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Resumen. El uso creciente de nanomateriales en productos industriales y de consumo ha incrementado la preocupacién mundial
respecto a sus posibles efectos adversos en los sistemas biolégicos. Como consecuencia de la falta de un marco legislativo y la
ausencia de un consenso sobre los protocolos experimentales, las investigaciones ecotoxicolégicas se llevan a cabo a un ritmo
mucho mas lento que la produccién de nuevas nanoparticulas. Por esta razén, existe una necesidad creciente de realizar estudios
que aporten conocimiento sobre el riesgo de estos contaminantes emergentes de propiedades Unicas. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar la frecuencia de micronucleos (FMN) en eritrocitos de ejemplares juveniles de pacu (Piaractus mesopotami-
cus) expuestos a nanoparticulas de plata (Nano-Ag) a las concentraciones de 0 pg-L" (control); 2,5 pg-L"; 10 pg-L'; y 25 pg-L 7,
durante 24 horas. Se observé que la FMN se incrementé significativamente (p<0,01) en la concentraciéon de 25 pg-L-1, mientras
que no hubo diferencias significativas entre los grupos expuestos a 2,5y 10 uyg-L" y el control. Estos resultados sugieren que
los eventos aneugénicos o clastogénicos podrian representar un posible mecanismo de toxicidad de Nano-Ag en esta especie.

Palabras claves: Peces; Nanomateriales; Microntcleos, Genotoxicidad

Abstract. The growing use of nanomaterials in consumer and industrial products has aroused global concern about possible
adverse effects on biological systems. Due to the lack of a regulation framework and the absence of a consensus on the ex-
perimental protocols, ecotoxicological investigations are carried out much slower than the production of new nanoparticles. For
this reason, there is a growing need for studies that provide knowledge about the risk of these emerging contaminants of unique
properties. The objective of the present study was to evaluate the frequency of micronuclei (FMN) in erythrocytes of juvenile Pi-
aractus mesopotamicus exposed to silver nanoparticles (nano-Ag; Nanotek SA) at concentrations of 0 pg-L™" (control); 2.5 pg-L™;
10 pg-L"; and 25 pg-L", for 24 hours (n = 10 per treatment). The FMN show a significant increase (p <0.01) in fish exposed to 25
pg-L ' of Nano-Ag, while there were no significant differences among the groups exposed to 2.5 and 10 pg-L™" with the control.
These results suggest that the aneugenics or clastogenics events may represent a possible mechanism of toxicity of Nano-Ag in
this specie.

Keywords: Fishes; Nanomaterials; Micronucleus; Genotoxicity

Introduccion

El uso creciente de nanomateriales (NM) en
productos industriales y de consumo ha incre-
mentado la preocupacién mundial respecto a
sus posibles efectos adversos en los sistemas
biolégicos (Savolainen y col. 2010). Como con-
secuencia de la falta de un marco legislativo y
la ausencia de un consenso sobre los proto-
colos experimentales, las investigaciones eco-

toxicoldgicas se llevan a cabo a un ritmo mu-
cho mas lento que la produccién de nuevas na-
noparticulas. Por esta razén, existe una necesi-
dad creciente de realizar estudios que aporten
conocimiento sobre el riesgo de estos conta-
minantes emergentes de propiedades Unicas
(Dhawan y Sharma 2010). Si bien las perspec-
tivas de utilidad de los NM en areas como la
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medicina y la energética son prometedoras, las
propiedades que los hacen atractivos también
contribuyen a su perfil toxicolégico (Landsiedel
y col. 2009).

Entre los NM mas prometedores con propieda-
des antibacterianas se encuentran las Nano-
particulas de plata (Nano-Ag), que exhiben una
mayor actividad quimica debido a su relacion
superficie-volumen y estructura cristalografica
(Flower y col. 2012). Sin embargo, el rapido in-
cremento en la produccién de estas nanoparti-
culas ha derivado en un aumento potencial de
la exposicion del hombre y el medio ambiente
(Chen y Schluesener 2008). A pesar de su uso
generalizado, hay datos limitados sobre la se-
guridad, toxicologia y vias posibles de exposi-
cién a Nano-Ag, siendo aln menos NUMerosos
los trabajos que investigan su posible interac-
cion con el ADN. Se han propuesto una varie-
dad de mecanismos para explicar la toxicidad
de Nano-Ag, incluyendo la interaccién con las
membranas celulares (Sondi y Salopek-Sondi
2004; Morones y col. 2005), citotoxicidad (Bra-
ydich-Stolle y col. 2005, Chae y col. 2009; Taju
y col. 2013), apoptosis (Hsin y col. 2008; Choi
y col. 2010), induccién de especies reactivas
del oxigeno (EROS) (He y col. 2012; Van Aerle
y col. 2013) y la interaccién de los iones Ag+
con las proteinas y/o enzimas celulares (Mat-
sumura y col. 2003; Morones y col. 2005; Choi
y col. 2009).

Debido a sus caracteristicas fisico-quimicas,
los NM pueden tener propiedades genotodxi-
cas impredecibles. Pueden causar dafos en
el ADN indirectamente, mediante la promocién
de estrés oxidativo y la respuesta inflamatoria.
Alternativamente, al ser suficientemente pe-
quenas, pueden atravesar las membranas ce-
lulares y tener acceso al nucleo, donde pueden
interactuar directamente con el ADN, causando
dafo a la molécula (Singh y col. 2009).

Los efectos genotédxicos de los contaminantes
pueden ser monitoreados utilizando el Ensa-
yo de micronucleos (MN), siendo éste una de
las pruebas mas ampliamente utilizadas en las
evaluaciones genotodxicas debido a la sensibili-
dad en la deteccion de dafo en el material ge-
nético y su rapida realizacion (Cavas y Kénen
2007). Por su parte, el ensayo de MN ha sido
ampliamente utilizado en peces para evaluar el
dafio al ADN generado por contaminantes en
el agua, tanto en condiciones de laboratorio
como a campo (Al-Sabti y Metcalfe 1995; Mi-
nissi y col. 1996; Hayashi y col. 1998).

La utilizacién de peces como bioindicadores

puede ayudar a detectar posibles problemas
en el medio ambiente. Resultados obtenidos
en ensayos con peces pueden ser Utiles para la
evaluacion de los posibles efectos en la salud
de otros organismos de sustancias potencial-
mente toxicas presentes en el medio ambiente
(Matsumoto y col. 2006).

Piaractus mesopotamicus (Pisces, Characidae)
es un pez sudamericano, ampliamente utiliza-
do en el cultivo de peces debido a su facil ma-
nejo y buena velocidad de crecimiento (Jomori
y col. 2003). Se lo encuentra naturalmente en
aguas continentales de Argentina y paises limi-
trofes de la Cuenca del Plata, que comprende
los rios Parana, Paraguay y Uruguay (Ringuelet
y col. 1967; Agostinho y col. 1997; Bechara y
col. 1997; Hahn y col. 1997).

El objetivo de este trabajo fue evaluar median-
te el Test de MN las posibles modificaciones en
el material genético de los eritrocitos de P. me-
sopotamicus causado por la exposicién in vivo
a nanoparticulas de plata.

Materiales y métodos

Se obtuvieron 40 ejemplares juveniles de pa-
cu (Piaractus mesopotamicus) con una longi-
tud estandar promedio de 8,1 + 0,5 cm y un
peso promedio de 23,9 + 4,4 g de una granja
de piscicultura local. Con el propdsito de lo-
grar su aclimatacion, los peces se colocaron
en tanques de 150 litros con agua declorada
durante dos semanas. Se los alimenté una
vez al dia con pellets comerciales secos. La
alimentacioén fue suspendida 24 horas antes
del comienzo de las pruebas. Los juveniles
fueron expuestos a una solucién coloidal de
Nano-Ag (Nanotek S.A.) a las concentraciones
de 0 pg-L™ (control); 2,5 pg-L"; 10 ug-L-" y 25
pg-L'. Luego de 24 horas de exposicion, los
ejemplares (n=10 por tratamiento) fueron sa-
crificados, extrayéndose sangre para analizar
la Frecuencia de MN (FMN).

La caracterizacion de las nanoparticulas de
plata se llevoé a cabo a través de microscopia
electrénica de transmisién. Las imagenes ob-
tenidas a partir de una suspension acuosa del
producto mostraron particulas de forma esféri-
ca de un tamano entre 20 y 25 nm (Figura 1). A
través de espectrofotometria de absorcion até-
mica, se constato la entrada y acumulacion de
plata total en higado, cerebro y branquias de
los peces expuestos a todas las concentracio-
nes de Nano-Ag (Bacchetta y col. 2014).

La FMN se llevé a cabo de acuerdo a la técnica
descripta por Koppe-Grisolia y Torres-Cordeiro
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Figura 1. Imagen de microscopio
electronico de Nano-Ag (Nanotek S.A.).

(2000). Cada muestra se realizé por duplicado.
Los extendidos fijados fueron tefidos durante
10 minutos con Giemsa en una dilucion 1:10,
centrifugada y filtrada previamente para reducir
la presencia de grumos de colorante, que pu-
dieran interferir en la identificacion de los MN.
Por cada ejemplar se analizaron 1000 célu-
las (500 de cada preparado) bajo microscopio
6ptico con una magnificacién de 1000X y se
registré la FMN, definida como la cantidad de
células que presentan MN por cada 1000 célu-
las contabilizadas. Los criterios para la identifi-
cacion de los MN fueron los siguientes (Heddle
1973; Koppe-Grisolia 2002):

1) El tamafo del MN debe ser menor que un
tercio del tamafo del nucleo principal.

2) El MN no debe solaparse con el nucleo prin-
cipal y, si esta en contacto con éste, los bor-
des de cada uno deben ser perfectamente
distinguibles.

3) El MN debe poseer el mismo color e intensi-
dad de tincién que el nucleo principal.

Analisis estadistico

Se utilizé el paquete estadistico SPSS 14.0
para Windows. Los datos fueron evaluados en
normalidad mediante el test de Kolmogorov-
Smirnov y en homogeneidad de varianza me-
diante el test de Levene. Se utilizo el test de
Kruskal Wallis seguido de Mann-Whitney para
comparar FMN entre los grupos expuestos y el
control negativo.

T T T T
Control 2,5 10 25

Hg.L"" de Nano-Ag

Figura 2. Box-Plot de los resultados
obtenidos para la Frecuencia de Micronucleos
/ 1000 eritrocitos de peces expuestos
a diferentes concentraciones de Nano-Ag.

*Diferencia estadisticamente significativa respecto del
control negativo (p<0,01; Test de Mann-Whitney).

Resultados

No se observaron cambios comportamentales
evidentes ni mortalidad en los especimenes
expuestos a las distintas concentraciones de
Nano-Ag. Respecto a los grupos expuestos a
Nano-Ag, se observé que la FMN se incremen-
t6 significativamente (p<0,01) en la concentra-
cion de 25 pg-L" (1,20 + 2,08). Por el contrario,
no hubo diferencia entre los grupos expuestos
a25y 10 pyg-L"' (FMN= 0,52 + 1,64 y 0,90 +
2,85 respectivamente) respecto del grupo con-
trol (FMN= 0,99 + 2,42; p> 0,01; Figura 2).

Discusion

Estudios de laboratorio han informado acerca
de la toxicidad de Nano-Ag para una amplia ga-
ma de organismos. Sin embargo, las concen-
traciones que causan efectos van desde algu-
nos pg-L" hasta mg-L™, lo que refleja que la es-
pecie testeada, tipo de particula y condiciones
de exposicion son determinantes (Griffitt y col.
2008; Wu y Zhou 2013; McShan y col. 2014).
Particularmente, informes anteriores muestran
que las Nano-Ag pueden ser téxicas para los
peces. Farkas y col. (2010) indicaron citotoxi-
cidad en cultivos primarios de hepatocitos de
la trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) a
concentraciones de Nano-Ag de aproximada-
mente 20mg/L. En la misma especie, Joo y col.
(2013) indicaron bioacumulacién de plata en hi-
gado, branquias y musculo luego de 14 dias de
exposicion crénica a Nano-Ag.
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Por otro lado, Giriffitt y col. (2013) han inves-
tigado la exposicidon crénica a Nano-Ag en el
pez cebra (Danio rerio), analizando alteracio-
nes en la carga tisular, la morfologia general
de las branquias, y los perfiles de expresion
génica global. Los autores reportaron que las
Nano-Ag que se acumulan en las branquias
no parecen generar alteraciones morfologicas
observables en dicho tejido a nivel microscé-
pico, a las concentraciones y duraciones de
exposicion analizados. Sin embargo, la expo-
sicién y/o acumulacién de Nano-Ag indujeron
alteraciones dramaticas en los perfiles globa-
les de transcripcidon de genes en las branquias
expuestas. Estos resultados fueron similares a
los presentados anteriormente por los mismos
investigadores en una exposicion aguda (48hs)
(Griffitt y col. 2009).

Investigaciones llevadas a cabo en salmoéni-
dos demuestran que las células de peces tie-
nen una baja capacidad de reparacién del ADN
dafado y que debido a sus condiciones parti-
culares de habitat, son muchos mas sensibles
a dafnos genotdxicos producidos por contami-
nantes acuaticos que las células de anfibios,
aves y mamiferos (Edwards y col. 1986). En el
presente estudio, se observé un aumento sig-
nificativo en la FMN para la concentracion mas
alta (25 pg-L7). Kimy col. (2013) llevaron a cabo
el Ensayo Cometay el test de MN para evaluar
la genotoxicidad de Nano-Ag en células CHO-
K1, y reportaron que Nano-Ag estimula la rotura
del ADN y la formacién de MN en forma depen-
diente de la dosis. Sin embargo, en una intensa
busqueda bibliografica, no se han encontrado
hasta el momento informes que utilicen la FMN
en peces expuestos in vivo a Nano-Ag.

Estos resultados sugieren que la FMN permite
detectar precozmente (24 hs) efectos genotoéxi-
cos y que los eventos aneugénicos o clasto-
génicos podrian representar un posible meca-
nismo de toxicidad de Nano-Ag en la especie
estudiada.
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Resumen. La neurotoxicidad de la isoniazida (INH) frecuentemente no es tenida en cuenta por el pediatra ante un paciente con
un cuadro convulsivo agudo. La INH es uno de los farmacos mas indicados en el tratamiento y quimioprofilaxis de la tuberculosis.
Habitualmente se la indica al grupo familiar, debido a las caracteristicas epidemiolégicas de esta enfermedad, lo cual permite
una amplia disponibilidad en los hogares, pudiendo originar intoxicaciones accidentales o intencionales. La intoxicacion severa
se caracteriza por un cuadro neurotdxico agudo, expresado en un sindrome convulsivo o coma, que no cede con el tratamiento
habitual. Se presenta un caso clinico de una paciente intoxicada grave con isoniazida, habiendo sido la anamnesis dirigida am-
pliada junto con un diagnéstico precoz y el tratamiento especifico con el antidoto, la base fundamental para la evolucion favorable
de la paciente.

Palabras clave: Intoxicacion; Isoniazida; Convulsiones; Acidosis metabdlica.

Abstract. Pediatricians do not usually considered isoniazid (INH) neurotoxicity in cases of patients with severe seizure disorders.
INH is one of the most suitable drugs in the treatment and chemoprophylaxis of tuberculosis. It is usually indicated to the family
group, due to the epidemiological characteristics of this disease, allowing a wide availability in homes and being able to cause
accidental or intentional poisoning. An acute neurotoxic picture, expressed as a convulsive syndrome or coma, which does not
improve with the usual treatments, characterized severe intoxication. A case of a patient with severe intoxication with isoniazid is
presented. The extended anamnesis, along with an early diagnosis and the specific antidote treatment, set the fundamental basis
for the favorable evolution of the patient.

Keywords: Intoxication; Isoniazid; Seizure; Metabolic acidosis.

Introduccidn

La neurotoxicidad de la isoniazida (INH) habi-
tualmente no es tenida en cuenta por el pedia-
tra ante un paciente con un cuadro convulsivo
agudo, siendo éste ultimo, un motivo de con-
sulta frecuente en el area de Emergencia. Entre
los diagnosticos diferenciales, es importante
tener en cuenta aquellos de origen toxico.

La INH es uno de los farmacos mas indica-
dos en la tuberculosis (TBC) y esta enferme-
dad tiene cada vez mas repercusion mundial
en cuanto a su prevalencia, aumentando, por
consiguiente, el nUmero de personas bajo tra-
tamiento con farmacos antituberculosos (Mu-
Aoz Aguilar 2013). Se estima en 8.600.000 el
numero de personas que desarrollaron TBC en

2012, siendo 1.100.000 portadores del virus de
la inmunodeficiencia adquirida (VIH +).

Para el médico, es particularmente importante
evaluar no solo las complicaciones de la enfer-
medad en si y los efectos adversos de la tera-
pia, sino también el riesgo de una sobredosis
con estos farmacos (accidental o intencional)
(Hernon y Boyer 2011).

Debido a que la tuberculosis es un problema de
Salud Publica de importancia en la Argentina,
la mayor disponibilidad de INH en los hogares
favorece la intoxicacion con este farmaco. Se
presenta el caso clinico con el objetivo de que
el pediatra considere también a la intoxicacién
con farmacos entre los diagnésticos diferen-
ciales, ante un paciente con convulsiones de
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causa desconocida. La intervencion médica e
indicacién oportuna del tratamiento especifico,
permitié la evolucion clinica favorable.

Caso clinico

Una paciente de 15 afos ingresé al Servicio de
Emergencias acompafiada por un familiar, por
presentar en su hogar un episodio de convul-
sion tonico-clénica generalizada de aproxima-
damente 5 minutos de duracién, posterior a la
aparicion de vomitos. Ingres6 en buen estado
general, hemodinamicamente compensada, IU-
cida, Glasgow 15/15.

El pediatra de guardia solicité interconsulta a
la Unidad de Toxicologia debido a la sospecha
de una exposicion ambiental a mondxido de
carbono. Los médicos de la Unidad descarta-
ron la misma, pero ante una anamnesis dirigi-
da ampliada surgié como antecedente patol6-
gico asociado, que la paciente se encontraba
en tratamiento (profilaxis) desde hacia cinco
meses con drogas antituberculosas (madre en
tratamiento por tuberculosis). Ante la sospecha
de una sobredosis del farmaco, se insistié en
confirmar este diagndstico y, posteriormente,

la paciente admitié haber ingerido en forma in-
tencional 10 comprimidos de isoniazida de 300
mg, seis horas previas a su ingreso.

Se indicaron medidas de rescate: se realizd
lavado gastrico, obteniéndose escaso mate-
rial (restos de comprimidos) y se administraron
carbon activado y purgante salino. Se solicitd
laboratorio de ingreso, constatandose leucoci-
tosis (globulos blancos: 15.200/mm3), acidosis
metabdlica con anién gap aumentado y acide-
mia (Tabla 7). En vista del antecedente de la in-
gesta y el cuadro clinico presentado, se decidié
su internacion, iniciandose tratamiento especi-
fico con piridoxina (vitamina B6), 3 gramos en
infusion continua IV, a pasar en 1 hora.
Evolucion: la paciente presentd buena tole-
rancia al tratamiento con el antidoto, no repi-
tiendo nuevo episodio convulsivo, corrigiendo
las alteraciones del laboratorio de ingreso (Ta-
bla 1). Luego de una evolucién clinica favora-
ble, se le otorgd el alta toxicologica del episo-
dio de intoxicacion aguda a las 48 horas del
ingreso, aunque continud internada para ser
evaluada por los Servicios de Salud Mental y
Neumoatisiologia.

Tabla 1. Parametros de laboratorio comparativo (ingreso-control)

Parametros

Laboratorio ingreso

Laboratorio control

Acido lactico (mmol/L) 4.5 1,1
pH 7.07 7,38
pCO, (MmHg) 385 40,2
Bicarbonato (mEqg/L) 17,3 23,5
Exceso de bases (mmol/L) 8.4 -1,2
GOT (UI/L) 19 16
GPT (UI/L) 8 12
Discusion su forma activa piridoxal-5-fosfato) y, ademas,

La INH inhibe la produccién de acido gamma-
aminobutirico (GABA) (principal neurotransmi-
sor inhibidor en sistema nervioso central) por
deplecion de vitamina B6 (piridoxina), vitamina
requerida por la descarboxilasa del acido glu-
tamico para la produccién del GABA. La INH
actua por dos mecanismos: los metabolitos hi-
dracina de la INH inhiben la piridoxin fosfoki-
nasa, (enzima que convierte a la piridoxina en

se liga con esta forma activa para producir iso-
niazida piridoxal hidrasona (esta molécula se
excreta en orina y resulta en la disminucién de
los niveles de la vitamina). La disminucion de la
sintesis del GABA, se manifiesta con un cuadro
convulsivo agudo.

La intoxicacién por INH generalmente se pre-
senta con un cuadro convulsivo que no cede
con el tratamiento habitual. Comienza entre los
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30 minutos y 3 horas luego de la ingesta, pu-
diendo ser recurrente, con acidosis metabdlica
y coma. Aunque las manifestaciones tempra-
nas pueden ser los vomitos, enlentecimiento
del habla, vértigo, y taquicardia, las convulsio-
nes pueden representar el primer signo de toxi-
cidad por INH (Hernon y Boyer 2011).

Entre los estudios complementarios a solicitar,
se debe considerar al estado acido base, io-
nograma, hepatograma, CPK 'y orina completa
(Talamoni y Diaz 2012). La concentracién de
INH en sangre se correlaciona adecuadamente
con el grado de intoxicacién y el analisis no se
encuentra disponible en laboratorios hospitala-
rios (Maw y Aitken 2003).

Todo paciente con intoxicaciéon grave por INH
debe permanecer en control clinico por un lap-
so de 6-36 horas por el riesgo de neurotoxi-
cidad. Las convulsiones pueden aparecer
con una ingesta mayor a 20 mg/kg, € invaria-
blemente cuando es mayor de 35 a 40 mg/
kg. Los pacientes con enfermedad epiléptica
pueden presentar convulsiones con dosis me-
nores. (Hernon y Boyer 2011). Es fundamental
el tratamiento de sostén, como asi también el
tratamiento especifico. En este caso, conside-
rando el antecedente de ingesta de sobredosis
intencional del farmaco, se indicaron medidas
de rescate (lavado gastrico, carbdn activado
y leche de magnesia o sorbitol al 70 %), de-
bido a varios factores: puede no ser confiable
el relato en cuanto al tiempo transcurrido de
la ingesta; pueden existir co-ingestas que no
surgen en un primer momento de anamnesis;
existen farmacos que pueden tener efecto de
retraso de vaciamiento del contenido gastrico,
considerando el potencial riesgo de presentar
nuevas convulsiones. La piridoxina (vitamina
B,) es el antidoto especifico y debe adminis-
trarse a todo paciente en quien se sospeche
intoxicacion con INH y que presente un cua-
dro neurolégico agudo (triada de convulsiones
refractarias al tratamiento convencional, coma
y acidosis metabdlica) (Hernon y Boyer 2011).
Incluso algunos autores proponen administrar
piridoxina IV ante cualquier paciente con con-
vulsiones refractarias al tratamiento estandar
con benzodiacepinas, en regiones geograficas
con riesgo para TBC (Nelson y Rella 1998)
Tras la administracion de piridoxina la convul-
sion cede rapidamente, se corrige la acidosis
metabdlica y revierte el coma (Hernon y Boyer
2011). En el caso de esta paciente que se en-
contré lucida, se administro piridoxina teniendo
en cuenta que el estado de conciencia puede
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retornar entre los episodios convulsivos (Geib
y Shannon 2007). La dosis pediatrica es: 70
mg/kg en infusion IV durante 30-60 minutos
hasta un maximo de 5 gramos (Hernon y Bo-
yer 2011; Sweetman y Blake 2011; Talamoni y
Diaz 2012). En pacientes adolescentes y adul-
tos la relacion es: 1 gramo de piridoxina por
cada gramo de INH ingerida (1=1). No obstante
las dosis mencionadas son orientativas, dado
que existen propuestas terapéuticas de algu-
nos autores que refieren que no se dispone de
una dosis maxima, llegandose a utilizar altas
dosis sin observar efectos adversos (Sweet-
man y Blake 2011). Cuando se desconoce la
cantidad de INH ingerida, se indican 5 gramos
de piridoxina. (Sweetman y Blake 2011; Klasco
2012). Las benzodiacepinas podrian utilizarse
como anticonvulsivante potenciando a la piri-
doxina, siendo variable su efectividad cuando
se administra como Unica droga (Hernon y Bo-
yer 2011). Puede administrarse diazepam IV, de
preferencia por una via diferente a la piridoxina
(Caksen y col. 2003).

La INH es dializable, pero usualmente la hemo-
didlisis no es necesaria si se administran dosis
adecuadas de piridoxina y anticonvulsivantes
(Maw y Aitken 2003).

Conclusiones

El resguardo de este tipo de medicacion con
acciéon neurotoxica, es fundamental para evitar
intoxicaciones graves en pediatria. Ante un sin-
drome convulsivo agudo es necesario realizar
una anamnesis completa y dirigida, recolectan-
do datos que orienten a una posible causa t6-
xica para evitar el retraso del tratamiento ade-
cuado. Debe considerarse la intoxicacion por
INH ante un paciente que presenta un cuadro
convulsivo que no cede con el tratamiento ha-
bitual, acidosis metabdlica resistente a la ad-
ministracién de bicarbonato de sodio y coma
(Brunton y col. 2012). El cuadro clinico cede-
ra definitivamente con la indicacion del trata-
miento especifico, la accesibilidad inmediata
y la indicacién oportuna del antidoto, estable-
ciéndose como las bases para una evolucion
satisfactoria.

Se deben incluir entre los diagndsticos diferen-
ciales las causas toxicas que provocan convul-
siones, siendo las sustancias mas frecuente-
mente involucradas: gases téxicos (mondxido
de carbono), medicamentos (lidocaina, isonia-
cida, anticonvulsivantes, teofilina, etc.), drogas
de abuso (cocaina, anfetaminas), plaguicidas
(organoclorados, organofosforados), plantas-
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medicina folklérica (anis estrellado, aceites
esenciales: alcanfor y mentol) y veneno de ani-
males (casos de escorpionismo grave).

Seria recomendable que todos los hospitales
de mediana complejidad contaran con una re-
serva del antidoto piridoxina, para no retrasar
su administracién (Morrow y col. 2006), lo cual
incide directamente en la evolucién satisfacto-
ria del cuadro clinico.
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Resumen. Se presenta una serie de tres casos de pacientes menores de edad con intoxicacién por ingesta de semillas de Datura
stramonium, ocurridos durante el mes de mayo en la provincia de Mendoza. Pacientes de sexo masculino, ente 15 y 3 afios de
edad. Uno de ellos asociado con ingesta intencional de semillas y otros dos por intoxicacién accidental al ingerir las semillas
jugando con el fruto de la planta. La recoleccién de semillas se realizd en zona rural periurbana, y todos los casos fueron lleva-
dos a la consulta por familiares directos, ante la presencia de desorientacion, ataxia y disartria. Los tres pacientes desarrollaron
sindrome anticolinérgico, con delirio y alucinaciones, requiriendo internacién y tratamiento sintomatico, con buena evolucién y
recuperacion completa entre las 24 y 72 horas. Se resalta el riesgo que representa la presencia de este vegetal téxico, no sélo
por su facil disponibilidad, sino por las bajas dosis letales de sus alcaloides y la falta de diagndstico etiolégico por parte de los
servicios de urgencia.

Palabras clave: Planta; Alucinégena; Intoxicacién; Estramonio

Summary. A series of three cases of pediatric patients with poisoning by ingestion of seeds of Datura stramonium, which oc-
curred during the month of May in the province of Mendoza is presented. Male patients, among 15 and 3 years old. One associ-
ated with intentional ingestion of seeds and other two by accidentally ingesting seeds while playing with the fruit of the poisonous
plant. Seed collection was conducted in rural and peri-urban areas, and all patients were brought to the office by relatives, due to
the presence of dysarthria disorientation and ataxia. The three patients developed anticholinergic syndrome with delirium and hal-
lucinations, requiring hospitalization and symptomatic treatment. All cases had favorable outcome and complete recovery within
24 to 72 hours. It is highlighted the risk posed by the presence of this toxic plant, not only for its easy availability, but low lethal
doses of its alkaloids and lack of etiological diagnosis by emergency services.

Keywords: Plant; Intoxication; Hallucinogenic; Jimson weed

Introduccién

El estramonio (Datura stramonium L.) es una
planta téxica de la familia Solanaceae, utilizada
por los seres humanos desde la antigliedad por
sus propiedades alucinégenas y medicinales
(Dewitt y col. 1997; Acebey y col. 2014). El gé-
nero Datura L. comprende 14 especies (Ham-
mer y col. 1983; Jiao y col. 2002), en su mayo-
ria toxicas, que se distribuyen principalmente
en regiones tropicales y templadas de América
Central y del Sur, aunque crecen en todas par-
tes del globo a excepcion de las regiones con
climas polares y subpolares (El Bazaoui y col.
2011).

La Datura stramonium, también conocida
como hierba de Jamestown, hierba hedionda,
higuera loca, mata del infierno, manzana espi-
nosa, berenjena del diablo, flor de la trompeta
o trompetilla (Burillo-Putze y col. 2013). Es una

planta anual y cosmopolita, que posee gran-
des flores blancas con forma de trompeta, y
frutos en capsula de cuatro valvas recubiertas
de espinas, que resultan especialmente llama-
tivas (Figura 1). Dichas capsulas contienen en
su interior numerosas semillas de color pardo
oscuro o negro, con forma arrifionada (Figu-
ra 2), consideradas como la parte mas téxica
de la planta. Sus hojas de color verde oscu-
ro, son ovales, agudas y recortadas, que le dan
una forma puntiaguda (Figura 3). Los tallos y
ramas, son lisos, lampifios, de color verde os-
curo y desprenden un desagradable olor. Exis-
ten diversas variedades diferenciables, entre
otras caracteristicas, por el color de las flores
y la densidad de espinas en las valvas de sus
frutos (Soler Carracedo y col. 2013). Crece ha-
bitualmente en terrenos baldios, zonas ricas en
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residuos organicos, orillas de huertas y cana-
les, donde suele adaptarse con cierta facilidad,
llevando a que pueda hallarse proxima a zonas
habitadas (Russell y col. 2010).

Figura 1. Aspecto de las capsulas de
semillas de la Datura stramonium.

Figura 2. Aspecto de las semillas
de la Datura stramonium.

Nota: escala en centimetros

Figura 3. Aspecto general del vegetal.

La toxicidad de la planta es debida a su conte-
nido en alcaloides, de los cuales contiene alre-
dedor de sesenta y siete, todos ellos tropani-
cos, destacandose tres: hiosciamina, atropina
y escopolamina o hioscina (Roblot y col. 1995;
Cartanon Lopez y col. 2000), por ser los mas
activos y téxicos, particularmente el primero;
todos antagonistas muscarinicos competitivos
de la acetilcolina y responsables de originar el
cuadro anticolinérgico que presentan los intoxi-
cados, con potencialidad letal (Alcaraz Garcia y
col. 1999; Thabet y col. 1999). El contenido to-
tal de alcaloides varia entre 0,25 % y 0,7 % del
peso fresco de las hojas (Jiménez-Mejias y col.
1991), que consumidas en pequenas cantida-
des actlan como estupefaciente, provocando
delirio por alucinaciones durante horas (Tiong-
son y col. 1998). La toxicidad del estramonio
es muy elevada, llevando a que ostente a nivel
mundial el record de intoxicaciones por plan-
tas venenosas. Su absorcién es buena por via
mucosa y digestiva, con un amplio volumen de
distribucién, atraviesa las barreras hematoen-
cefélica y placentaria, excretandose por orina
y leche. El quimico aleman Albert Ladenburg,
es quien en 1980 logra aislar por primera vez
la escopolamina a partir de Datura stramonium.
Esta planta venenosa ha sido utilizada duran-
te siglos por sus cualidades psicoactivas en
rituales, ceremonias, medicina casera y elabo-
racion de farmacos (Diker y col. 2007; Suk y
col. 2010). Donde los principales sintomas de
intoxicacion son: sequedad de piel y mucosas
(boca seca), rubicundez, cambios del humor,
ataxia, midriasis, fotofobia, visién borrosa, ma-
reos, taquicardia, hipertension, ileo paralitico,
retencidén urinaria, delirios con alucinaciones,
excitacion, agresividad, temblores, convulsio-
nes y coma. Los sintomas se inician entre 1-4
horas tras la ingesta y pueden durar entre 24 a
48 horas (Vanderhoff y col. 1992; Spina y col.
2006), o mas dias, siendo habitual la amnesia
total o parcial del episodio.

Excepcionalmente se han observado rabdo-
miolisis, arritmias malignas, signos neurolégi-
cos focales y coma, que puede acontecer sin
necesariamente mostrarse el resto de la sinto-
matologia descripta.

Las aplicaciones medicinales del estramonio
son numerosas, pero la concentracion de sus-
tancias activas que contiene la planta varia mu-
cho de una a otra, haciendo dificil establecer
una dosis util, situacién que ha llevado a res-
tringir su uso en la medicina natural. Las pro-
piedades “magicas” que se le han atribuido tra-
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dicionalmente al estramonio han favorecido su
utilizacion en los ambitos mas diversos (Glats-
tein y col. 2012). En la antigua Roma, devotas
del dios Baco se extasiaban con plantas aluci-
ndégenas que algunos autores identifican como
estramonio. Junto con la mandragora o la bella-
dona, el estramonio formaba parte de los bre-
bajes asociados a la brujeria durante la Edad
Media, y los ungiientos que estas elaboraban
para "volar". De ahi quiza que antes de ser pa-
sadas por la hoguera, las acusadas de brujas,
confesaban haber surcado los cielos, en lo que
mas bien habia sido, mas que probablemente,
un viaje psicodélico (Scarlato y Weerner 2014).
En Estados Unidos se la conoce como la hier-
ba de Jamestown debido a que en 1676, en la
localidad homénima (Virginia), un grupo de sol-
dados sufrié una intoxicacion masiva. Los alu-
cinados tuvieron que ser encerrados para evitar
una mas que probable desgracia.

El tratamiento de la intoxicacion es sintomatico
(Roblot y col. 1995), debiendo aplicarse ante la
ingesta de semillas o partes de la planta, las
medidas de descontaminacion gastrointestinal,
a través del lavado gastrico dentro de las pri-
meras 4 horas post ingesta, seguido de la ad-
ministracién de carbén activado y de catartico,
de no existir contraindicaciones por la excita-
cién o el potencial riesgo de convulsiones (Rod-
gers y col. 1993; Net y Marruecos-Sant 2006).
Debe asegurarse previamente la via aérea, el
suministro de oxigeno y una via venosa peri-
férica para el suministro de soluciones crista-
loides, junto al sondaje vesical, necesario para
el tratamiento de la retencién urinaria. El pa-
ciente debe ser internado bajo estricta obser-
vaciéon médica, en un ambiente tranquilo, con
pocos estimulos luminicos y sonoros, alejado
de elementos que le permitan autolesionarse.
Para controlar los cuadros excitacion, deliro y
conductas agresivas, la medida que mas ayu-
da es la sedacién con benzodiacepinas (loraze-
pam o midazolam) (Stellay col. 2010; Suk y col.
2010), desaconsejandose el uso de neurolépti-
cos por sus efectos anticolinérgicos (Baselga y
co. 1985; Kurzbaum y col. 2001). En los casos
de manifestaciones graves, como convulsio-
nes, hipertension severa, arritmias o coma, vy
solo si son normales el intervalo PR y QRS, el
tratamiento de eleccién es la administracion de
fisostigmina por via endovenosa lenta, como
antidoto especifico que inhibe la enzima acetil-
colinesterasa (Rodgers y col. 1993; Diker y col.
2007), que lleva a una mayor concentracién de
acetilcolina en el espacio sinaptico neuronal,
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que resultara en una union de la misma a los
receptores muscarinicos en lugar de los alca-
loides, por un fendmeno de competicién, con
dosis de 1-2 mg diluidos en 10 ml de suero
fisiolégico, a pasar en 5-10 min en adultos y
0,02 mg en nifos. La respuesta al tratamiento
es rapida y la duracion de su efecto es corta,
por lo que se puede repetir una segunda dosis
superado ese periodo de tiempo, si no se ob-
serva respuesta por parte del paciente, nunca
superando los 4 mg/h en adultos o 1 mg/h en
nifios, si las manifestaciones clinicas asi lo re-
quieren (Glatstein y col. 2012).

La administracion de fisostigmina esta contra-
indicada si el paciente presenta asma bron-
quial, enfermedad coronaria u obstruccion me-
canica del tracto gastrointestinal y/o urinario
(Diker y col. 2007). Recomendandose la asis-
tencia psiquiatrica si el consumo fue intencio-
nal (Montcriol y col. 2007).

Casos clinicos

Se presentan tres casos de intoxicaciéon asis-
tidos por el Centro de Intoxicaciones de Men-
doza por ingesta de semillas de Datura stramo-
nium, provenientes de areas rurales ubicadas
el sury centro de la provincia. La consulta con-
sistié tanto en el asesoramiento diagndstico,
como en la asistencia posterior. El primer caso,
vardn de 15 afnos de edad, llevado por familia-
res desde su domicilio en horas de la madruga-
da, a Servicio de Urgencias de hospital publi-
co, por presentar sintomatologia consistente en
ataxia, boca seca, visién borrosa, taquicardia y
nerviosismo, sumandose a las dos horas, mi-
driasis hiporreactiva, delirio y alucinaciones. El
diagnostico de ingreso es sindrome anticolinér-
gico, quedando internado bajo tratamiento sin-
tomatico, y requerimiento de lorazepam por via
parenteral, ante cuadro de excitacién y conduc-
ta agresiva. Por interrogatorio dirigido a familia-
res, surge antecedente de abuso de sustancia
psicoactivas, hallandose en sus bolsillos semi-
llas negras pequenas (Figura 2). Horas después
del ingreso, un tercero aporta la planta (Figu-
ra 3), refiriendo que es de donde se extrajeron
las semillas consumidas por el adolescente, la
que se identifica como ejemplar de Datura stra-
monium, lo que sumado al cuadro clinico anti-
colinérgico, confirma diagnéstico etiolégico. El
paciente queda asintomatico en las primeras
36 horas del ingreso, sin apariciéon de ninguna
complicacioén, no precisando del uso de farma-
cos anticolinesterasicos, procediéndose a darle
el alta a las 72 horas del ingreso.
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En un Centro Asistencial del sur provincial,
son llevados por su padre en horas de la tar-
de, dos hermanos de 3y 7 afios, refiriendo que
los nifios estaban jugando solos en el patio de
su vivienda rural, donde los encuentra ataxi-
cos y disartricos. En el Servicio de Urgencia
se constata rubicundez, midriasis, taquicardia,
agitacion, desorientacién y alucinaciones, du-
rante su examen. El familiar niega presencia de
psicofarmacos en el hogar, ingesta de medi-
camentos o exposicion a otros téxicos, como
plaguicidas o drogas de abuso, entre otros
interrogados. Se indica medidas de descon-
taminacioén gastrointestinal e internacion con
medidas de soporte y tratamiento sintomatico.
Ante el cuadro y evolucion clinica se diagnos-
tica sindrome anticolinérgico. Ante las explica-

ciones del padre, el lugar donde estaban los
ninos y el cuadro clinico presentado, se sos-
pecha intoxicacién por plantas, por lo que se
muestran fotos de ejemplares al progenitor, el
que al visualizar una de Datura stramonium,
la identifica en el lugar donde habian estado
jugando los nifios, confirmandose el diagnés-
tico etiolégico. Los nifios quedan asintomati-
cos en las primeras 12-24 horas del ingreso,
donde reconoce el mayor haber ingerido las
semillas jugando, siendo ademas observadas
en las deposiciones de la mafana por parte
del personal de enfermeria. Ambos pacientes
evolucionan sin ninguna complicacién, proce-
diéndose al alta a las 48 horas del ingreso. En
la Tabla 1 se presentan esquematicamente los
casos de intoxicacion.

Tabla 1. Casos clinicos por ingesta semillas de Datura stramonium, asistidos
por el Centro de Informacioén y Asesoramiento Toxicolégico de Mendoza.

Caso 1 2 3

Sexo Masculino Masculino Masculino

Edad (afos) 15 7 3

Demora en 5 horas 2 horas 2 horas

la consulta

Antecedentes  Abuso de drogas Jugaba en patio Jugaba en patio

vivienda rural vivienda rural

Midriasis bilateral Midriasis bilateral Midriasis bilateral
hiporeativa hiporeativa hiporeativa

Clinica Disartria Taquicardia Taquicardia

al ingreso Taquicardia Rubicundez Rubicundez
Hipertension Desorientacion Desorientacion
Nerviosismo
Rubicundez Sequedad de piel Sequedad de piel
y mucosas y mucosas y mucosas

Evolucion Excitacion Nerviosismo Alucinaciones
Delirio Alucinaciones Tendencia al suefio

Tratamiento

Alucinaciones

Medidas de
soporte vital

Lorazepam IM
Purgante

Internacién en UTIP

Medidas de
soporte vital

Carboén activado
Purgante

Constipacion

Internacién en UTIP

Medidas de
soporte vital

Carboén activado
Purgante
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Conclusion

El objetivo de esta comunicacion es dar a co-
nocer una serie de casos de intoxicacién por
estramonio con evoluciéon favorable, asi como
asesorar e informar sobre la toxicidad y ma-
nejo adecuado del paciente intoxicado, dado
que existen muy pocos casos documentados
de su exposicién, probablemente debido a la
falta de un interrogatorio dirigido hacia el con-
sumo de la planta. Los médicos de urgencia
deberian incluir esta eventualidad en el diag-
nostico diferencial de sindromes anticolinér-
gicos. La intoxicacién por Datura stramonium
representa un riesgo no soélo por las bajas do-
sis letales de sus alcaloides, sino también por
su facil disponibilidad. Es mas frecuente en
personas que la consumen como droga aluci-
noégena y menos frecuente como intoxicacion
accidental en nifos, en donde los cuadros de
envenenamiento pueden ser diagnosticados
errobneamente como de etiologia desconocida.
En general el diagndstico es clinico y el trata-
miento sintomatico, consistente en desconta-
minacién gastrointestinal, medidas de soporte
y resguardo del paciente a estimulos sensoria-
les, requiriendo en ocasiones contencion fisica
y farmacolégica. Se debe realizar diagnostico
diferencial con otras intoxicaciones que pro-
ducen sindromes anticolinérgicos, como las
ocasionadas por farmacos (atropina, antide-
presivos triciclicos, antihistaminicos) y otras
plantas ( Datura ferox L. “chamico”; Brugman-
sia arborea “floripondio”; Atropa belladonna
“belladona”; Mandragora autumnalis “mandra-
gora”). Ademas de descartar otras causas de
agitacion, delirio y alucinaciones. En los tres
casos asistidos, se llegd al diagnodstico tras
una detallada historia clinica y tras la identi-
ficacion de la planta por parte de un miembro
de la familia, al mostrarsele una imagen ob-
tenida por internet, siendo este medio, en el
caso de intoxicaciones por plantas, una herra-
mienta de gran importancia, dada la diferente
toxicidad de cada caso.
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Resumo. Aflatoxinas sdo metabdlitos secundarios de fungos com grande potencial carcinogénico, produzidos principalmente
por Apergillus flavus e Aspergillus parasiticus. Em vista da ampla variedade de alimentos em que se encontram essas micotoxi-
nas, o presente estudo teve como objetivo determinar condi¢cdes de cultivo para o Asperqgillus parasiticus e produ¢ao das quatro
principais aflatoxinas (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2) considerando diferentes substratos conhecidos pela contaminagédo por estas
micotoxinas, entre eles arroz branco, arroz cateto, amendoim, milho e farinha de trigo integral, e diferentes valores de umidade
e pH. Ao analisar por cromatrografia em camada delgada os extratos dos diferentes substratos, verificou-se a producéo de
aflatoxinas em todos os alimentos, porém na cromatografia liquida de alta eficiéncia foi possivel perceber a maior produgao de
aflatoxinas no arroz cateto e na farinha de trigo integral. Para a continuidade do trabalho, utilizou-se o arroz cateto e entdo pre-
parou-se diferentes meios sélidos com valores de pH entre 3,5 e 7,5 e umidade entre 42 % e 62 %. Ao analisar por CLAE, todas
as amostras apresentaram produgéo de AF, porém as amostras com o maior valor de dgua agregada (62%) apresentaram maior
produgéo enquanto a variagdo de pH nédo apresentou influéncia nesta produgéao.

Palavras-chave: Aspergillus parasiticus, Aflatoxinas, Fermentagéo estado sélido, Alimentos.

Abstract. Aflatoxins are secondary metabolites of fungi with great carcinogenic potencial, mainly produced by Aspergillus flavus
and Asperqgillus parasiticus. In order of the wide variety of foods where mycotoxins are found in, this study aimed to determine
growth conditions for Aspergillus parasiticus and production of four major aflatoxins (AFB1, AFB2, AFG1 and AFG2) considering
different substrates known for contamination by these aflatoxins, including white rice, cathetus rice, peanuts, maize and whole
wheat flour, and different pH and humidity values. When extracts of different substrates were analyzed by thin layer chromatogra-
phy, it has been verified the production of aflatoxins in all foods; however, when high performance liquid chromatography (HPLC)
analysis was performed, the greater production of aflatoxins was observed in cathetus rice and whole-wheat flour. Cathetus rice
was then selected to continue the study and different solid medium with pH values between 3.5 and 7.5 and humidity percentages
between 42 % and 62 % were prepared. When analyzed by HPLC, all samples showed production of aflatoxins, but the samples
with higher humidity value (62%) showed greatest production while the pH changes had no effect on this production.

Keywords: Aspergillus parasiticus, Aflatoxins, Solid state fermentation, Food.

Introducao

Aflatoxinas (AF) sdo metabdlitos secundarios
produzidos por fungos e que interferem no fun-
cionamento do sistema imunologico, além de
apresentarem o maior potencial carcinogénico
natural conhecido em animais e humanos (Ku-
mar et al. 2008). Durante muito tempo acredi-
tou-se que apenas Aspergillus secéo flavi eram
produtores de AF, porém atualmente, mesmo
sabendo que estes sdo os maiores produto-
res, outros géneros também foram descritos

como produtores desta micotoxina (Frisvad et
al. 2005).

Dentro da secao Flavi, os maiores produtores
de AF sao as espécies A. flavuse A. parasiticus.
Séo relatadas aproximadamente 20 formas de
aflatoxinas, entretanto o A. parasiticus é espe-
cialmente conhecido por apresentar a maior
quantidade de cepas capazes de produzir altas
concentracdes das principais formas que sao
AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2, sendo que a AFB1
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€ geralmente encontrada em grande quantida-
de como contaminante em alimentos (Sama-
pundo et al. 2007; Lozano-Ojalvo et al. 2013). O
género Aspergillus produz outras micotoxinas
além das AF, como o A. flavus, que produz o
acido ciclopiazénico, uma potente neurotoxina
(Reis et al. 2014).

Para a identificacdo desta secdo de fungos,
comumente sao realizadas analises bioquimi-
cas e morfoldgicas. Para a diferenciacao entre
A. flavus e A. parasiticus, primeiramente sao
analisados os conidios, para os quais A. flavus
apresenta paredes finas, de leve a moderada-
mente rugosas € com uma forma esférica a
eliptica. Os conidios de A. parasiticus sao mais
esféricos e crescem em projecao de espinhos.
Quando cultivados em Czapek-Dox o A. flavus
apresenta cor amarelo esverdeado enquanto o
A. parasiticus apresenta cor verde escuro (Ro-
drigues et al. 2009).

Para as aflatoxinas existem dois principais fa-
tores que juntos favorecem a producido da
mesma, a temperatura e umidade. O género
Aspergillus possui a capacidade de crescer
em varias condicoes climaticas, favorecendo a
producao de micotoxinas, porém graos arma-
zenados em temperaturas quentes e com alta
umidade apresentam maior potencial de con-
taminacao (Richard 2007).

Entre os alimentos passiveis de crescimento
de fungos produtores de AF, estdo milho, ar-
roz e outros. A producao de micotoxinas pode
nao afetar o rendimento da colheita, como no
amendoim, porém a ingestao destes alimentos
contaminados apresenta riscos a saude de va-
rias espécies animais, além dos humanos, em-
bora estes efeitos variem de acordo com ida-
de, sexo e condi¢oes nutricionais (Binder 2007;
Kumar et al. 2008).

Os estudo de crescimento fungico em agar ja
€ realizado ha muito tempo e novos estudos
tem utilizado a fermentacao em estado sélido e
com multiplas finalidades, como a producéo de
metabdlitos. Este processo envolve uma matriz
sélida com auséncia ou baixas quantidades de
agua livre, exigindo apenas uma quantidade de
agua suficiente para o crescimento e metabo-
lismo do microorganismo a ser cultivado e, de-
vido a isso, fungos e leveduras sdo os microor-
ganismos mais adequados para este processo
(Pandey 2003; Singhania et al. 2009).

Existem varios aspectos importantes no pro-
cesso de fermentacdo em estado sélido, en-
tre eles estd a selecdo do substrato, o qual
deve oferecer suporte fisico e nutrientes para

0 microorganismo. Quando o objetivo desta
fermentacao é a obtengcdo de um produto es-
pecifico deve-se testar diferentes substratos
para definir o mais adequado. Umidade, pH e
temperatura de incubacao também sao para-
metros importantes que devem ser analisados
para a fermentacao em estado solido (Bellon
-Maurel et al. 2003; Pandey 2003).

Sabendo-se da ampla variedade de condi¢des
existentes para a producédo de aflatoxinas, o
presente trabalho teve como objetivo verificar o
substrato adequado para a producéo de AF em
meio soélido por A. parasiticus e analisar a in-
fluéncia do pH e umidade sobre esta produgéo.

Métodos

A cepa utilizada foi Aspergillus parasiticus
NRRL 2999, obtida através do site www.nrrl.
ncaer.usda.gov. Para o crescimento da cepa,
transferiu-se o fungo liofilizado para um fras-
co erlenmeyer contendo 5 mL de caldo batata
dextrose com pH 4,91 e incubou-se a 24 °C em
um agitador orbital a 150 rpm durante 1 dia.
Para a ativacdo do fungo, realizou-se repique
da cepa original para tubos de ensaio conten-
do agar batata dextrose que foram incubados
a 28 °C durante 4 dias em estufa. Adicionou-
se 1 mL de caldo batata dextrose no tubo de
ensaio com o cultivo, raspou-se 0s esporos e
transferiu-se 800 yL do caldo com os esporos
para um frasco erlenmeyer contendo 9 mL de
caldo que foi incubado a 28 °C em um agita-
dor orbital a 150 rpm durante 24 horas. Apos
o periodo de incubagéo, transferiu-se 3 mL do
caldo para um erlenmeyer com 30 mL de agar
batata dextrose e incubou-se na estufa a 28 °C
durante 7 dias. Adicionou-se ao frasco 20 mL
de solucao tween 80 a 0,5 % (v/v), 10 pérolas
de vidro e uma barra magnética e deixou-se o
frasco durante 10 minutos sob agitacdo mag-
nética para a recuperacao dos esporos, obten-
do-se assim a suspensao de esporos utilizada
como inéculo.

A analise morfolégica foi realizada por cultivo
entre lamina e laminula com 200 pL de 4gar ba-
tata dextrose e 20 pL de inéculo, apds o perio-
do de incubacéo de 3 dias a 28 °C na estufa,
visualizou-se o cultivo em microscoépio optico.
Para se avaliar o substrato de crescimento fun-
gico utilizou-se os seguintes alimentos: amen-
doim, milho, arroz branco, arroz cateto e fari-
nha de trigo integral com umidades especificas
para cada substrato (tabela 7) e entado trans-
feriu-se 1 mL do in6culo para cada substrato.
Incubou-se a 28 °C por 5 dias e posteriormente
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Tabela 1. Meios sélidos testados para a producédo de aflatoxinas
com seus respectivos teores de agua agregada.

Substrato Alimento (g)  Agua (mL) Agua agregada (%)
Arroz cateto 10 11 52,4
Arroz branco 10 10 50,0
Amendoim 5 8 61,5
Farinha de trigo integral 5 10 66,7
Milho 10 10 50,0

Tabela 2. Substrato escolhido (arroz cateto) com diferentes valores de pH e agua agregada

Amostra pH Agua agregada (%)
1 3,5 42
2 3,5 52
3 3,5 62
4 5,5 42
5 5,5 52
6 5,5 62
7 7,5 42
8 7,5 52
9 7,5 62

analisou-se a producao de AF por cromatogra-
fia em camada delgada (CCD) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Depois de estabelecido o melhor substrato
para a fermentacao em estado sdlido, prepa-
rou-se meios com o substrato escolhido em di-
ferentes valores de pH entre 3,5 e 7,5 ajustados
com acido sulfurico 0,1 M e hidroxido de sdédio
0,5 M e diferentes umidades (agua agregada)
entre 42 % e 62 % conforme a tabela 2. Os
meios foram incubados a 28 °C durante 5 dias.
Apos o periodo de incubacgao, verificou-se o
pH das culturas e posteriormente a producao
de AF foi analisada por CCD e CLAE.

Para a extracdo das aflatoxinas adicionou-se
10 mL de cloroférmio no cultivo e agitou-se
por 5 minutos. Filtrou-se o cloroférmio em pa-

pel filtro e entdo repetiu-se o procedimento, o
cloroférmio foi evaporado. Para a limpeza so-
lubilizou-se o residuo com 10 mL de metanol
ao qual adicionou-se 5 mL de hexano e 5 mL
cloreto de sédio 4 %, agitou-se e o hexano foi
descartado. Adicionou-se 10 mL de clorofér-
mio e agua, agitou-se e entao filtrou-se a ca-
mada cloroférmica. Evaporou-se o cloroférmio,
adicionou-se 1 mL de acetonitrila nas amostras
para analisa-las por CLAE.

Para a anadlise dos substratos em cromatogra-
fia em camada delgada utilizou-se como fase
estacionaria placas de silica gel G com indica-
dor de fluorescéncia (Merck) e como fase mé-
vel cloroférmio:acetona 9:1 (v/v) com corrida
de 10 cm.

A CLAE foi realizada em equipamento Varian
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Prostar, coluna Microsorb-MV C18 (4,6 mm x
250 mm x 5 pym). Os solvente utilizados foram
Merck, e como fase movel utilizou-se agua:-
metanol:acetonitrila (5:4:1). O fluxo foi 0,8 mL/
min e o volume de injecao foi 10 pyL. A tem-
peratura durante as analises foi 21 °C e o de-
tector foi o fluorescéncia com Aex=365 nm e
Aem= 455 nm.

Resultados e discussao

A analise morfoldgica do crescimento fungico
entre lamina e laminula da cepa de Aspergillus
parasiticus apresentou conidios verde escu-
ro, esféricos e em projecao em forma de es-
pinhos, diferentemente da descricao de litera-
tura da cepa de Aspergillus flavus que possui
conidios com paredes finas, moderadamente
rugosas e com forma esférica a eliptica. Sa-

bendo que a cepa utilizada é Aspergillus pa-
rasiticus se confirmam as estruturas reproduti-
vas da mesma (figura 1).

Para a escolha do substrato adequado para a
produgao de aflatoxinas optou-se pela analise
destas micotoxinas em CCD, onde foi possivel
perceber que ocorre uma melhor producéo das
4 principais AF em arroz cateto, arroz branco e
farinha de trigo integral, porém houve producao
em todos os substratos. Ao analisar por CLAE
verificou-se novamente a producdo de AF em
todos os substratos, porém o arroz cateto e a
farinha de trigo integral apresentaram uma boa
produgdo com menos substancias provenien-
tes da matriz. Para a continuidade do trabalho,
optou-se pelo arroz cateto como meio de pro-
ducao por apresentar maior facilidade de tra-
balho que a farinha.

Figura 1. Crescimento de Aspergillus parasiticus entre lamina e
laminula. Em (A) aumento de 40x e em (B) aumento de 100x.

Tabela 3. Valores de pH das culturas apés periodo de incubagéo a 28 °C durante 5 dias.

Amostra pH Amostra pH Amostra pH
1 5,46 4 5,54 7 5,41
2 5,23 5 5,34 8 5,45
3 4,88 6 5,4 9 5,31
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Para a avaliacdo da influéncia qualitativa do
pH e umidade para o crescimento e producao
de aflatoxinas escolheu-se acompanhar a pro-
dugéo por CCD, onde verificou-se que ocorre
producédo de aflatoxinas em todas as amos-
tras, independente do pH e da agua agregada
ao meio, portanto estes fatores n&o apresen-
taram influéncia qualitativa sobre a producgao
de AF. Ao verificar o pH dos cultivos apds o
periodo de incubacao percebeu-se que todos
os cultivos apresentaram pH proximo a 5 con-
forme a tabela 3.

Para analisar a influéncia quantitativa do pH e
agua agregada sobre a producao de AF, anali-
sou-se as amostras em CLAE, onde foi possivel
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perceber que as amostras 3, 6 e 9 que apresen-
tavam a maior umidade (62 %) apresentaram
maior producédo de AF que as outras amostras
conforme a figura 2.

Conforme Mateles e Adye (1965) constata-
ram, o valor de pH parece ndo apresentar
grande influéncia sobre a producao de aflato-
xinas, pois apos a producao das mesmas, to-
dos os cultivos alcangcaram valores préximos
de pH. Ao analisar por CLAE, a producao de
AF dentro da mesma faixa de pH apresentou
uma grande variacdo de acordo com a umi-
dade, mas a mesma faixa de umidade nao
apresentou uma grande variacdo conforme a
alteracao de pH.

0,03
— 0,025 -
—
E
5 0,02 -
=
o 0,015 -
£
£ 0,01 -
S
S 0,005 -
<L
D l I | I I I | | I
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Amostras
Figura 2. Influéncia pH e umidade na produgao de AF.
Conclusao na farinha de trigo integral. O crescimento de A.

Os substratos testados neste trabalho para o
crescimento fungico sado alimentos citados na
literatura como produtos passiveis de contami-
nacao por aflatoxinas. Ao analisar os diferen-
tes substratos para a fermentacdo em estado
sélido, observou-se a producao de aflatoxinas
em todos os alimentos testados, porém houve
uma maior producdao com menos interferentes
provenientes da matriz sélida no arroz cateto e

parasiticus ocorreu em todas as diferentes con-
dicdes de pH e umidade testadas e mesmo nao
sendo condi¢cbes adequadas produziu-se afla-
toxinas. Sabe-se que na fermentagdo em esta-
do solido, a agua livre no processo é ausente
ou em volumes baixos, mas € necessaria uma
umidade suficiente para sustentar o crescimen-
to e metabolismo do microrganismo. Quan-
do em condi¢cdes de umidade mais elevadas
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a producao de AF foi maior, porém a variacao
de pH néo interferiu de forma quantitativa nes-
sa producdo. Desta maneira o método de fer-
mentacado em estado sélido mostrou-se eficaz
para o crescimento fungico e producao de AF.
Através deste método o isolamento das AF é
mais simples, pois ndo se tem os interferentes
do cultivo submerso em meio liquido.
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INSTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol.
Argent.) (ISSN 0327-9286) es el 6rgano oficial
de difusion cientifica de la Asociacién Toxico-
I6gica Argentina. Integra, desde el afio 2007, el
Nucleo Basico de Revistas Cientificas Argenti-
nas y se puede acceder a sus articulos a texto
completo a través de SciELO Argentina.

Acta 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 versién 2003
o superior), a doble espacio (incluso los resu-
menes, referencias y tablas) con un tamano
minimo de letra Arial en 12 puntos. Las paginas
deberan numerarse desde la portada. Las le-
tras en negrita o 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
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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 en
blanco y negro, con buen contraste, en papel
brillante y con una calidad suficiente (minimo
300 dpi) para asegurar una buena reproduc-
cién. Los dibujos originales o las fotografias
tendran al dorso los nombres de los autores y
el numero de orden escritos con lapiz.

Las fotos para la versién electrénica deberan
ser realizadas en el formato JPEG o GIF, con
alta resolucion. Tanto las figuras como las foto-
grafias deberan ser legibles. El tamafio minimo
sera media carta, es decir, 21 x 15 cm, a 300
dpi. En todos los casos se deberd indicar la
magnificacién utilizada (barra o0 aumento).

Los epigrafes de las figuras se presentaran ex-
clusivamente en una hoja aparte, ordenadas
numéricamente y deberan expresar especifi-
camente lo que se muestra en la figura.
Abreviaturas. Se utilizaran Unicamente abre-
viaturas normalizadas. Se evitaran las abrevia-
turas en el titulo y en el resumen. Cuando en el
texto se emplee por primera vez una abreviatu-
ra, ésta ira precedida del término completo, sal-
vo si se trata de una unidad de medida comun.
Unidades de medida. Las medidas de longi-
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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
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 (SlI). No
obstante, los editores podran solicitar que, an-
tes de publicar el articulo, los autores anadan
unidades alternativas o distintas de las del Sl.

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

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

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

Bibliografia. Las citas bibliograficas se sefia-
laran en el texto mediante el apellido del/los
autor/es (hasta dos autores) y el afio de publi-
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.

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 Toxicol. Argent. (2015) 23 (2): 96-104

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 subscript asterisk next to the name).

Second page must include an English title and
the abstract, both in the language of submis-
sion and in English, each followed by four key
words in the corresponding language. If the
article is written in English, then the abstract
in Spanish must be provided. Keywords must
be headed by capital letters and separated by
semicolons.

Introduction. It should include updated back-
ground references and clearly stated study
goals.

Materials and methods. This section should
describe the methods, devices, reagents and
procedures used, sufficiently detailed to enable
the experiments to be reproduced.

Ethical considerations. All clinical studies
must specify the name of the Ethics and Re-
search Committee responsible for the approval
of the study, as well as the patients’ written
consent. Studies involving non human experi-
mental subjects must give assurance that ethi-
cal guidelines for the protection of animal han-
dling and welfare were followed.

Statistical analysis. The statistical tests em-
ployed should be properly explained and justi-
fied to allow verification by other researchers. If
statistical software was used to process data,
it should be mentioned.

Results can be showed through one of the fol-
lowing formats: text, tables or figures. Authors
should avoid repetition, and only the relevant
data should be presented. An extensive inter-
pretation of the results should be left for the
Discussion section.

Tables must be typed in separate pages and
numbered consecutively with Arabic numerals
in order of appearance in the text. Legends or
explanations should be included as footnotes.
Marks for footnotes must be superscript Arabic
numerals in parentheses. Continuous lines may
be only used for the outer borders of the first
and last row and to separate columns and data
titles, not for outer borders of columns. Please

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

2. Books and monographs
Murray P.R., Rosenthal K.S., Kobayashi
G.S., Pfaller M.A. Medical microbiology.
4t ed. St. Louis: Mosby, 2002.
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3. Book chapters
Meltzer P.S., Kallioniemi A., Trent J.M.
Chromosome alterations in human
solid tumors. In: Vogelstein B., Kinzler
K.W., editors. The genetic basis
of human cancer. New York: McGraw-
Hill; 2002. P. 93-113.

4. Electronic material

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

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

b. Website

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

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

c. Partial website

American Medical Association [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 Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol.
Argent.) (ISSN 0327-9286) é o ¢6rgao oficial
de difusdo 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 publicacdo de trabalhos rela-
cionados com diferentes areas da Toxicologia,
em artigos originais, relatos de casos, comuni-
cacoOes breves, atualizacdes ou revisoes, arti-
gos de divulgacao, resumos da tese, imagems,
notas técnicas, cartas ao editor e noticias.

Os artigos originais sao trabalhos de pes-
quisa completos e devem ser apresentados
respeitando as seguintes secdes: Introducéo;
Materiais e métodos; Resultados e 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)
publicard contribuicées em espanhol, portu-
gués e/ou inglés. Todas serdo avaliadas por
pelo menos dois revisores; a selecdo dos mes-
mos sera atributo exclusivo dos editores. Este
processo determinara que o mencionado Co-
mité opte por rejeitar, aceitar com alteracdes ou
aceitar para publicagao o trabalho submetido a
sua 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-
¢ao Cientifica e Tecnolégica (CAICYT). Na pa-
gina web do PPCT-CAICYT http://ppct.caicyt.
gov.ar/index.php/ata estdo apresentadas as
instrucdes para autores.
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Aspectos gerais na preparacao do trabalho
como artigo original

Os trabalhos devem ser digitados em proces-
sador de texto (Microsoft Word versdo 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.
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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 em branco
e preto, com contraste, em papel brilhante e
com qualidade suficiente (minimo 300 dpi)
para assegurar uma boa reproducéo. Nos de-
senhos originais ou fotografias deverdo cons-
tar, no verso, os nomes dos autores e numero
de ordem escritos com Iapis.

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

As epigrafes das figuras deverao ser apresen-
tadas exclusivamente em folha a parte, orde-
nadas e numeradas, e deverdo expressar es-
pecificamente o que mostra a figura.
Abreviaturas. Serdo utilizadas unicamente
abreviaturas normalizadas. Deverdo ser evi-
tadas as abreviaturas no titulo e no resumo.
Quando no texto se empregar pela primeira
vez uma abreviatura, esta devera ir precedida
do termo completo, com excecdo se tratar-se
de uma unidade de medida comum.
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Unidades de medida. As medidas de longi-
tude, tamanho, peso e volume deverdao ser
expressas em unidades métricas (metro, qui-
lograma, litro) ou seus multiplos decimais. As
temperaturas serdo expressas em graus Cel-
sius e as pressdes arteriais em milimetros de
mercurio. Todos os valores de parametros he-
matolégicos e bioquimicos deverado ser apre-
sentados em unidades do sistema métrico de-
cimal, de acordo com o Sistema Internacional
de Unidades (Sl). Nao obstante, os editores po-
derdo solicitar que, antes de publicar o artigo,
os autores agreguem unidades alternativas ou
diferentes das do Sl.

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

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

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

publicacéo.

Exemplos:

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

As referéncias bibliograficas completas se-
rao incluidas ao final do trabalho, abaixo do
titulo da Bibliografia Citada, em ordem alfa-
bética, com o nome de todos os autores em
cada caso.

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

2. Livros e monografias

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

3. Capitulo de livro

Meltzer 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
bibliogréficas que puderam ndo 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.

- 104 -



