendo isto claramente observado pelo
numero de trabalhos cientificos publicados
nesta area em congressos e em periodicos
cientificos nacionais e internacionais.

Os flavonoides s&o considerados um dos
maiores grupos de me-tabdlitos secundarios
das plantas, e encontrados amplamente em
frutas, folhas, chas e vinhos. Sao pigmentos
naturais importantes e nas plantas tem como
funcado principal proteger estes organismos
contra agentes oxidantes (Lopes et al. 2010).
Basicamente, todos os flavondides sao cons-
tituidos por trés anéis, onde os seus carbonos
podem sofrer variagdes quimicas, como hidro-
xilac&o, hidrogenacédo metilagao e sulfonacéo,
proporcionando a formagdo de mais de quatro
mil compostos flavondides, que sao agrupados
em classes (Georgiev et al. 2014). Estao diaria-
mente presentes na dieta humana e considera-
dos por especialistas da area da saude impor-
tantes protetores naturais do organismo contra
varios efeitos adversos (Ribeiro et al., 2006)
Suas principais classes sdo as antocianinas,
flavanas, flavonas, os flavondis e isoflavondi-
des (Lazary 2010). Estas classes polifendlicas,
desde a década de 80, se destacam por suas
propriedades farmacolégicas. Até o momen-
to, em testes com animais, estes compostos
demonstram ter acao terapéutica, como por
exemplo, aos sistemas imunoldgico, circulato-
rio, cardiovascular e nervoso (Georgiev et al.
2014). No entanto, apesar de Havsteen (2002)
afirmar que a toxicidade promovida por flavo-
noides é rara, e de Ribeiro et al. (2006) citar
que, salvo em raros casos de alergia, pouca
relevancia toxicolégica € dada ao consumo de
flavondides, estes polifendlicos em doses al-
tas e em uso prolongado ocasionaram toxici-
dade significativa em mamiferos.

Assim, em funcdo do amplo estudo feito com
as classes de flavonodides nos ultimos tempos
e por nao haver na literatura cientifica uma re-
visao sistémica que aborde simultaneamente
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0 mecanismo de ac&o medicinal e a toxicida-
de deste polifendlicos, este estudo teve por
objetivo realizar um levantamento bibliogra-
fico, de forma extensa porém obijetiva, sobre
as principais agdes terapéuticas e de toxici-
dade dos flavondides.

Metodologia

Para uma completa revisdo, somente fontes
primarias foram usadas. As bases de dados
pesquisadas foram MEDLINE (Medical Lite-
rature Analysis and Retrieval System Online),
SciELO (Scientific Eletronic Library Online),
PubMed, Higwire e Google académico. As
informagdes, disponibilizadas em Inglés ou
Portugués, foram coletadas usando as se-
guintes palavras-chave: plantas medicinais,
flavondides, acdes medicinais, toxicidade.
Estipulou-se como periodo de analise para a
selecé@o dos trabalhos o inicio da década de
90 até os dias atuais.

Desenvolvimento

Flavondides: origem, estrutura quimica e
classes

Os flavondéides compdem uma ampla classe
de compostos polifendlicos de origem vege-
tal, cuja sintese néo ocorre na espécie humana
(Lopes et al. 2010). Sao encontrados nas par-
tes aéreas das plantas de diferentes ecossis-
temas, com énfase as angiospermas, e con-
siderados compostos relativamente estaveis
por resistirem a oxidacao, altas temperaturas
e mode-radas variacées de acidez. Podem se
apresentar como agliconas, glicosideos ou fa-
zerem parte de outros compostos quimicos,
como as flavolignanas (Kumar e Pandey 2014).
Estes polifendlicos sdo biossintetizados pela
via do acido chiquimico, um importante inter-
mediario na biossintese de substancias aro-
maticas em plantas, que tem por funcéo origi-
nar o acido cinamico e seus derivados, como
os acidos cafeico, ferulico e sinaptico, com
nove atomos de carbonos; e pela via do ace-
tato que origina um tricetideo com seis ato-
mos de carbonos. A condensacao de um dos
derivados do 4cido cindmico com o tricetideo
gera uma composto com 15 atomos de car-
bonos formando assim o precursor inicial de
todas as classes de flavonoides (Dewik 2010).
Assim, a estrutura quimica basica destes
compostos, conhecida como flavilium, con-
siste de 15 carbonos distribuidos em dois
anéis aromaticos (anéis A e B), os benze-
nos, interligados a uma estrutura heterocicli-
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ca central, o pirano (anel C), onde o primeiro
benzeno é condensado com o sexto carbono
do pirano, que na posigcdo 2 carrega um gru-
po fenila (Dornas et al. 2010), conforme pode
ser visualizado na Figura 1.

5 4

Figura 1. Estrutura basica dos flavondides.
Fonte: www.google.com.br

De acordo com Machado et al. (2008), a gran-
de diversidade estrutural encontrada nos fla-
vondides ocorre em funcdo das pequenas
modificacdes quimicas ocorridas na estrutu-
ra basica destes compostos, que podem ser
por meio de hidroxilagdo, metilacdo, acila-
cédo, glicosilacdo, hidro-genacdo, malonila-
¢Oes e sul-fatagbes, condicdo esta forma as
diferentes classes de flavonoides.

As principais classes destes compostos sdo
as Antocianinas, encontradas predominante-
mente em frutas e flores e tendo como princi-
pais representantes a cianidina, delfinidina e
a peomidina; as flavanas encontradas em fru-
tas, chas, lupulo, nozes e agua de coco. Seus
principais representantes sdo as catequinas,
as epicatequinas, o luteoforol, as proceani-
dinas e as theaflavinas; as flavonas, encon-
tradas quase que exclusivamente em frutas
citricas e sendo a hesperidina e a naringerina
seus principais representantes; os Flavonais,
presentes exclusivamente em frutas e folhas,
sendo representados pelas quercetinas, ruti-
nas, micertinas e os camferois; e os isoflavo-
noides, que em alguns casos sao chamados
de isoflavonas, encontrados em legumes,
particularmente na soja, e representados
principalmente pela daidzeina e genisteina
(Lazary 2010).

As isoflavonas podem ocorrer tanto na forma
de aglicona como na forma glicosilada, quan-
do possui uma ose de um dos seus anéis
benzenos. A forma glicosilada ocorre natu-
ralmente nos grdos da soja e na farinha de

soja; ja os acetil-derivados e as agliconas sao
formados durante o processamento industrial
da soja ou no metabolismo da soja no orga-
nismo (Lopes et al. 2010).

Além das atividades desempenhadas nas
plantas, como a pigmentacao de frutos e flo-
res, a regulacdo do crescimento vegetal e a
protecdo da planta contra agentes oxidativos,
ensaios in vivo e in vitro demonstraram ampla
variedade de atividades biolégicas dos com-
postos flavondides, com énfase aos ondides
e isoflavondides. Dessa forma, percebe-se
que a pesquisa com flavonoides é motivada
por duas questdes principais que sdo a di-
versidade estrutural muito ampla e o grande
espectro de atividades biolégicas atribuidas
a substancias pertencentes a este grupo. A
cada dia, novos arranjos estruturais sdo ob-
servados e estudados para a verificacdo de
suas atividades bioldgicas. Assim, € fato que
0 mecanismo de agcao dos flavondides de-
pende da sua estrutura quimica. No entanto,
as acles realizadas na planta bem como o
seu potencial medicinal depende amplamen-
te do sinergismo entre a estrutura quimica
dos flavonoides e as estruturas quimicas de
outras classes de compostos, como os ter-
penos. Dessa forma, apesar do amplo estudo
ja realizado com flavondides, verifica-se que
ainda nao esta claro o mecanismo entre a ati-
vidade medicinal e a sua estrutura quimica.
Também é importante relatar que as diferen-
cas individuais dentro de cada classe destes
compostos resultam na variagdo e no nume-
ro e posi¢cao dos grupamentos hidroxilas, por
modificagdo nos anéis e no grau de metilagao
e glicosilacdo. Estas modificacdes dependem
do estagio em que a planta se encontra, se
jovem ou adulta, e de quais compostos qui-
micos estao prevalecendo naquele momento.
Um dos unicos mecanismos de agao bem es-
tabelecidos e descritos na literatura é a agcao
oxidativa destes compostos, onde a estru-
tura basica dos mesmos reage com muitos
radicais livres formando complexos estaveis
pela conjugacao das ligacdes duplas de suas
cadeias carbobnicas, porém, certos aspectos
biofisicos de seu funcionamento ainda nao
estejam claros.

Mecanismo de acgéo de flavondides com po-
tenciais terapéuticos

Neste toépico sera abordado o mecanismo
de acédo terapéutica dos flavondides. Todos
os relatos descritos comprovando esta acéo
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foram obtidos a partir de experimentos em
laboratérios utilizando, principalmente, roe-
dores como organismos de prova € com do-
ses consideradas ideais de uso pelos pes-
quisadores para o sistema-teste utilizado. E
relevante citar que os estudos avaliando as
acbes medicinais destes compostos em hu-
manos s&0 escassos, e 0s que estdo relata-
dos na literatura cientifica sao tidos como in-
conclusivos por muitos especialistas, em fun-
cao das analises epidemioldgicas nao terem
confirmado a correlagdo entre o consumo de
flavondides e a melhora da saude.

Assim, exames laboratoriais e clinicos em or-
ganismos-testes demonstram a eficacia dos
flavonoides na prevencao de doencas cardio-
vasculares, cancerigenas, imunologicas, etc.
Para a construcao deste tépico, muitos arti-
gos foram lidos, todavia, optou-se por colo-
car apenas as citacdes bibliograficas atuais
em funcdo de que, quase sempre, um traba-
Iho é a comprovacao do outro, com a dife-
renca de que os flavondides testados foram
extraidos de plantas diferentes. Estes com-
postos séo estudados desde os anos 80. No
entanto, no inicio da década de 90, com o
intenso apelo comercial para o consumo de
produtos a base de plantas medicinais, as
pesquisas com estes compostos quimicos
foram intensificadas. Apds a consulta as ba-
ses de dados MEDLINE, Scielo, PubMed e
Google Académico, pode-se observar que do
ano 1996 até os dias atuais, em média, 150
trabalhos envolvendo a atividade medicinal
destes compostos fendlicos sdo publicados
anualmente.

Dentre os flavondides com acdao medicinal
estdo os flavondis, com énfase as querceti-
nas e o caempeferol, nas concentracdes de
0,1; 1,0; 3,0 e 100,0 uM, em tratamento agu-
do. Estes dois compostos, em acdo conjunta,
demonstram ter grande potencial anti-infla-
matoério por modular a acdo de componentes
celulares envolvidos no mecanismo da infla-
macao, como por exemplo, a proliferagcédo de
linfocitos T, a produgéo de citocinas pro-in-
flamatorias como as TNF-a e IL-1, e a ativida-
de das enzimas da via do acido araquidoéni-
co, tais como fosfolipase A,, ciclo-oxigenase
e lipo-oxigenase. Estas acdes promovem a
agregacao de plaquetas e reducao a trombo-
se (Queiroz et al. 2014; Todorova e Trendafo-
lova 2014).

Ainda, as quercetinas mostram, na concen-
tracdo de 35 mg/Kg em tratamento crénico,
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ter acdo vasodilatadora por modificar a bios-
sintese de eicosanoides que é a resposta an-
ti-prostandide e antiinflamatéria de proteger
o colesterol-LDL da oxidagdo com a funcéo
de impedir a formacgao de placa aterosclero-
tica, de prevenir a agregacao plaquetaria e,
nas concentragées de 150 mg/Kg em trata-
mento crbénico, de promover efeito anti-hi-
pertensivo e anti-isquémico (Pirie et al. 2014;
Sheuder et al. 2014). A classe de flavondis, de
maneira geral, também exerce efeito hepato-
protetor ao figado, protegendo-o contra a fa-
Iéncia induzida por isquemia-reperfusao, nas
concentragdes de 125,0; 250,0 e 500 mg/mL
em tratamento por 7 dias (Dong et al. 2013;
Wang et al. 2013).

Em relacdao aos isoflavonoides, estudos de-
monstraram que, nas doses de 1 a 10uM es-
tes compostos sdo grandes doadores de elé-
trons por apresentarem estruturas quimicas
conjugadas em anel K, ricas em grupos hidro-
xilas, que tem grande acado antioxidante por
reagirem e inativarem anions superoéxido, oxi-
génio singleto, radicais perdxido de lipidios e/
ou estabilizando radicais livres envolvidos no
processo oxidativo. A acdo desta classe de
flavondides demonstra potencializar a acao
de polimerases de revisdao diminuindo danos
ocasionados ao DNA e inibir a promocao de
tumores em varios tipos de cancer iniciados
a partir da acao de radicais livres (Yang et al.
2013; Yan et al. 2014).

Jéa o isoflavondéide Daidzeina, em varias con-
centracoes diferentes e em tratamento cro-
nico, demonstra atuar como protetor e rege-
nerador dos antioxidantes primarios do orga-
nismo, como o acido ascoérbico (vitamina C),
o tocoferol (vitamina E) e o X-caroteno (vita-
mina A) (Brewer et al. 2014; Ma 2014). Estes
mesmos autores relatam que este polifendli-
co pode, efetivamente, inibir as reacdes oxi-
dativas deletérias a tecidos e retardar os fe-
ndémenos fisiopatoldgicos da aterosclerose e
da trombégenese. Este composto, 1 a 10 uM,
também mostrou ter a propriedade de inibir
varias enzimas envolvidas na carcinogénese
promovendo efeitos anti-iniciais e antipro-
mocionais na carcinogénese de pele, mama
e prostata (Pan et al. 2013; Pericleous et al.
2014).

Ainda, em muitos estudos observou-se que
as isoflavona, consideradas fitoestrogenos,
tem efeito benéfico nos disturbios da pos-
-menopausa que sdo caracterizados pela
suspensdo da fungdo ovariana, declinio da
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secrecao de estrogénio e alteragoes histo-
morfolégicas e metabdlicas. Assim, estes
isoflavondides demonstram reduzir as mani-
festacbes da menopausa como o resseca-
mento vaginal, a diminuicdo da libido, ansie-
dade, dores musculares e das articulacdes,
aumento de temperatura e doencas cardio-
vasculares (Pericleous et al. 2014).

Outros estudos também demonstraram que
as isoflavonas agem sobre a espessura do
endométrio uterino, o acumulo de gordura te-
cidual, o colesterol HDL e a glicose plasma-
tica em animais ovariectomizados, ou seja, é
eficiente na diminuicdo dos estoques de gor-
duras uterina e retroperitoneal, no aumento
de HDL e na reducéo da glicemia. Dessa for-
ma pode se dizer que estes flavondides pro-
movem a reducao da adiposidade, reduzindo
a lipogénese e aumentando a lipdlise (Torre-
zan et al. 2008).

E sabido que em funcao das cadeias ciclicas
que compoOe os flavondides estes sdo pou-
co sollveis em agua, e assim possuem uma
tendéncia a acumular-se em membranas bio-
I6gicas desacelerando o processo degene-
rativo da bainha de mielina de neurbnios de
roedores com doencas neurodegenerativas.
Também podem interagir com diferentes re-
ceptores e transdutores de sinal influencian-
do no funcionamento da célula por meio da
modulacdo no comportamento das camadas
lipidica presentes em suas membranas (Taka-
hovsky et al. 2014).

Os flavondis, as antocianidinas e as isoflavo-
nas também exercem efeito benéficos no tra-
tamento da diabetes por aumentar a secrecao
de insulina, diminuindo a apoptose e promo-
ver a proliferacao de células K-pancreaticas.
Também regulam o metabolismo da glicose
em hepatdcitos, reduzem a resisténcia a in-
sulina, a inflamacgao e estresse oxidativo em
tecidos musculares e adiposo (Babu et al.
2013). Outro estudo também evidenciou a
acao dos flavonois no aumento da expressao
de genes que produzem proteinas sinapticas
auxiliadoras do impulso elétrico durante as
sinapses, demonstrando potencial no trata-
mento de doencas como o mal de Parkinson
e a depressao (Xu et al. 2013).

Oda et al. (2011), em um trabalho, demons-
traram que os flavondides tem a propriedade
de estimular os linfécitos B a produzirem anti-
corpos. Estes mesmos autores ainda relatam
que estes polifendlicos tem atividade leishma-
nicida, por causar alteragdes morfolégicas nas

formas promastigotas das Leishmanias em
geral e melhorar a resposta imunoldgica frente
a estes protozoarios, ativando macréfagos.
Apesar da atividade biolégica de alguns com-
postos presentes em plantas com agdes me-
dicinais, como os flavonoides, muitos podem
ser nocivos ao organismo, ou seja, assim
como qualquer farmaco sintético pode ser
toxico, compostos presentes em plantas me-
dicinais também podem causar toxicidade,
em nivel sistémicos e celular, dependendo
do tempo de utilizacdo e das doses utiliza-
das. Apesar do grande numero de trabalhos
sobre as agbes terapéuticas das classes fla-
vonoicas percebe-se que muitos dados sao
semelhantes quando comparado com outros
artigos, mudando-se muitas vezes apenas o
organismo de prova. Outro problema é a ndo
apresentacéao clara e objetiva dos resultados
obtidos com estes compostos polifendlicos,
ocasionando rejeicdo por parte de outros
pesquisadores em utiliza-los como referéncia
ou modelo para a realizacdo de outras pes-
quisas com estes compostos.

As acdes medicinais dos flavonoides sdo es-
tudadas ha quase quatro décadas. No en-
tanto, no inicio da década de 2000, com o
intenso apelo comercial para o consumo de
produtos a base de plantas medicinais, as
pesquisas com estes compostos foram in-
tensificadas no mundo todo. Em consulta as
bases de dados MEDLINE, Scielo e Google
académico observa-se que do ano de 2001
ao ano de 2014, em média, 150 trabalhos so-
bre a atividade medicinal destes compostos
polifendlicos sdo publicados anualmente. Di-
ferentemente, poucos sado os trabalhos en-
contrados na literatura cientifica sobre a toxi-
cidade dos flavondides.

Toxicidade dos flavondides

E de conhecimento que a cura de doencas ou
amenizagao de seus sintomas por meio das
plantas sempre foi uma pratica comum em
todo mundo, principalmente em paises em
desenvolvimento econémico (Frescura et al.
2012). No Brasil, essa pratica € amplamente
difundida, porém, quase sempre realizada de
forma indiscriminada e sem orientacdo mé-
dica (Asare et al. 2012). A utilizac&do de plan-
tas medicinais sempre foi marcada pelo ape-
lo comercial de que o “natural” ndo faz mal.
No entanto, muitos componentes com ativi-
dades medicinais extraidos de plantas ja de-
monstraram ter acdo citotéxica, genotdxica
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e/ou mutagénica (Varanda, 2006), condigoes
que podem contribuir de forma significativa
para o desenvolvimento de cancer (Meyer et
al. 2011).

No caso dos flavonoides, Meotti (2006) relata
que estes polifendlicos sao fracamente antigé-
nicos, mas cita que reacgdes alérgicas ocorrem
em cerca de 3 a 5 % da populagédo apés in-
gerir alimentos com altas concentracdes des-
tes compostos. Este autor ainda informa que
a dose letal 50 (DL, de isoflavonas € igual a
2 g/Kg em ratos, quando administradas via in-
travenosa e em tratamento crénico.

Em outros estudos foi demonstrado que as
concentragbes elevadas de flavonoides cau-
sam alteracoes morfolégicas nas membranas
dos hepatécitos de camundongos, promo-
vendo necrose celular e morte do animal (Ver-
ma et al. 2013) Também foi observado que
altas doses destes compostos polifendlicos
causam atividade mutagénica as células de
medula 6ssea de ratos Wistar, em fungcao dos
radicais epoxidos formados durante a sua
biotransformacdo no trato gastrointestinal
destes animais (Porto et al. 2013).

Em outras pesquisas foi verificado que a in-
gestdo excessiva e por tempo prolongado
de quercetina, podem interferir na funcéo da
tiredide, inibindo captacdo de iodeto. Estes
dados foram obtidos em experimento a fim
de investigarem os efeitos inibitérios da quer-
cetina na funcao da tiredide in vivo através
da avaliacdo da captacdo de iodo radioati-
vo em ratos Sprague Dawley (Giuliani et al.
2014). Em outro estudo utilizando o teste do
Cometa e o teste de Micronucleos foi verifi-
cado danos significativos a estrutura dos cro-
mossomos por meio da acao de flavondides.
Estes mesmos autores ainda relatam que os
isoflavondides em altas concentragbes tem o
potencial de inibir a acdo de citocromos P450
promovendo alteragcao drasticas no funciona-
mento do figado (Silva et al. 2013).

Como ja mencionado, em busca de trabalhos
na literatura, percebeu-se claramente que o
numero de trabalhos avaliando as acdes me-
dicinais dos flavondides é superior ao niumero
de pesquisas de avaliacdo da a sua toxicida-
de. Isto é preocupante, em funcdo de que e
conforme ja relatado, o uso de compostos na-
turais, principalmente de maneira indiscrimi-
nada, causa reacdes adversas ao organimos.
Apesar destes testes sobre as propriedades
medicinais dos flavondides terem sido com-
provadas apenas em animais, a midia audio-
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-televisiva, revistas e outros meios de comu-
nicacdo, consideram que estes compostos
tenham a mesma acdo em humanos, e ressal-
tam as propriedades “milagrosas” dos mes-
mos, nao considerando os efeitos téxicos e
as consequéncias que 0s mesmos podem
causar. Ainda, muitos trabalhos nao deixam
claro em quais doses e tempo de exposicao
os flavonodides sao téxicos, o que ocasiona,
muitas vezes, 0 ndo interesse de outros pes-
quisadores em utiliza-los como referéncia ou
modelo para a realizacdo de outras pesqui-
sas com estes compostos. Acredita-se que
em funcéo disso as classes flavondicas sejam
consideradas na literatura cientifica e pela
midia em geral isenta de atividade toxica.

Conclusao

A realizacdo desse trabalho que incluiu os
aspectos quimico dos flavonoides, seu uso
terapéutico e seu potencial de toxicidade a
organismo, contribuird para o conhecimento
sobre potencial desses compostos naturais.
Também espera-se estimular a realizagcéo de
novas avaliacdes quanto as suas proprieda-
des medicinais e toxicas.
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Resumen. Introduccién: en la actualidad existe utilizacién masiva de rodenticidas y su venta no esta restringida al publico. Las
etiologias de intoxicacién por estos agentes son variadas pudiendo ser de tipo intencional o accidental. Objetivo: analizar estu-
dios realizados en torno a intoxicaciones con rodenticidas superwarfarinicos en humanos con el propésito de reunir informacion
que oriente a un adecuado tratamiento. Metodologia: se realizé una revisién integradora en las bases de datos electrénicas
PubMed, TripDataBase, Cochrane, ademas de Google Scholar y SciELO, libros de divulgacién cientifica, documentos de conven-
ciones, paginas web de instituciones publicas, privadas y articulos vinculados a efectos, cuadro clinico y tratamiento de exposi-
ciones a rodenticidas en seres humanos. Se analizaron los documentos y la informacién se organizé en tres tematicas: toxicidad
de los rodenticidas superwarfarinicos, cuadro clinico y tratamiento médico, y rodenticidas no anticoagulantes disponibles en
Chile. Resultados: la dosis toxica minima reportada en adultos es de 1 mg de principio activo; en pacientes pediatricos ingestas
accidentales rara vez producen sintomas. Los sintomas se observan de forma tardia y su toxicidad es variable. El examen de
eleccién es el International Normalized Ratio (INR) y se realiza en todo paciente con factores de riesgo presentes. El antidoto no
se administra de forma profilactica y la dosis se ajusta individualmente. Conclusién: en nifios las ingestas accidentales no son
riesgosas por lo que pueden ser observados en el hogar. Pacientes con ingestas masivas requieren controles de INR por meses
por lo que es importante que posterior al alta médica exista una éptima coordinacién con nivel primario de atencion.

Palabras claves: Rodenticidas; Superwarfarinicos; Anticoagulantes; Intoxicaciones.

Abstract. Introduction: Currently there is a widespread use of rodenticides, unrestricted to the public. The exposure to these
agents may varied being intentional or accidental. Objective: To analyze studies about superwarfarin poisoning in humans, with
the purpose of gathering information to guide proper treatment. Methodology: It was conducted an integrative review in the elec-
tronic databases PubMed, TripDataBase, Cochrane, Google Scholar and SciELO, science books (reference textbooks), conven-
tion documents, websites from public and private institutions and articles about the effects, clinical manifestations and treatment
of human exposures to rodenticides. Documents were analyzed and the information organized into three themes: superwarfarin
toxicity, clinical features and medical treatment, and non-anticoagulant rodenticides available in Chile. Results: In adults, the
minimum dose reported to cause toxicity is 1 mg of active ingredient. In pediatric patients, accidental intakes rarely produce
symptoms. The symptoms of poisoning are usually delayed and its toxicity is variable. The test of choice is International Normal-
ized Ratio (INR) and it is performed in all patients with risk factors. The antidote must not be administered prophylactically and
the dose is adjusted individually. Conclusions: Accidental intakes in children are not risky and they can be observed at home.
Patients with massive intakes require INR monitoring for months so, it is important that an optimal coordination with primary care
facilities still exists after medical discharge.

Keywords: Rodenticides; Superwarfarin; Anticoagulant; Poisoning.

Introduccioén

Se entiende como rodenticida a cualquier
producto comercializado con el fin de matar
roedores, ardillas y otros animales pequefos.
El rodenticida ideal sera aquel que sea toxico
para los roedores y no para los humanos, sin
embargo, aun no ha sido desarrollado (Flo-
menbaum 2011). Se pueden clasificar en dos
tipos: anticoagulantes y no anticoagulantes;
los primeros se dividen en warfarinas y su-

perwarfarinas (NPIC 2013).

Esta clasificacion incluye sustancias como:
brodifacoum, difenacoum, bromadiolona,
clorfacinona, entre otras (Wu y col. 2009). Su
presentacién comercial es variada, encontran-
dose formulaciones tales como pellets, pasta,
minibloques, bloques o granos. En Chile, con-
tienen bajas concentraciones de superwarfa-
rinas con cantidades de 0,005 % p/p. Suelen
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estar coloreados lo que aumenta el riesgo de
ingesta en nifios por ser llamativos visualmen-
te. Algunos fabricantes afiaden a la formula-
cién del rodenticida compuestos amargantes,
como el benzoato de denatonio, con la fina-
lidad de reducir la palatabilidad en seres hu-
manos, sin alterar su efectividad en roedores.
Las intoxicaciones asociadas a dichas expo-
siciones en su mayoria son de tipo accidental
observandose alteraciones en las pruebas de
coagulacion en contados casos (Ingels y col.
2002).

En la actualidad existe una utilizacién masiva
de estos productos, relacionado a su facil ac-
ceso, escasa regulaciéon y conocimiento insu-
ficiente de la peligrosidad de dichos agentes.
Por esta razén la presente revision tiene como
objetivo analizar estudios realizados en torno
a intoxicaciones con rodenticidas superwar-
farinicos en humanos con el propdsito de re-
unir informacion que oriente a un adecuado
tratamiento.

Metodologia

Se realiz6 una revision integradora permitien-
do la inclusién simultanea de investigaciones
cuantitativas (experimentales / no experimen-
tal) y revisiones de literatura. Fueron utiliza-
das las bases de datos electrénicas PubMed,
TripDataBase, Cochrane, ademas de Google
Scholar y SciELO, libros de divulgacion cien-
tifica, documentos de consenso, paginas web
de instituciones publicas, privadas y articulos
vinculados a efectos, cuadro clinico y trata-
miento de exposiciones a rodenticidas en se-
res humanos. La palabras claves para la bus-
queda fueron: rodenticidas, anticoagulantes,
intoxicaciones. Se considero la disponibilidad
gratuita de textos completos idioma espariol o
inglés, excluyéndose aquellos trabajos en los
que se encontraba disponible solo el resumen
y aquellos en que no pudo ser considerado
el texto completo al momento de la revision.
Para la seleccion de articulos se considero la
opinién de expertos en el area, para dirigir y
acotar la busqueda de los temas, asi como las
limitaciones del estudio.

Se analizaron los documentos y la informacion
fue organizada en tres tematicas: toxicidad de
los rodenticidas superwarfarinicos, cuadro cli-
nico y tratamiento médico y rodenticidas no
anticoagulantes disponibles en Chile.
Finalmente, se seleccionaron 28 articulos, 5 li-
bros, 7 paginas web de organizaciones y 3 no-
ticias en linea, segun los criterios establecidos.
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Resultados

Los superwarfarinicos actian de manera simi-
lar a la warfarina o el acenocumarol, inhibiendo
la enzima vitamina K1 2,3 epdxido reductasa y
con ello la sintesis de vitamina K1 (fitomena-
diona) y la posterior activacion de los factores
de coagulacion Il, VII, IX y X. La enzima lleva
a cabo la regeneracion de la vitamina K1 des-
pués que ha sido oxidada a vitamina K1 2,3
epoxido, la cual es biolégicamente inactiva y
su concentracion se ve aumentada por la ex-
posicidon a superwarfarinas. Su regeneracion
es alterada casi inmediatamente después de
la ingestion de este tipo de sustancias, sin
embargo, los sintomas no se observan hasta
dos a tres dias después (Bruno y col. 2000).
Son bien absorbidos en el tracto gastrointesti-
nal y existen datos que indicaria que la absor-
cién percutanea es posible, aunque no exis-
te evidencia concreta de ello (Burkhart 2001).
Son altamente liposolubles, en sangre tienen
una alta uniéon a albumina y se distribuyen
principalmente en el higado (Lai 2007). Algu-
nas vidas medias de eliminacién reportadas
segun compuesto activo son: brodifacoum 24
a 31 dias (Pavlu y col. 2005), bromadiolona 6 a
13 dias (Vindenes y col. 2008) y clorofacinona
de 5 a 11 dias (Burucoa y col. 1989).

La potencia y duracion del efecto anticoa-
gulante se atribuyen principalmente a su alta
afinidad por la vitamina K1 2,3 epdxido re-
ductasa, habilidad para inhibir la quinona re-
ductasa, acumulacion hepatica, vidas medias
inusualmente largas junto con su alta liposo-
lubilidad y circulacion enterohepatica (Watt y
col. 2005). Estas caracteristicas pueden ex-
plicar por qué el efecto anticoagulante puede
persistir desde varios dias hasta meses, inclu-
so cuando ya no son detectables en plasma
sanguineo (Lipton y col. 1984).

Existen diversos estudios que han tratado de
establecer la dosis toxica y severidad del cua-
dro clinico segun la dosis ingerida, un ejem-
plo es el de Wu, quien mostré que ingestas
de brodifacoum en dosis entre 4,5 a 24 mg
causaron sangrados, que fueron evidencia-
dos por presencia de hematuria, gingivorragia
y equimosis multiple, asociado a tiempos de
protrombina (TP) extremadamente prolonga-
dos (Wu y col. 2009).

La dosis minima reportada de brodifacoum
asociada a toxicidad fue de 1 mg en un pa-
ciente de 20 afos que resulté en sangrados
leves sin riesgo vital (Caravati y col. 2007; MI-
CROMEDEX 2.0 2014).
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Otros casos reportados

Paciente de 62 afos que present6 efectos mo-
derados luego de ingerir 43 g de pellets (2,15
mg de brodifacoum) asociado a ingesta de al-
cohol y anticongelante para vehiculos (Ross
y col. 1992). Paciente embarazada que ingi-
rié una caja de rodenticida desarrollando san-
grados sin riesgo vital, sin embargo, no hubo
datos sobre efectos a nivel fetal (Sheen y col.
1994). Paciente de 25 afos que ingiri6 52,5 g
de pellets (2,6 mg de brodifacoum) en un pe-
riodo de dos meses resultd en muerte (Kruse y
col. 1992). Paciente de 17 afos que ingirié 7,5
mg de brodifacoum y resulté en sangrados sin
compromiso vital (Jones y col. 1984).

Los pacientes pediatricos son el grupo etario
mas expuesto a las intoxicaciones por roden-
ticidas de forma accidental, numerosos estu-
dios han intentado estimar una dosis toxica
para este grupo de pacientes. En 1998 se pro-
puso que la dosis téxica de superwarfarina en
nifos era mayor a 0,1 mg/kg (Lai 2007), mien-
tras que otros autores concluyeron que la do-
sis toxica en nifios es superior a 0,0125 mg/kg
(Burkhart 2001), es decir, 8 veces menos que
la dosis propuesta anteriormente. En el afio
2004 se sugirié que la cantidad de rodenticida
necesaria para que un nifio presentara sinto-
matologia era de mas de 10 a 14 g/kg (Yip
2004). En contraste, Watt y col. (2005) refieren
que un nifio de 10 kg de peso debiera ingerir
30 g de rodenticida (1,5 mg del activo) para
evidenciar alteraciones en la coagulacion, es
decir, entre 3 a 4,5 veces menos a la propues-
ta previamente.

Ingels y col. (2002) analizaron la exposicion de
542 nifios a rodenticidas a los cuales no se les
realizé ninguna medida de descontaminacion
ni tratamiento profilactico: 2 de ellos tuvieron
elevacion del INR y permanecieron asintoma-
ticos, mientras que otros 2 pacientes presen-
taron epistaxis. Los autores concluyeron que
en nifios con ingestas de tipo accidental, rara
vez producen sintomas (Ingels y col. 2002).
Unarevision bibliogréafica realizada durante los
afos 1986 al 2000 que incluyo a 11.751 niflos
menores de 6 anos, reportd la prolongacion
del INR en 59 de ellos y solo en 11 se reporta-
ron sangrados menores tales como epistaxis,
hemartrosis leve, hematoquecia, entre otros
(Minnesota Poison Control System 2009). Por
su parte, Caravati y col. (2007) analizaron mul-
tiples estudios donde fueron reportados casi
20.000 exposiciones en nifilos menores de 6
anos, de los cuales solo 14 presentaron sig-

nos de toxicidad minima, es decir, cuadros
irritativos gastrointestinales y prolongacion
del TP, sin sangrados (Caravati y col. 2007).
La cantidad de principio activo contenido en
cada uno de los 45 rodenticidas superwarfari-
nicos registrados en Chile es variable, sin em-
bargo, la mayoria de los productos formula-
dos en pellets vienen en bolsas de 10 gramos
con 50 pellets cada una. Por lo tanto, 1 mg de
activo se obtendria consumiendo 2 bolsas, es
decir, alrededor de 100 pellets. Respecto a los
bloques la mayoria contiene 20 gramos lo que
corresponde a 1 mg de activo (ISP 2014).

Cuadro clinico y tratamiento médico

Los efectos anticoagulantes no son observa-
bles hasta que los niveles de vitamina K1 dis-
minuyen y los factores de coagulacién activos
son removidos de la circulacion. Por ello, a
pesar que el pico plasmatico del rodenticida
es entre 2-8 horas post-ingesta, la anticoagu-
lacion puede demorar por lo menos 15 horas,
presentandose usualmente a las 24 horas con
un maximo de efectos clinicos observables a
partir del segundo o tercer dia post ingesta
(Watt y col. 2005). Alteraciones del TP e INR
ocurren cuando los niveles de los factores
disminuyen a un 25 % de los valores norma-
les (Lai 2007; Flomenbaum 2011).

Existen multiples factores de riesgos que di-
ficultan el manejo del cuadro y que, por lo
tanto, condicionaran el tratamiento indicado,
como por ejemplo: intencionalidad suicida,
abuso, mal uso, ingesta cronica, terapia anti-
coagulante concomitante, entre otros (Weitzel
y col. 1990; Watt y col. 2005).

Se considera intoxicacion leve a la presen-
cia de efectos locales, con irritacion del trac-
to gastrointestinal, caracterizados por: dolor
abdominal, diarrea y vomitos (Flomenbaum
2011). La intoxicacion moderada hace re-
ferencia a la aparicion de sangrados que no
ponen en riesgo la vida del paciente, tales
como: equimosis, hematomas, hemartrosis,
epistaxis, gingivorragia, hematoquecia, me-
lena, hematuria, menometrorragia, hemate-
mesis, hemoptisis (Lipton y col. 1984; Barnett
y col. 1992; Flomenbaum 2011). Finalmente,
se define como intoxicacién severa, cuando
existen hemorragias graves que pueden com-
prometer la vida del enfermo, como: hemorra-
gias gastrointestinales masivas, pulmonar o
intracraneal (Watt y col. 2005; Caravati y col.
2007).

El manejo clinico de estos pacientes estara
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indicado sélo para aquellos que posean fac-
tores de riesgo asociados o que hayan con-
sumido al menos 1 mg de brodifacoum. De-
biendo tenerse en cuenta, que la ausencia de
signos o sintomas no excluye una potencial
ingesta toxica, por lo que se debe acudir a un
servicio médico de urgencia, si alguno de los
dos criterios antes mencionados se cumplen
(Watt y col. 2005).

La realizacion de lavado gastrico puede ser
considerada en caso de ingestas masivas
y solo dentro de la primera hora posterior a
ésta, no existiendo evidencia disponible que
indique que esta medida reduzca su absor-
cién (Ingels y col. 2002; Benson y col. 2013),
por lo que su indicacion no debe ser una prac-
tica de rutina. Mientras que la administraciéon
de carbdén activado en dosis Unica, si eviden-
cia in vitro que la warfarina y el brodifacoum
son adsorbidos cuando se administra hasta 1
hora post-ingesta (Chyka y col. 2005).

El examen de laboratorio de referencia es la
deteccion de alteraciones en el INR. El cual
debe ser realizado a todo paciente derivado
a un servicio de urgencias que posea factores
de riesgo. Algunos autores concluyen que se
debe medir a las 36 y 48 horas y que, en caso
de resultar normales, no se requiere mayor
manejo clinico (Watt y col. 2005). Otros au-
tores sugieren realizar controles a las 48 y 72
horas (Lipton y col. 1984), si alguno resultara
alterado, la medicion del INR deberia enton-
ces realizarse cada 6 horas.

Existen otras alternativas de laboratorio como
es el control de niveles sanguineos de estos
agentes (Burucoa y col. 1989; Hollinger y col.
1993; Bruno y col. 2000), sin embargo, adn no
estan disponibles en nuestro pais.

Dado que los anticoagulantes interrumpen el
ciclo de sintesis de vitamina K1, ésta debe ser
administrada de forma exégena hasta que el
anticoagulante sea eliminado. Su administra-
cion debe estar basada en evidencia de la-
boratorio o de coagulopatias, por lo que no
debe ser administrada profilacticamente. La
terapia con antidoto se indica ante la eviden-
cia de sangrados activos o INR alterado. Exis-
ten diferentes propuestas respecto al valor de
INR con el cual se debe dar inicio a la tera-
pia antidética con fitomenadiona. El valor mas
conservador es de 2 (Lai 2007), otros investi-
gadores proponen valores mayores o iguales
a 4, con base en estudios indican que valores
de INRs superiores a dicho valor, significaria
un aumento de 7 veces el riesgo de sufrir una
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hemorragia subdural y 4 veces de sufrir una
hemorragia intracerebral (Hylek y col. 1994).
La Organizacién Mundial de la Salud consi-
dera como valor alterado aquel que es igual
0 superior a 5, por lo que en ese contexto se
inicia la terapia especifica con fitomenadiona
(WHO 2006). Siendo via endovenosa la prefe-
rente para administrar el antidoto en los casos
severos, donde se requiere una rapida correc-
cioén del INR (Wu y col. 2009), con el antece-
dente de haberse reportado reacciones anafi-
lacticas por esta via (Lai 2007).

Por via endovenosa, la dosis a utilizar es de
10 mg, las que puede ser repetida cada 6 a
8 horas, segun necesidad (MICROMEDEX 2.0
2014). Algunas dosis reportadas van desde 20
mg hasta 600 mg dia, administradas via oral
(Lipton y col. 1984; Burucoa y col. 1989; Ross
y col. 1992; MICROMEDEX 2.0 2014).

Se han informado terapias prolongadas, en
las que se ha requerido terapia antidética has-
ta 8 meses post ingesta (Burucoa y col. 1989;
Babcock y col. 1993; WHO 1994; Chua y Frie-
denberg 1998; Chong y col. 2009).

Dentro de las terapias de ultima generacion,
dirigidas a pacientes con cuadros de intoxica-
cioén grave, esta la administracién de comple-
jo protrombina (Octaplex 500™) 50 unidades
por kilo (Hoffman y col. 1988; Watt y col. 2005)
o factor VIl recombinante (Kogenate™) (Yasa-
kay col. 2003; Watt y col. 2005), no existiendo
reportes nacionales de su uso con el objeto
de revertir este tipo de intoxicaciones.
Respecto al manejo clinico en pacientes pedia-
tricos, un estudio sugiere que se deben reali-
zar controles de INR a todo nifilos que ingieran
este tipo de rodenticidas (Flomenbaum 2011),
mientras que otras investigaciones concluyen
que ingestas accidentales no requieren trata-
miento a menos que existan factores de ries-
go asociados (Burkhart 2001; Lai 2007). En in-
gestas accidentales se sugiere que el manejo
deberia ser en el hogar, con observacion de
sintomas durante los primeros tres dias, no
requiriéndose la realizacién de medidas tales
como: descontaminacion géstrica, monitori-
zacion de TP y administracion de vitamina K1
(Burkhart 2001; Watt y col. 2005; Zupancic-
Salek y col. 2005; Caravati y col. 2007; Lai
2007). Las mismas recomendaciones aplican
para adultos que han consumido rodenticidas
de manera accidental, siempre y cuando no
se encuentren bajo terapia anticoagulante.

En la actualidad no existe una pauta de tra-
tamiento con dosis de vitamina K1 estanda-
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rizadas, por lo que éstas deberan ser ajusta-
das individualmente con el objetivo de tener
un INR inferior a 2 (Sheperd y col. 2002; Lai
2007). En Chile, la vitamina K, solo se en-
cuentra disponible en ampollas, la que puede
ser administrada por via oral; atento a que se
debe evitar la via intramuscular a fin de preve-
nir la aparicion de hematomas.

Rodenticidas no anticoagulantes
disponibles en Chile

Hoy en dia los rodenticidas superwarfarinicos
abarcan casi la totalidad de las formulaciones
disponibles para el control de roedores, sin
embargo, existen otras sustancias muy opues-
tas en cuanto a tipo de agente, cuadro clinico
y tratamiento, entre otras caracteristicas.

En este apartado nos referiremos a agentes
como: fosfuros metalicos, estricnina y “El
Asesino”.

Fosfuros metalicos: estos agentes son utiliza-
dos como fumigantes para la proteccién de
alimentos en zonas cerradas, siendo amplia-
mente comercializados a nivel mundial y na-
cional. El Servicio Agricola y Ganadero cuenta
con tres productos que contienen dicho agen-
te, registrados dentro de su listado de pla-
guicidas autorizados (SAG 2014). El Instituto
de Salud Publica cuenta con nueve de estos
compuestos, siendo su condicion de venta
restringida al publico (ISP 2014).

Las intoxicaciones con estos compuestos tie-
nen una rapida presentaciéon clinica, depen-
diendo de la cantidad ingerida, estimandose
la aparicion de sintomas entre 15y 180 minu-
tos o entre las primeras 12 a 18 horas (Gup-
ta 2012). La sintomatologia observada inicial-
mente es intensa irritacion del tracto gastroin-
testinal y vias respiratorias, conduciendo a
vomitos profusos y dolor epigastrico. Poste-
riormente se desarrolla hipotensién, taquip-
nea y acidosis metabdlica. Si el tratamiento
no es oportuno, la muerte ocurre cerca de 30
horas posterior a la ingestién por paro cardio-
rrespiratorio a causa del dafio celular al mio-
cardio (Gupta 2012).

Estricnina: utilizada desde el siglo XVI hasta la
actualidad para el control de roedores, aves
e insectos. En Chile no existen registros de
productos que lo contengan, sin embargo, en
los afios 2009 y 2011, este activo fue utilizado
para cuatro matanzas masivas de perros en
Talcahuano vy, en diciembre del 2013, se infor-
mo otro suceso similar en la villa San Pedro de
la Paz en donde se presume que este agente

fue el causal (Biobiochile.cl 2009; Biobiochile.
cl 2011; Biobiochile.cl 2013).

La clinica difiere a la de los anticoagulantes y
fosfuros, debido a que produce intensas con-
vulsiones que se presentan durante los prime-
ros 15 a 20 minutos posterior a la ingestion
producto de la intensa excitabilidad del SNC
y la muerte se produce secundaria a falla res-
piratoria (Lai 2007).

El Asesino: desde hace varios afos se han
estado recibiendo informes de intoxicaciones
con este producto. Las intoxicaciones se re-
portan principalmente en la primera y segun-
da region de Chile, dado que este rodenticida
ingresa ilegalmente al pais desde Peru, don-
de si esta registrado para su uso doméstico
(MINSAL 2010). El activo de este producto es
aldicarb, un carbamato clasificado por la OMS
en la categoria la, es decir, extremadamente
peligroso (IPCS/WHO 2006). En Chile, el aldi-
carb se encuentra en el listado de plaguicidas
prohibidos desde el afio 2011 (SAG 2014).

La sintomatologia es un cuadro colinérgico
con predominancia muscarinica (Bucaretchi
y col. 2012). El tratamiento es de soporte, re-
comendandose la administracién de atropina
para contrarrestar la sintomatologia. Dado que
aldicarb es un carbamato, el cuadro clinico
es de corta duracion esperando recuperacion
completa de la acetilcolinesterasa dentro de
las primeras 48 horas (Bucaretchi y col. 2012).

Conclusiones

Los rodenticidas superwarfarinicos son com-
puestos altamente liposolubles, con vidas
medias prolongadas y mecanismo de accion
basado en la inhibicién de la sintesis de vita-
mina K1. La informacién disponible en torno
a dosis toxica es limitada, existiendo datos
poco claros al respecto. A pesar de ello, dis-
tintos autores han establecido como dosis t6-
xica minima para adultos la de 1 mg de activo
de superwarfarina. Respecto a dosis téxica en
nifos, no ha sido determinada con exactitud,
sin embargo, para que se presenten alteracio-
nes, se requeriria consumir grandes cantida-
des de rodenticida, situacion que de forma
accidental raramente sucede, por este motivo
es que se sugiere la evaluacion en domicilio
de estos pacientes, sucediendo igual para el
caso de adultos que presenten ingestas acci-
dentales y no posean factores de riesgo aso-
ciado. Los efectos clinicos generalmente no
se aprecian antes de las 48 horas post inges-
ta, y pueden incluir desde sintomas irritativos
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gastrointestinales hasta la aparicion de san-
grados que podrian comprometer la vida del
intoxicado.

El examen de eleccion, para determinar al-
teraciones de coagulacion, es el INR, que en
caso de presentar variaciones y segun facto-
res de riesgo, dara lugar a que se programe el
seguimiento bioquimico a cumplir.

El antidoto ha de ser titulado segun hallaz-
gos de laboratorio, ya que no se puede tra-
tar a un paciente con dosis estandarizadas,
atento a que el tratamiento es completamente
individual.

Posterior al alta de un paciente, es importante
mantener una buena coordinacioén con el nivel
primario de atencién, sobre todo en aquellos
intentos suicidas, con la finalidad de realizar
controles seriados de INR, ya que estos pa-
cientes suelen requerir tratamientos prolonga-
dos, que superan los 8 meses posterior a la
ingesta.

Las formulaciones de rodenticidas superwar-
farinicos son variadas, ademas estos agen-
tes no son los uUnicos disponibles en Chile,
por ello es importante que el equipo de salud
consulte con su centro de informacion toxi-
coldgico, aportando datos relevantes como
cantidad estimada de ingesta, formulacién y
marca del producto, con el fin de orientar en
el diagnéstico y tratamiento a seguir.
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Ayahuasca, qualidade de vida e a esperanca de adictos
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Resumo. O uso continuo da Ayahuasca é objeto de estudo devido aos poucos dados pré-clinicos e clinicos referentes a seguri-
dade em relacéo ao seu uso prolongado. Evidéncias cientificas demostram os beneficios no dmbito psicoterapéutico, a eficacia
junto ao tratamento do etilismo crénico e outras drogas de abuso. Esta pesquisa trata-se de um estudo observacional do tipo
relato de casos, com o intuito de descrever e relacionar a experiéncia do uso ritualistico da Ayahuasca a descontinuidade do
uso abusivo de substancias quimicas. Os participantes (n=6) constituiram-se de pessoas institucionalizadas em uma comunida-
de religiosa que faz uso ritualistico do preparado dos vegetais Banisteriopsis caapi e Pyschotria viridis. Por meio de entrevistas
individuais registrou-se o histérico de cada individuo com base no periodo de uso e a substancia quimica utilizada. Em seguida
aplicou-se questionarios especificos para determinar a qualidade de vida e o nivel de esperanca. Determinou-se os parametros
hematoldgicos afim de avaliar eventuais disfungdes hematopoiéticas e por fim avaliou-se a satisfagdo destes em participar da
pesquisa. Observou-se baixos valores (p>0,05) para os dominios de capacidade funcional e limitagdes por aspectos emocionais,
o nivel de esperanga médio foi significativo (p=0,02) e sustentou as perspectivas positivas registradas nas entrevistas, os valores
hematoldgicos estiveram dentro da normalidade e foi alto o nivel de satisfagdo dos participantes com a pesquisa. Concluiu-se
que a utilizagcdo da Ayahuasca, por meio de um segmento religioso, contribuiu de maneira fundamental para o abandono ou des-
continuidade do uso de substancias quimica, sendo considerada pelos mesmos uma forma de tratamento.

Palavras chave: Dependéncia quimica; Santo Daime; Qualidade de Vida; Relatos de caso

Abstract. The continuous use of Ayahuasca is the aim of various studies due to few preclinical and clinical data related to secu-
rity in relation to its prolonged use. Scientific evidences demonstrate the benefits of psychotherapeutic efficacy in the treatment
of chronic alcoholism and other drugs abuse. This research is an observational study of reported cases aiming to describe and
relate the experience of the religious ritual that uses Ayahuasca to the discontinuity of the overuse of chemicals. Participants (n
= 6) consisted of members of a religious community that makes use of ritualistic infusion of the plants Banisteriopsis caapi and
Psychotria Viridis. Through individual interviews, the history of each based on the period of use and the chemical substance
used was recorded. Then specific questionnaires to determine the quality of life and level of hope were applied. Haematological
examinations were performed to determine the possible hematopoietic disorders and finally, their satisfaction in participating in
the research was evaluated. Low values (p>0.05) for the domains of functional capacity and limitations due to emotional problems
were observed. The average level of hope was significant (p=0.02) and sustained positive outlook recorded in the interviews, the
hematological values were within normal limits and the degree of participant satisfaction was high with the search. It was con-
cluded that the use of Ayahuasca through a religious segment contributed mainly to the abandonment or discontinuation of the
use of chemical substances, being considered a form of treatment.

Keywords: Chemical dependence; Hoasca; Quality of life; Case reports

Introducéao
Drogas ilicitas e licitas sdo substancias que pendéncia, ambos designios reconhecidos
tém a capacidade de ocasionar vicio ou de- como doenca crbénica do cérebro. A depen-

- 53 -



Acta Toxicol. Argent. (2015) 23 (1): 53-61

déncia quimica possui um desenvolvimento
progressivo associado a influéncia genética,
considera-se que o inicio esta relacionado as
interacdes psicoldgicas e fisicas do individuo
e, quando nao tratada, pode ser fatal (EI-Gue-
baly 2010; Smith 2011).

Entre os anos de 2009 e 2010, estimava-se
que o numero de individuos que ja fizeram uso
de substancias proibidas ou controladas, ao
menos uma vez, era de cerca de 272 milhodes,
tal valor correspondia a 6,1 % de toda popu-
lagédo do mundial (UNODOC 2011). Alguns au-
tores consideravam que aproximados 10 %
da populacao urbanizada faz uso abusivo de
drogas, sendo que o uso do alcool e da nico-
tina apresenta maior prevaléncia (Kessler et al.
1997; Grant et al. 2004; Pinho 2008). Estudo
desenvolvido em Porto Velho (BRASIL 2010),
capital do estado de Rondénia, demonstrou
que 23 % da populacéo de estudantes se re-
feriram ao uso de substancias quimicas lici-
tas ou nao, sendo que, a utilizacdo do alcool
contemplou o primeiro lugar (55,6 %), seguido
pelo tabaco e pelo uso de solventes/inalantes.
O consumo de forma repetitiva de certas
substancias quimicas pode levar o individuo a
expressar comportamentos compulsivos que
o caracterizam como adicto, ha o desejo de
utilizar o objeto-droga constantemente, sem
considerar as consequéncias advindas de tais
atos. A adiccgao, portanto, pode ser definida
pelo uso repetitivo de uma droga ou depen-
déncia de uma substancia quimica. Como
consequéncia ha a neuroadaptacéo, caracte-
rizada pela distorcdo ao nivel cerebral modi-
ficando ou influenciando no que realmente é
necessario para a manutencédo da homeosta-
se do organismo (ASAM 2011).

O chéa da ayahuasca € obtido por meio da de-
coccao das folhas do arbusto Pyscotria viridis
com o cip6 da espécie Banisteriopsis caapi. A
primeira planta, descrita em 1977, apresenta
em suas folhas o alcaléide N.N-dimetiltripta-
mina (DMT) (Blackledge 2003). O cip6, conhe-
cido popularmente como Mariri, € nativo das
zonas tropicais da América do Sul e das An-
tilhas, possui p-carbolinas responsaveis pela
inibicao reversivel da enzima monoaminoxida-
se do tipo A (Callaway e Grob 1998 citado por
Pires et al. 2010).

Via oral os efeitos do decocto sao perceptiveis
aproximadamente em uma hora, sendo me-
nos intensos que os efeitos produzidos pela
administracao via parenteral ou respiratoria,
possuindo uma duragcdo de aproximadamente

quatro horas (Brito 2004).

Historicamente uma grande variedade de po-
vos indigenas fazia uso ritualistico de varias
substancias alucinégenas, no entanto, cer-
ca de 70 tribos distintas da Amazénia fazem
0 uso da ayahuasca, que com o decorrer do
tempo passou a ser utilizado por civilizagbes
de vilarejos nos estados brasileiros do Acre e
de Rondbnia, principalmente quando da imi-
gracao de trabalhadores para a pratica do ex-
trativismo da borracha na regido Norte (Mon-
teiro 1983; Labate e Araujo 2002).

O consumo religioso no Brasil € amparado por
lei (BRASIL 2004) e a reelaboracao das antigas
tradices indigenas (Labate 2004; Lima 2004)
acabou por promover a difusdo dos rituais
para outros paises, tais como: Australia, Afri-
ca do Sul, Canada, Franga, Espanha, Estados
Unidos, Japao e Holanda (Labate e Feeney
2012; Blainey 2014). Apos a regularizagéo do
uso da ayahuasca para finalidades religiosas,
a liberdade para realizagdo do uso ritualistico
possibilitou a expansdo para além da cultura
indigena, ocasionando o aumento significativo
de adeptos (Callaway et al. 1994).

Sao poucos os dados e as informacgdes pré-
-clinicas e clinicas, sobre o uso continuo da
ayahuasca, que fornecam uma base cientifica
soélida em relagdo a seguranca de sua utiliza-
cao (Barker et al. 2001; Mckenna 2004), po-
rém, evidéncias demonstram os beneficios no
ambito psicoterapéutico, sua eficacia junto ao
tratamento do etilismo crénico e do uso de ou-
tras drogas de abuso, além de mudangas em
estados comportamentais de ansiedade, alie-
nagao, agressividade, dentre outros (Grob et
al. 1996; Halpern 1999; Stuckey et al. 2005;
Celeste 2010).

O uso ritualistico dos vegetais tem se expan-
dido, nos ultimos anos, além da cultura indige-
na, abrindo espaco para movimentos religio-
sos que tém como objetivo a busca de modi-
ficacbes morais através da facilitacdo da in-
trospeccéo e o alcance do autoconhecimento
(Callaway et al. 1994).

Objetivou-se determinar a qualidade de vida e
0s niveis de esperanca de individuos de uma
comunidade religiosa Ayahuasqueira que tive-
ram experiéncia prévia com o uso abusivo de
substancias quimicas. Também considerou-se
avaliar o nivel de esperanca mediante o aban-
dono da adiccdo e a manutencao de estados
sébrios, analisou-se paradmetros hematoldgi-
cos e a percepcao destes mediante as inter-
vencoes propostas pela pesquisa.
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Materiais e métodos

Trata-se de um estudo observacional e explo-
ratério do tipo relato de casos. A amostra foi
constituida por um total de seis individuos,
quatro homens e duas mulheres, que ja utili-
zaram algum tipo de substancia licita ou ilici-
ta de forma abusiva, todos membros de uma
Comunidade Ayahuasqueira situada no muni-
cipio de Ouro Preto do Oeste, interior do esta-
do de Rondonia, Brasil.

Os voluntarios foram informados sobre a pro-
posta do estudo e assinaram um termo de con-
sentimento livre e esclarecido (TCLE).

Os dados que os caracterizam como partici-
pantes foram obtidos a partir da realizacdo de
uma entrevista de carater informal e por pauta,
contando com gravacao de audio. A qualidade
de vida foi avaliada pelo questionario validado
em portugués, o Short Form-36 (SF-36). A ava-
liacdo da esperanca foi realizada por meio da
metodologia de HERT (Cristina e Aurora 2008).
A satisfacdo dos participantes foi avaliada por
escala visual analégica desenvolvida para o
intuito (EVA-S), estas foram entregues sepa-
radamente com instrugcbes explicativas para
manutencao da sigilosidade (figura 1). Este ins-
trumento oferece um score de 0 a 10, pior e o
melhor valor, respectivamente. No final os re-
sultados foram convertidos em frequéncia rela-
tiva para melhor interpretacéo dos dados.

Para determinar o perfil hematolégico coletou-
-se 5 ml de sangue, a amostra foi acondiciona-
da em tubos que foram transportados a tempe-
ratura média de 5°C para analise em laboratério
clinico particular, considerou-se a determinacao
dos seguintes parametros: hemoglobina (HGB),
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volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentragdao de
hemoglobina corpuscular média (CHCM).

Consideracées éticas

O trabalho foi aprovado pelo parecer numero
481.398 do Comité de Etica e Pesquisa (CEP)
do Centro Universitario Luterano de Ji-Parana
(CEULJI/ULBRA), estado de Rondbnia, norte
do Brasil, mediante autorizacédo prévia do res-
ponsavel pelo local de estudo.

Andlises estatisticas

Para analise dos dados foi utilizado o software
Microsoft® Excel, e teste de Wilcoxon Signed
Rank Test através do programa SPSS 20.0,
considerando nivel de significancia (p<0,05),
para todos os testes.

Resultados

Para obtencéo do valor de p para cada dimen-
sao ou parametro observado nos questionarios
e exames hematoldgicos utilizou-se o teste de
Wilcoxon Signed Rank, no qual para a amostra
inicial foi utilizado o valor da média do escore
proposto para cada questionario e a média pa-
ra os valores de referéncia de adultos nos exa-
mes hematologicos. A obtencao de tais valores
se deu pela soma do menor e maior escore di-
vidido por dois. Para tais valores encontrou-se:
Questionario Qualidade de Vida (SF-36) 50; Es-
cala de Esperanca de HERT (EEH) 30; Hemo-
globina (HGB), 15; Volume Corpuscular Médio
(VCM) 88,5; Hemoglobina Corpuscular Média
(HCM), 29,1 e Concentragdo de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM) igual a 33,6.

(28 ik (17 (R 1B
[ o ' N | )

l'\,. = ) ( o ) l\\‘ ‘)I (\.‘__‘,.’)] (\. t 4 J ‘)
Muito L ) o Muito
Insatisfeito Insatisfeito Indiferente Satisfeito Satisfeito
I i T t t T t i
0 25 75 10
] »[ | >} »[ ]

Figura 1. Escala visual analdgica aplicada pra a satisfacéo (EVA-S)
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Entrevistas
As palavras textuais das entrevistas encon-
tram-se em italico, sendo que apenas os tre-
chos de maior importancia foram comentados.
Os participantes consideraram o uso ritualisti-
co da Ayahuasca uma forma de tratamento e
acreditavam que poderdo abandonar a adic-
¢ao ou se manter soébrios, houve aqueles que
atribuiram o abandono da dependéncia quimi-
ca a Ayahuasca.
Fato comum expresso pelos individuos foi o
relato de que o cha tem a capacidade de mos-
trar o erro, ou seja, de mostrar o que a pessoa
esta fazendo de errado e o que é necessario
mudar.
Jodo (nome ficticio): “Eu digo que o ve-
getal ensina, ele mostra aquilo que tem
guardado, mostrando tudo aquilo que
fizemos de errado e ja esquecemos e
outras coisas recentes”.
A maioria dos participantes definiu o periodo
de drogadicao em suas vidas como um perio-
do muito ruim, como tempo perdido.
Maria (nome ficticio): (...) “Hoje eu pen-
S0 assim: eu perdi muito tempo da mi-
nha vida, esse tempo que eu passei,
assim, usando bebida alcodlica, fuman-
do, pra mim foi um tempo perdido, foi o
pior tempo da minha vida”.
Quando questionada sobre uma melhora na
saude apods o inicio do uso ritualistico da aya-
huasca Maria relatou:
“Muito grande, inclusive eu tinha mui-
to problema com estémago, porque o
alcool e o cigarro causam esse tipo de
problema e eu também tomava muito
medicamento para depressédo (...) de-
pois que eu comecei a tomar o cha eu
ndo sinto mais nada e também contra
insbnia eu me sinto bem, eu durmo e
acordo disposta, ndo sou mais aquela
pessoa que quando estava s6 no remeé-
dio antidepressivo eu acordava, mas
acordava querendo cair por qualquer
canto”.
Por meio das falas os participantes relataram
que a partir do momento em que comecara a
fazer o uso ritualistico do decocto nao senti-
ram o desejo de utilizar nenhuma substancia
quimica.
Suzana (nome ficticio): “Nesses trés
meses que eu estou aqui, no primeiro
més eu senti os efeitos da abstinéncia,
ai eu comecei a beber o cha e agora
passou”.

Roberto (nome ficticio): “Do primeiro
dia em que eu bebi, eu parei automati-
camente de usar droga. (...) Nao entrei
mais, em momento nenhum eu senti o
desegjo. (...) Foi um choque na minha
memodria, me fez recordar de quem eu
sou, de quem eu era, me mostrou que
eu ndo era aquilo, mostrou o que eu
n&o estava conseguindo enxergar”.
Quando questionados sobre os tipos de dro-
gas que ja utilizaram obteve-se como resulta-
do uma maior prevaléncia no uso de alcool,
utilizado por todos os individuos, seu percen-
tual foi de 27 % em relacdo as demais dro-
gas utilizadas, a cocaina, utilizada por 5 indi-
viduos, correspondeu ao 23 %, a maconha
e o tabaco corresponderam cada uma a um
percentual de 18 % e foi utilizada por 4 indi-
viduos, o crack foi utilizado por 3 individuos e
seu percentual em relacdo as demais drogas
foi de 14 %.

Qualidade de vida (SHORT FORM - 36)
Utilizado em diversos ensaios clinicos, o ques-
tionario é composto por 8 dimensbes, sendo
elas: capacidade funcional, limitacdo por as-
pectos fisicos, dor, estado geral de saude, vi-
talidade; aspectos sociais, limitacdo por as-
pectos emocionais e salude mental.

Na Tabela 1 encontram-se os valores dos es-
cores alcancados pelos participantes do estu-
do. O desvio padrdao demostra que para cada
parametro observado houve diferentes pon-
tuagdes alcancadas, para cada individuo, em
relacdo a média de todos os participantes do
estudo. Desse modo observa-se que os parti-
cipantes tiveram como resultado uma menor
variagdo de pontuagdo no parametro relacio-
nado a vitalidade, onde o valor médio obtido
foi de 52,5 + 18,09, e uma maior variacdo em
relacédo a limitagdo por aspectos fisicos, 50 +
47,43. Tal achado implica que boa parte da
populagcdo estudada alcangou niveis de vita-
lidade proximos.

Ao observar os demais parametros nota-se
uma alternacgao dos valores referentes ao des-
vio padrao, de modo que para as dimensodes
analisadas ha uma consideravel alternancia de
um individuo para outro, demostrando assim a
diferenca na qualidade de vida encontrada em
cada participante.

Por meio das analises, as dimensodes que ava-
liam a capacidade funcional e a limitacao por
aspectos emocionais apresentaram valores
estatisticamente significativos em relacédo a
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Tabela 1. Valores de maior e menor escore,
meédia, desvio padrao e valor de p, obtidos
através do questionario SF-36.

Dominios Maior Menor Desvio Valor d
score score Meédia  p,y.5, Valordep

Capacidade 100 3584, 16 24,78 0,046
funcional
Limitagao 100 0 50 47,43 0,672
por aspectos
fisicos
Dor 84 22 47,33 22,44 0,753
Estado geral 75 10 59,83 24,79 0,344
de saude
Vitalidade 70 25 52,5 18,09 0,833

Aspectos 100 25 69,58 28,08 0,078
sociais

Limitacdo 100 33,3 66,65 36,53 0,024
por aspectos
emocionais

Saude mental 100 32 72,66 23,92 0,075

Tabela 2. Valores encontrados para
0s niveis de esperanca.

Individuos (n) Maior Menor Desvio Valor d
score score Média Padrao ‘'2°fdep
EEH 6 43 36 40,17 2,48 0,028

EEH = Escala de Esperanca de Herth.

meédia do escore proposta pelo questionario.
Os valores obtidos para tais dimensdes foram:
capacidade funcional p=0,046 e limitacao por
aspectos emocionais p=0,024.

Escala de Esperanca de HERT (EEH)

Os valores encontrados, presentes na tabela
2, refletem uma média significativa (p<0,05)
relacionada as perspectivas dos participan-
tes na descontinuidade ou interrupcéo do uso
abusivo de substancias quimicas. Tal evidén-
cia confirma o que fora registrado nas entre-
vistas. A Figura 2 indica que as variaveis dos
escores alcancados refletem o alto nivel de es-
perangca expresso por cada individuo, sendo
0 maior escore de 43 pontos e 0 menor de 36
pontos, ambos escores estdo acima da média
proposta pelo questionario.
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Escala visual analogica para satisfagdo (EVA-S)
Dentre as definicdes propostas para a autode-
claracao sobre a experiéncia em participar da
pesquisa, no ambiente de suas praticas reli-
giosas, a grande maioria dos individuos (83,3
%) demostrou-se muito satisfeita, sendo que
apenas um individuo (16,7 %) declarou-se
satisfeito.

Parametros hematologicos

A média dos valores de referéncia utilizados
para obtencédo de p, para cada parametro, foi
de hemoglobina=15,15 g/dl; Volume Corpus-
cular Médio=88,5 fl; Hemoglobina Corpuscu-
lar Média=29,1 pg; Concentracao de Hemo-
globina Corpuscular Média=33,6 %.

Por meio dos valores obtidos em relagao a mé-
dia dos valores de referéncia observa-se que
as os parametros volume corpuscular médio
(VCM) e hemoglobina corpuscular média (HCM)
apresentaram diferenca estatisticamente signi-
ficante (p=0,002) quando comparados com a
média dos valores de referéncia. Ja os para-
metros hemoglobina (HGB) e concentracéo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM) nao
apresentaram valores estatisticamente signifi-
cativos, demostrando desse modo que o uso
ritualistico da ayahuasca nao causou altera-
¢coes em tais parametros (tabela 3).

Discusséao

Observou-se uma forte carga emocional e
cognitiva nos depoimentos, provavelmente
oriunda da somatizagao das experiéncias an-
teriores, todos demostram intento de mudan-
cas e restauracdo de valores interrompidos
pela adiccdo. Estes achados podem ter sido
alcancados devido ao estado de introspeccéo
induzido ap6s o uso da infusdo, conforme Pa-
Ihano-Fontes et al. (2015) ha reducéo das ati-
vidades e conexdes de centros da rede neural
do modo padrao, ativada quando ha o repou-
so ou a divagacéo, sem interferéncia signifi-
cativa na rede da tarefa positiva, ativada em
tarefas orientadas. Ideia sustentada por expe-
riéncia semelhante realizada em 1960, com o
LSD-25, onde teve-se como objetivo alcancar
uma mudanga radical de valores, filosofia de
vida e atitudes perante os outros, o mundo e
consigo mesmo, no estudo em questdo dentre
os objetivos propostos muitos foram atingidos
(Grof 2001).

Ao considerar que a adicgao é uma doencga
que perturba as fungdes bioldgicas, essenciais
a neuroquimica, observa-se que a populagao
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Figura 2. Resultados individuais relacionados a esperanca na manutencao da
descontinuidade do processo de adiccdo mediante a pratica da atividade ritualistica.

Tabela 3. Resultados dos exames hematoldgicos.

INDIVIDUOS
Parametros 1 2 3 4 5 6 *IVR Média *Desv Pad Valor de p
HGB (g/dL) 156 156 14,0 13,1 13,8 12,0 12,2-18,1 14,02 1,41 0,304
VCM (um?) 91,4 92,7 97,2 94,0 91,4 90,2 80-97 92,82 2,51 0,002
HCM (pg) 30,5 29,8 306 29,0 29,7 26,7 27-31,2 29,38 1,44 0,305
CHCM (%) 333 322 315 309 325 296 31,8-354 31,67 1,31 0,002

Abreviaturas utilizadas: HGB=Hemoglobina; VCM=Volume corpuscular médio; HCM=Hemoglobina
corpuscular média; CHCM=Concentragdo de hemoglobina corpuscular média. Descritores abreviados:
*IVR=Intervalo dos valores referenciais para mulheres e homens adultos; *Desv Pad=desvio padrao.

apresentou escores com valores acima da mé-
dia em 7 das 8 dimensoes do SF-36, obtendo
maiores escores nas dimensdes que avaliam a
capacidade funcional e a saude mental. Infere-
-se que o uso ritualistico da Ayahuasca pro-
porcionou aos participantes uma boa qualida-
de de vida o que condiz com a busca pessoal
pela cura e pelo equilibrio (Barbosa 2009; Han
et al. 2010).

Os dados obtidos pela EEH apontam que to-
dos os individuos apresentaram um alto nivel
de esperanca mediante o abandono ou inter-
rupcao do uso abusivo de substancias quimi-
cas. Estudos descrevem a esperanca como
um importante papel para avaliar uma popula-
¢ao mediante um tratamento ou uma doenca.
Altos escores também foram encontrados em
pacientes com Diabetes mellitus do tipo 2 e
pacientes oncoldgicos, com doenca inicial ou

metastatica (Cristina e Aurora 2008). Orlandi e
Praca (2013) evidenciaram a efetividade da es-
cala de EEH na identificacao de altos niveis de
esperanca, relacionando ainda a fé como con-
forto, discutindo e distinguindo os conceitos
de espiritualidade e religiosidade em mulheres
com HIV/AIDS.

O contentamento dos participantes, mediante
os dados da EVA-S, reflete um resultado posi-
tivo apds a experiéncia de reviver momentos e
sentimentos pretéritos durante as entrevistas,
bem como, com a aceitacdo da presenca dos
pesquisadores no ambiente em que a comuni-
dade fora desenvolvida.

Em complicacdes decorrentes do alcoolismo
sao frequentes os quadros de anemia devido
aos problemas nutricionais que levam a carén-
cia do acido folico ou a deficiéncia de folato
em individuos que fazem uso de bebidas des-
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tiladas. Em casos de anemia megaloblastica,
decorrentes da deficiéncia de folato, os valo-
res encontrados no hemograma sdo de hemo-
globina (<12 g/dl para mulheres e <13 g/dl nos
homens) e o VCM é elevado (> de100 pmd).
A anemia ferropriva em etilistas geralmente é
consequente a sangramentos gastrintestinais,
identificam-se baixos valores de VCM (< de 80
pmd) e de CHCM (< de 32g/dl). Os valores ob-
tidos neste estudo indicam ndo haver altera-
¢oes em nenhum dos parametros hematolégi-
cos investigados, demostrando, deste modo,
que o uso da Ayahuasca ndo apresentou in-
fluencia tal como as agcdes metabdlicas do al-
cool (Maio et al. 2000).

A dependéncia quimica é de fato um proble-
ma social crescente, onde as alternativas rela-
cionadas as politicas publicas desempenham
importante papel, todavia o sucesso do tra-
tamento depende da complexidade de dife-
rentes fatores envolvidos. Intervengdes como
tratamento de quadros de adicgdo necessitam
de fontes externas de reforco (Higgins et al.
1994; Vuchinich 1996).

A utilizacao de substancias quimicas para ate-
nuar ou tratar quadros de dependéncia é uma
estratégia possivelmente mais aceita do que
0 uso da infusdo dos vegetais, parte pela falta
de informacéao e parte pelos pré conceitos re-
lacionados a liberdade religiosa. Oliveira-Lima
e colaboradores (2015), por exemplo, demos-
traram em ratos a diminuicdo de comporta-
mentos precoces relacionados ao inicio e ao
desenvolvimento do alcoolismo, além disso,
registrou-se a reversao da expressao dos efei-
tos crénicos com a interrupcao da sensibiliza-
¢ado comportamental, normalmente induzida
pelo etanol.

Estudo realizado em Sao Paulo observou uma
relacdo entre a diminuicdo da intensidade de
sintomas psicopatolégicos e a melhora da
qualidade de vida (SF-36) através do uso ri-
tualistico da Ayahuasca (Barbosa et al. 2009),
mudancgas psicolégicas e comportamentais
positivas também foram significativamente
registradas, através da avaliacdo da esperan-
¢a e da qualidade de vida, por Thomas et al.
(2013) que consideraram o uso cerimonial da
Ayahuasca um instrumento terapéutico justifi-
cado, em uma comunidade rural no Canada.
Ao se analisar a problematica da adiccao e os
esforcos das autoridades mundiais em definir
formas efetivas de tratamento, considera-se
a 0 uso da ayahuasca uma alternativa a ser
discutida, uma vez que, além dos beneficios
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evidenciados também se trabalha a espiritua-
lidade e a religiosidade dos adeptos. Todavia,
ressalta-se a necessidade de mais estudos
para se considerar os fatores que influenciam
o metabolismo dos vegetais, as técnicas de
preparo e a padronizagdo posolégica para a
determinacdo dos riscos/beneficios do uso
crbénico do decocto.
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Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol.
Argent.) (ISSN 0327-9286) es el 6rgano oficial
de difusion cientifica de la Asociacién Toxico-
l6gica 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 Toxicoldgica 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 divulgacién, notas técni-
cas, imagenes, resumenes de tesis, cartas al
editor y noticias.

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

Los reportes de casos son descripciones de
casos clinicos que por sus caracteristicas sig-
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.

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

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

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

Las Imagenes en Toxicologia pueden corres-
ponder a imagenes relacionadas con la toxico-
logia, desde lo artistico a los aspectos biologi-
cos: plantas téxicas, hongos toxicos, animales
venenosos, animales ponzofosos, floraciones
algales, quimicos, alteraciones ambientales,
casos clinicos, diagnéstico por imagenes (ra-
diografia, electrocardiogramas, ecografias,
angiografia, tomografia, resonancia magnéti-
ca, microscopia Optica o electrdnica, etc.).

El objetivo de la Seccién Imagenes en Toxico-
logia es la publicacién de imagenes originales
(1-2 figuras de alta calidad) o clasicas intere-

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 presentaciéon 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 publicacion 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
0 superior), a doble espacio (incluso los resu-
menes, referencias y tablas) con un tamano
minimo de letra Arial en 12 puntos. Las paginas
deberan numerarse desde la portada. Las le-
tras en negrita o 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-
dicara con un asterisco en posicion 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 espariol. 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-
cripcion 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 utilizd un

programa estadistico para procesar los datos,
éste debera ser mencionado en esta seccion.
Resultados. Se presentaran a través de una
de las siguientes formas: en el texto, 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 haran 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 uUnicamente 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 afadan
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 itélica.

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
solo 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-
cacioén 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. (2015) 23 (1): 63-71

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.nlm.nih.gov/
bsd/uniform_requirements.html.
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INSTRUCTIONS TO CONTRIBUTORS

Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol. Ar-
gent.) (ISSN 0327-9286) is the official publica-
tion for scientific promotion of the 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. (2015) 23 (1): 63-71

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.
4thed. 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. (2015) 23 (1): 63-71

Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol.
Argent.) (ISSN 0327-9286) é o ¢6rgao oficial
de difuséo cientifica da Associagédo Toxicolo-
gica Argentina. Engloba o Nucleo Basico de
Revistas Cientificas Argentinas, tem acesso a
artigos e textos completos através da SciELO
Argentina. Acta Toxicoldgica Argentina tem
como objetivo a publicacao de trabalhos rela-
cionados com diferentes areas da Toxicologia,
em artigos originais, relatos de casos, comuni-
cacOes 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 Discussao
(que podem integrar uma segéo 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-
vagdo da tese com a declaracéo juramentada
do autor e seu orientador. O texto ndo deve su-
perar 1000 palavras.

As revisoées ou atualizagc6es 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 toxicoldgico.

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 peconhentos, 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 Sesséo Imagens em Toxicologia
ea publicacao de imagens originais (1-2 figuras
de alta qualidade) ou classicas interessantes

ouachadospouco usuais que facilitem o diag-
nostico 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 Toxicoldgica Argentina (em adiante Acta)
publicara 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 publicagcao o trabalho submetido a
sua consideracao. A identidade dos autores e
revisores sera mantida de forma confidencial.

Envio de trabalhos

O envio de manuscritos sera realizado através
do Portal de Publicacbes Cientificas e Técni-
cas (PPCT) do Centro Argentino de Informa-
cao Cientifica e 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 instituicao 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 posicédo de super-
-indice localizado junto ao nome).

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

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

As tabelas deverado ser apresentadas em fo-
Iha a parte, numeradas consecutivamente com
numeros arabicos, com as aclaracdes 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 deverdo ser marcados
com linha continua. Nao marcar as bordas das
colunas. Assegurar-se de que cada tabela seja
citada no texto.

As figuras deverdo ser apresentadas em fo-
lhas a parte, numeradas consecutivamente
com numeros arabicos. Os desenhos deverao
estar em condicdes que assegurem uma ade-
quada repeticdo. Os graficos de barras, tortas
ou estatisticas 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 deverao ser incluidas no
texto da legenda.

As fotografias deverdo 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 resolucdo. 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
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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 itlico.

Discussao. Tera énfase sobre os aspectos
mais importantes e inovadores do estudo, e
serdo interpretados dados experimentais em
relagcdo com o que ja foi publicado. Serdo indi-
cadas as conclusdes, evitando reiterar dados
e conceitos ja citados em secdes anteriores.
Agradecimentos. Deverdo ser apresentados
em letra Arial, tamanho 10 e em um paragrafo.
Bibliografia. As 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, serao 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-
tdncia psicoativa mais consumida no mundo
(Concon 1988; Lewin 1998; Nehlig 1999)”.
“Em um consenso geral, seria desejavel que
a ingestao total de cafeina durante a gravidez
supere 300 mg/dia (Organization of Teratology
Information Specialists (OTIS) 2001; Kaiser y
Allen 2002; Nawrot et al. 2003)”.

As referéncias bibliograficas completas 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.

Acta Toxicol. Argent. (2015) 23 (1): 63-71

Exemplos:
1. Artigo padrao em publicacao peri6-
dica
Halpern S.D., Ubel PA., Caplan A.L. Solid-
-organ transplantation in HIV-infected pa-
tients. N Engl J Med. 2002;347(4):284-287.

2. Livros e monografias

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

3. Capitulo de livro

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

4. Material 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 citacao 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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