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Resumen. El objetivo de este estudio fue estimar la ingesta diaria media de cafeina a través del consumo de bebidas energizan-
tes (BE) como Unica fuente, en una poblacion de adultos jévenes, entre las edades de 18 a 40 afos, en Argentina. En el periodo
de marzo a octubre de 2013, los participantes completaron un cuestionario de administracion indirecta a través de la web. El
73,8 % de los encuestados consumié BE al menos una vez en el Ultimo afio y el 74,9 % de éstos la mezclé con alcohol. La in-
gesta media de cafeina fue de 0,12 mg/kg/dia en el total de la muestra, alcanzando valores medios de 0,65 mg/kg/dia para los
consumidores crénicos y de 5,81 mg/kg/Unica ocasion para los consumidores agudos. La alta proporcién de encuestados que
manifesté consumir la mezcla de BE y alcohol y las ingestas medias y maximas de cafeina observadas en consumidores agudos
y cronicos, a partir de esta Unica fuente, hacen prioritario tener estrategias de comunicacion de riesgos, para reducir el consumo
de alto riesgo y evitar situaciones que puedan poner en riesgo la salud.

Palabras claves: Bebidas energizantes; Cafeina; Ingesta diaria; Adultos jévenes.

Abstract. The aim of this study was to estimate the average daily intake of caffeine through consumption of energy drinks (ED)
as a single source, in a population of youth and young adults, ages 18 to 40, from Argentina. In the period from March to October
2013, the participants filled up a questionnaire of indirect management through the web. 73.8% of the respondents consumed ED
at least once in the past year, and 74.9% of them, mixed the ED with alcohol. The caffeine mean daily intake was 0.12 mg/kg/day
for the whole sample, reaching values of 0.65 mg/kg/day for chronic consumers and 5.81 mg/kg for acute consumers. The high
proportion of respondents who consumed the mixture of ED and alcohol, and the mean and maximum caffeine daily intake from
this single source observed in acute and chronic consumers makes it a priority to have risk communication strategies, to reduce
high-risk drinking and to avoid situations that might compromise health.

Keywords: Energy drinks; Caffeine; Daily intake; Young adults.

Introduccion

Las bebidas energizantes (BE) son bebidas
analcohdlicas, generalmente gasificadas, que
contienen ingredientes tales como, taurina,
glucuronolactona, cafeina e inositol, acom-
pafados de hidratos de carbono, extractos
vegetales, vitaminas y/o minerales y otros in-
gredientes autorizados (conservantes, acidu-
lantes, saborizantes y colorantes) (Reissig y
col. 2009).

Las BE se introdujeron en la década de 1960,
en el mercado europeo y asiatico, como suple-
mentos dietarios promotores de energia, y su
uso se ha expandido, convirtiéndose en uno de

los segmentos mas dinamicos y de mayor cre-
cimiento de la industria de bebidas, estimando-
se que para el afio 2016, el mercado mundial al-
canzara los 6,5 mil millones de litros (Heckman
y col. 2010; Zenith 2012), siendo Latinoaméri-
ca la regién con mayor aumento de consumo
(Zenith 2012; Soto 2012). Las BE estan facil-
mente disponibles en los supermercados, ba-
res y otros negocios, sin restricciones de nin-
gun tipo para su venta (Jasak y Szente 2012).
Varios elaboradores las promocionan mediante
imagenes de diversion, de energia y asociadas
a deportes extremos, que junto a actividades
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de promocién y carteles publicitarios en kios-
cos, discotecas y bares apuntan al sector al
cual estan dirigidas, los adultos jévenes (Mali-
nauskas y col. 2007; Arria y col. 2010; Jones y
col. 2012; Pennay y Lubman 2012; Nasir y col.
2013). Una de las estrategias de marketing es
ofrecerlas con nombres atractivos, destacan-
do sus beneficios y propiedades estimulantes,
motivos por los cuales las eligen sus usuarios
(Heckman y col. 2010; Bunting y col. 2013). Sin
embargo esa eleccion no tiene en cuenta sus
efectos adversos, relacionados probablemente
con una ingesta excesiva de cafeina, que pue-
de conducir a episodios de psicosis 0 mania,
hiperactividad, agresion, falta de control de los
impulsos, arritmias cardiacas, sindrome co-
ronario agudo e incluso muerte subita (Bigard
2010; Lloret 2011). Los efectos adversos pue-
den ocurrir también en situaciones especificas
en las que se consumen las BE, como cuan-
do se combinan con alcohol u otras sustan-
cias abusivas (Bigard 2010). En estos casos, la
combinacién de cafeina y alcohol puede alte-
rar la percepcion de la intoxicacion alcohdlica 'y
exponer a las personas a mayor riesgo (Gunja
y Brown 2012). De esto surgieron preocupacio-
nes que, junto a la falta de restricciones para su
venta, llevaron a varios paises y regiones a ela-
borar directrices para regular el etiquetado, la
distribucién y la venta de bebidas energizantes
que contienen cantidades significativas de ca-
feina (Norwegian Scientific Committee for Food
Safety 2009; Thomson y Schiess 2011; Unién
Europea 2011; Health Canada 2013; Breda y
col. 2014). En Argentina, el Cédigo Alimentario
Argentino, regula las BE y establece los requi-
sitos para su etiquetado, publicidad y leyendas
de advertencia (ANMAT 2015).

Los escenarios de exposicién para estas be-
bidas han cambiado en los ultimos afos y, por
consiguiente, es necesario recoger datos ac-
tuales sobre el consumo, sobre todo en adul-
tos jovenes, dada su frecuente asociacion con
el alcohol y otras sustancias, y el riesgo de una
sobredosis de cafeina (Zucconi y col. 2013).
Por ello, el objetivo de este estudio fue des-
cribir el perfil de los consumidores de BE y las
caracteristicas de su consumo, y estimar la in-
gesta diaria de cafeina a través de esta fuente,
en una poblacion de adultos jévenes, de 18 a
40 anos de edad, en Argentina. Se espera que
los resultados obtenidos actualicen los datos
existentes y contribuyan a proporcionar un an-
tecedente esencial en la caracterizacion del
riesgo en esta poblacion.

Materiales y métodos

Seleccion de la muestra. Instrumento de
recoleccion de datos

En este estudio, cuantitativo, descriptivo, ob-
servacional y transversal, se recogieron los
datos entre agosto a diciembre de 2013, me-
diante un cuestionario previamente validado y
aprobado por el Comité de Etica del Instituto
Universitario de Ciencias de la Salud de la Fun-
dacion Barceld, desarrollado sobre la base de
experiencias previas (Degrossi 2011) y cuestio-
narios similares obtenidos por revision biblio-
grafica (Zucconiy col. 2013).

La seleccidén de la muestra se realizé mediante
un muestreo no probabilistico por convenien-
cia, cuyo criterio de inclusion fue: adultos j6-
venes, entre 18 y 40 afios, de ambos sexos,
residentes en Argentina, que, independiente-
mente de su nacionalidad o nivel educativo
respondieran voluntariamente al cuestionario
administrado en la web. Se obtuvieron 1047
respuestas, con una tasa de respuesta del 58,2
%, de las cuales se excluyeron aquellas que
no cumplian el criterio de inclusién. La muestra
quedd conformada por 973 participantes.

El cuestionario, de tipo de personal y admi-
nistracion a través de la aplicaciéon de Google
Drive (version libre), garantizaba el anonimato
de los participantes. El instrumento, confor-
mado por 24 preguntas de tipo cerradas y al-
gunas opciones abiertas, indagaba sobre: las
caracteristicas socio-demograficas de los par-
ticipantes (edad, género, nacionalidad, nivel
educativo, peso), y patrones de consumo en
cuanto a cantidad y marca de BE consumidas
semanalmente y en una sola ocasion, frecuen-
Cia, ocasiones y razones para el consumo, el
consumo conjunto con alcohol y, en ese caso,
el tipo de bebida alcohdlica empleada. Final-
mente consultaba sobre el estilo de vida de los
participantes.

Ingesta diaria y por tnica ocasion de cafeina

Para el calculo de laingesta diaria de cafeina en
mg/dia, se sigui6 el lineamiento empleado por
la EFSA (EFSA 2012; Zucconiy col. 2013), mul-
tiplicando el volumen diario (L) de BE ingerida
por cada participante por la concentracion de
cafeina en la bebida (mg/L). Esta fue pondera-
da de acuerdo al contenido declarado en el ro-
tulo de la bebida indicada por cada participan-
te como la méas usual, de datos de los elabora-
dores y de referencias bibliograficas (Reissig y
col. 2009; Caffeineinformer 2013; Vochyanova
y col. 2013). Para estimar el volumen ingerido
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se asumidé que la porcién consumida corres-
pondia al envase mas habitualmente utilizado
por el participante. La ingesta diaria se expre-
s6, ademas, en mg/dia/peso corporal teniendo
en cuenta el peso corporal informado por cada
participante. Finalmente se calculd, a partir de
los datos individuales de cada participante, la
ingesta diaria media de cafeina, expresandola
en mg/dia y en mg/dia/peso corporal.

Para el célculo de la ingesta de cafeina/unica
ocasion, considerando ésta como el consumo
de corta duracién, generalmente de algunas
horas, como por ejemplo, durante una noche
de fiesta, de estudio o durante la practica de
actividad fisica, se considerdé el volumen inge-
rido en esa ocasion en funcion del numero de
envases consumidos y el tamafio de los mis-
mos, y la concentracién de cafeina de la bebi-
da declarada por el participante.

La clasificacién de consumo o ingesta aguda o
crénica, de acuerdo con Zucconi y col. (2013)
se realizé sobre la base de la distribuciéon de
frecuencias de las variables especificamente
relacionadas con el volumen ingerido en una
Unica ocasién y la frecuencia de consumo se-
manal respectivamente. Para los participantes
con ingestas agudas se fijo el umbral en el per-
centil 90 de la distribucién de frecuencias para
el volumen consumido en una Unica ocasion,
que correspondi6 a 1 L/Unica ocasién. Los que
se encontraron por debajo de este consumo se
denominaron “no-agudos”.

Para identificar a los participantes con inges-
tas crénicas, se tuvo en cuenta la frecuencia
de consumo semanal, categorizada como: to-
dos los dias / 4-5 dias en la semana / 2-3 dias
enlasemana/ 1 vez alasemana/ 1-2 veces al
mes / No estoy seguro(a) / Otro. De la opcion
“Otro”, surgi6 la categoria “Consumo ocasio-
nal o esporadico (< 1-2 veces al mes)”.

Se consideraron como “cronicos” a aquellos
que igualaban o superaban el umbral esta-
blecido en el percentil 75 de la distribucion de
frecuencia de consumo, ubicada en 2-3 veces
por semana. Los que mostraron una frecuencia
menor se calificaron como “no-crénicos”.
Como puntos de corte para representar la in-
gesta en una Unica ocasion e identificar a
aquellos consumidores que puedan estar en
riesgo, se utilizaron las ingestas diarias de ca-
feina para adultos sanos recomendadas por el
organismo gubernamental para la salud de Ca-
nada (Health Canada 2013), que es < 400 mg/
dia, y la indicada en otra evaluacion de riesgo
(Thomson y Schiess 2011), que se situa en 210

Acta Toxicol. Argent. (2015) 23 (3): 105-117

mg/dia, por debajo de la cual no se observan
efectos relacionados con la ansiedad.

Analisis estadistico

Todos los datos recogidos fueron examinados
con el programa Excel para Windows® y anali-
zados estadisticamente utilizando el programa
Info-stat® para Windows (version libre, Cérdo-
ba, Argentina).

Para la descripcidn de caracteristicas socio-
demograficas y patrones de consumo se uti-
lizaron frecuencias y porcentajes. Para la in-
gesta media de cafeina (diaria y por Unica oca-
sion), se utilizaron como medidas de resumen
la media, el percentil 90, el valor maximo y la
mediana, utilizadas en otras evaluaciones de
riesgo. Para comprobar la distribucion de un
conjunto de datos con el propésito de aplicar
los test estadisticos adecuados, se utilizd la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. La prueba de
Mann-Whitney, con un nivel de confianza del
95 %, se utilizd para comparar las diferencias
en las ingestas medias de cafeina entre género
y grupo etario, dada la distribucion asimétrica
de la variable.

Resultados

Perfil y caracteristicas de consumo de los
usuarios de bebidas energizantes

Del total de 973 encuestados incluidos en el es-
tudio, 718 (73,8 %) personas consumieron BE
por lo menos en una ocasién en el ultimo afo.
De éstos 682 aportaron datos de frecuencia de
consumo, utilizados para el calculo de las in-
gestas de cafeina a través de esta fuente. Su
perfil y caracteristicas de consumo se mues-
tran en la Tabla 1. El 57,6 % fueron mujeres y
42,4 % hombres. El 98,7 % informé ser argen-
tino, el 54,0 % residir en la Ciudad Auténoma
de Buenos Aires y el conurbano bonaerense, el
45,3 % en localidades del interior de la provin-
cia de Buenos Aires y otras veinte provincias.
La edad promedio (desviacion estandar), fue
de 26,6 (5,8) anos y la mediana fue de 25 anos.
El grupo etario mas numeroso (62,3 %) resultd
el de 21-30 anos, siguiéndole el de 31-40 afos
(24,9 %). El 47,0 % complet6 estudios tercia-
rios, universitarios o de posgrado, el 48,7 %
declar6 estar empleado y el 11,4 % desempe-
far otra ocupacion, entre otras, docentes, co-
merciantes, abogados, médicos, odontélogos,
licenciados en nutricién y kinesiologia.
Respecto a los lugares y los motivos para el
consumo de BE sefaladas por estos usuarios,
para aquellos que las beben en el bar, en la dis-
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coteca y en salidas nocturnas, las razones mas
importantes fueron, porque da energia, para
recuperarse del cansancio, porque agrada su
sabor y para mantenerse despierto.
Consultados sobre cémo ingieren estas bebi-
das, el 74,8 % la combina con bebidas alcoho-
licas. Para éstos, se conserva la proporcién en
las ocasiones en que las consumen, expuestas
en la Tabla 1. La Figura 1 describe la distribu-
cién de frecuencia de hombres y mujeres en los
grupos etarios, la ocupacion y la frecuencia de
consumo, observandose una mayor proporcion
en el grupo de 21-30 afios, de mujeres entre los
estudiantes y de hombres entre los empleados.
Respecto a la frecuencia con que mezclan BE
con alcohol, el 87,6 % lo hace siempre, a me-
nudo (1 de cada 2 veces que consumen BE) y
a veces (1 de cuatro veces). Las marcas de be-
bidas mas frecuentemente consumidas fueron
Speed Unlimited® (72,1 %) seguida por Red
Bull® 19,4 %, correspondiendo un 97,2 % al
envase de 250 mL y un 91,6 % a una concen-
tracién estimada de cafeina de 320 mg/L.

Se identificaron 85 (11,9 %) consumidores con
ingestas agudas sobre los 718 consumidores
totales de BE, y 41 (6,0 %) consumidores croé-
nicos sobre los 682 que aportaron datos de fre-
cuencia semanal de consumo. En la Tabla 2 se
muestra el perfil y caracteristicas de consumo
de estos grupos de consumidores, observan-
dose que en ambos grupos la mayoria combi-
na las BE con alcohol.

Comparados los consumidores crénicos y no-
crénicos con aquellos que presentan un episo-
dio de ingesta aguda, resulté que el 9,8 % de
los usuarios que presentan una baja frecuen-
cia de consumo, exhibe ingestas en una uni-
ca ocasiéon que los ubica como consumidores
agudos, segun se muestra en la Figura 2.

La ingesta media de cafeina, expresada en mg/
dia y mg/kg/dia, se muestra en la Tabla 3, con
valores maximos de 213 mg/dia (2,74 mg/kg/
dia) para los hombres y el grupo entre 18-20
anos. En relacion al género, se observé una di-
ferencia estadisticamente significativa (Mann
- Whitney; p<0,0001), con una mediana de
0,09 mg/kg/dia para las mujeres y de 0,07 mg/
kg/dia para los hombres, detectandose valo-
res maximos de ingestas de 1,67 mg/kg/dia, y
de 2,74 mg/kg/dia respectivamente. Respec-
to al grupo etario, y al comparar las ingestas
medias diarias de cafeina en relacién al peso
corporal, se encontrd que los tres difieren es-
tadisticamente, con medianas de 0,10 mg/kg/
dia, 0,08 mg/kg/dia y 0,07 mg/kg/dia para los

usuarios de 18-20 afos, 21-30 afos y 31-40
afnos respectivamente.

En la Tabla 4 se presentan las ingestas catego-
rizadas segun consumidores agudos y créni-
cos, mostrando los crénicos ingestas maximas
de 213 mg/dia (2,74 mg/kg/dia) mientras que
para los agudos este valor es de 1280 mg/dia
(22,9 mg/kg/dia). En la Figura 3 se observan
las ingestas por uUnica ocasién, tomando como
puntos de corte las ingestas diarias recomen-
dadas para un adulto sano, de 400 mg/dia y
para embarazadas de 210 mg/dia.

Discusion

Si bien la cafeina es consumida en todo el
mundo desde hace mucho tiempo, en forma
de bebidas, alimentos, suplementos nutricio-
nales y medicamentos, su consumo a través
de las BE ha dado lugar a nuevos patrones de
consumo que implican riesgos especificos, es-
pecialmente cuando éstas se ingieren en can-
tidades excesivas o0 en determinados grupos
poblacionales, debido a la posibilidad de in-
ducir efectos adversos sobre la salud humana.
Es por ello que la proporcion de consumido-
res de BE ha sido estudiada por varios auto-
res, en estudiantes universitarios, deportistas
y adultos y adultos jovenes, con estimaciones
que van del 38 % al 81 % (O’Brien y col. 2008;
Marczinski 2011; Zucconi y col. 2013). La en-
contrada para los participantes de este estudio
es coincidente con estos datos. Aquellos que
aportaron datos para estimar la ingesta de ca-
feina, se caracterizaron por situarse en la franja
etaria de 21-30 afios y tener una mayor pro-
porcion de mujeres, concordando con los ha-
llazgos de otras investigaciones realizadas en
amplios segmentos de poblacién (Park y col.
2013; Zucconi y col. 2013;) y en grupos de es-
tudiantes (Malinauskas y col. 2007; O’Brien y
col. 2008). Los resultados encontrados, tanto
en el género como en el grupo etario, podrian
deberse a las estrategias de comercializaciéon y
a la publicidad utilizadas por las empresas ela-
boradoras de estas bebidas, que si bien antes
estaban dirigidas a hombres jovenes y atletas,
hoy se extiende a otros segmentos incluyendo
a las mujeres, adolescentes y adultos jovenes.
Los usuarios de BE las encuentran atractivas
por sus promocionados efectos y las consu-
men en los lugares donde concurren como ba-
res, discotecas y locales nocturnos, que como
ya se menciond, son los lugares donde se pro-
mueven estas bebidas (Reissig y col. 2009;
Arria 'y col. 2010; Heckman y col. 2010).
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Tabla 1. Perfil y caracteristicas de consumo de los
usuarios de bebidas energizantes (n=682) @

Consumidores

Caracteristicas Numero Porcentaje (%)
Género

Femenino 393 57,6
Masculino 289 42,4
Edad

18-20 anos 87 12,8
21-30 anos 425 62,3
31-40 anos 170 24,9
Nacionalidad

Argentina 673 98,7
Otra 9 1,3
Lugar de residencia

CABA y conurbano bonaerense 368 54,0
Prov. Buenos Aires y 20 otras provincias ® 309 45,3
No especifica 5 0,7
Nivel de estudios alcanzado

Primario 7 1,0
Secundario 350 51,3
Terciario/Universitario 295 43,3
Posgrado 25 3,7
No especifica 5 0,7
Ocupacion

Estudiante 265 38,9
Empleado 332 48,7
Otras ocupaciones 78 11,4
No especifica 7 1,0
Consumo en combinacion con bebidas alcohélicas

Sin combinar con alcohol 160 23,5
Las combina con bebidas alcohdlicas® 510 74,8
No especifica 12 1,7
Ocasiones de consumo

En casa, cuando hago fiestas con amigos 344 50,4
En el bar 355 52,1
En la discoteca 497 72,9
Cuando salgo de noche 382 56,0
Razones

Porque da energia 220 32,2
Para recuperarme del cansancio 252 37,0
Porque me gusta su sabor 455 66,7
Para mantenerme despierto 274 40,2

@ Corresponde a los que aportaron datos de frecuencia de consumo

® Provincias: Misiones, Rio Negro, Santa Fe, Santa Cruz, Entre Rios, Cérdoba, Formosa, Tucuman, Corrientes, Neuquén,
Tierra del Fuego, Jujuy, La Pampa, Salta, Mendoza, Chaco, Santiago del Estero, La Rioja, San Luis y Chubut.
© Bebidas alcohdlicas con que se mezclan las BE: vodka, champagne, vino, licores de fruta, Jagermeister, Fernet,

freeze, gancia, whisky o combinaciones de éstas.

@ Sélo aquellas ocasiones y razones indicadas como las mas frecuentes por estos consumidores. Las preguntas

contemplaban multiples respuestas.
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Figura 1. Distribucién de frecuencia de hombres y mujeres que mezclan
bebidas energizantes con alcohol entre grupo etario y ocupacion (n=510).

Casi las dos terceras partes de los consumido-
res de este estudio mezclaron las BE con alco-
hol y, de éstos, mas de las dos terceras partes
lo hizo cada vez que consumié, a menudo o a
veces. Estos resultados coinciden con los in-
formados por el Instituto Federal de Evaluacion
de Riesgos - BfR (2013), donde casi el 70 % de
los participantes concurrentes a discotecas,
festivales musicales y fiestas LAN (Local Area
Network), declararon combinar BE con alcohol.
En la encuesta realizada por la Agencia Euro-
pea para la Seguridad Alimentaria (Zucconi y
col. 2013), el 56 % de los usuarios de BE las
mezclaba con alcohol, siendo el grupo etario
de 18 a 29 anos el que mas frecuentemente las
combinaba (71 %). Las consecuencias de esta
combinacién han sido estudiadas y relatadas
ampliamente en la literatura. Weldy (2010), ha
sugerido que la cafeina mitiga los efectos se-
dantes del alcohol e impide el suefio, dando
mayor oportunidad para beber mas alcohol an-
tes de la pérdida de la conciencia. Este y otros
autores (O’Brien y col. 2008; Arria y col. 2010;
Howland y col. 2011), refieren que el alcohol
aumenta en las personas la probabilidad de to-
mar riesgos al reducir las habilidades motoras,
el funcionamiento cognitivo, el juicio, la capa-
cidad de toma de decisiones, perjudicando de
este modo la capacidad de evaluar con preci-

sion las consecuencias de sus comportamien-
tos, tales como, conducir en estado de ebrie-
dad, despreciar los riesgos por accidentes, le-
siones y enfermedades de transmision sexual
y exponerse al riesgo de consumir otras dro-
gas abusivas, lo cual depende de la persona,
Su exposicion previa y la tolerancia al alcohol
y la cafeina.

Las motivaciones que conducen a los jovenes
a este habito han sido ampliamente reportadas
en la literatura, entre las que se menciona “para
beber mas y no sentirse borracho, para ocultar
el sabor del alcohol, sus efectos y la sensacién
de embriaguez, para reducir la sedacién y para
emborracharse mas rapido”. Estas percepcio-
nes de los jovenes, ha llevado a los investiga-
dores a preguntarse si el aumento en el con-
sumo de alcohol se debe a la ingesta de BE,
0 se produce en personas que tienen una ten-
dencia a involucrarse en conductas de riesgo y
consumen grandes cantidades de sustancias
psicoactivas, incluyendo la cafeina y el alcohol
(O’Brien y col. 2008; Marczinski 2011; Jones y
col. 2012).

Las ocasiones y razones para este habito, como
asi también aquellas sefialadas como mas fre-
cuentes por el total de participantes, estan en
consonancia con las documentadas en otros
estudios (Malinauskas y col. 2007; Attila y Ca-

-110 -



Acta Toxicol. Argent. (2015) 23 (3): 105-117

Tabla 2. Perfil y caracteristicas de consumo
de consumidores agudos y crénicos.

Caracteristicas Numero Porcentaje (%)
Consumidores agudos (n=85)

Género

Femenino 46 541
Masculino 39 45,9

Edad

18-20 anos 12 14,1

21-30 afos 47 55,3

31-40 afios 26 30,6

Consumo en combinacioén
con bebidas alcohdlicas

Sin combinar con alcohol 9 10,6
Las combina con bebidas alcohdlicas 76 89,4
Consumidores crénicos (n=41)

Género

Femenino 20 48,8
Masculino 21 51,2
Edad

18-20 anos 9 22,0
21-30 afos 18 43,9
31-40 anos 14 34,1

Consumo en combinacioén
con bebidas alcohdlicas

Sin combinar con alcohol 8 19,5
Las combina con bebidas alcohdlicas 32 78,1
No especifica 1 2,4

Tabla 3. Ingesta diaria media de cafeina segun consumidores totales grupo etario y género (n=682)

Ingesta media de cafeina (mg/dia) Ingesta media de cafeina (mg/kg/dia)
n m med Max. percentil p m med Max. percentil  p
90 90

Total 682 8,2 583 213 21,3 - 0,72 0,08 2,74 0,27 -
Género
Muijeres 398 75 53 107 10,7 (a) 0,13 0,09 1,67 0,22 ©)
Hombres 289 9,1 58 213 21,3 0,12 0,07 2,74 0,28
Grupo etario (anos)
18-20 87 12,4 53 213 21,3 (c) 0,19 0,10 2,74 0,37 0
21-30 425 7,5 583 107 13,3 (d) 0,11 0,08 1,67 0,21 ©
31-40 170 7,7 53 70,0 21,3 (e) 0,11 0,07 1,59 0,28 0

m: media; med: mediana; Méax: valor maximo encontrado

@ diferencia no estadisticamente significativa entre hombres y mujeres (Mann Whitney; p >0,05).
® diferencia estadisticamente significativa entre hombres y mujeres (Mann Whitney; p <0,0001)
© difiere en forma estadisticamente significativa de (d) y (€) (Mann Whitney; p <0,001).

@ no difiere en forma estadisticamente significativa de (e) (Mann Whitney; p >0,05).

O difiere en forma estadisticamente significativa de (g) y (h) (Mann Whitney; p <0,0001).

@ difiere en forma estadisticamente significativa de (h) (Mann Whitney; p<0,05).
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Tabla 4. Ingesta media de cafeina segun consumidores crénicos y agudos

Ingesta media de cafeina Ingesta media de cafeina
(mg/dia) (mg/kg/dia)

n media Max. percentil 90 media Max. percentil 90

Croénicos 41 43,1 213 70,0 0,65 2,74 1,07
Ingesta media de cafeina Ingesta media de cafeina

(mg/unica ocasion) (mg/kg/tnica ocasion)

n media Max. percentil 90 media Max. percentil 90

Agudos 85 385 1280 568 5,81 22,9 8,89

87.8

magudos (%) =no-agudos(%) noespecifica (%)

568.1
41,5
|
9.8
2.4 - 2.3
fﬁ’ g
crénicas (%) no-cronicos (%)

Consumidores

Figura 2. Distribucién de frecuencia (%) de consumidores agudos y
no agudos entre consumidores crénicos y no crénicos (n=682).
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Figura 3. Ingesta de cafeina en mg en funcién de los envases consumidos en una Unica ocasion.
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kir 2011; BfR 2013; Zucconi y col. 2013). Una
de las razones de consumo, que los resultados
de este estudio mostraron como mas frecuente
por los participantes, fue porque les agradaba
el sabor. Resultados similares, respecto a esta
caracteristica, se encontraron en otros estu-
dios (Attila y Cakir 2011; Degrossi y col. 2011;
BfR 2013). Esta motivacion, podria jugar un rol
importante en la decisidon de compra de estas
bebidas, pero también podria relacionarse a
que la dulzura de la BE enmascara el sabor del
alcohol, haciéndolo mas aceptable, factor es-
pecialmente importante en los bebedores mas
jévenes (Attila y Cakir 2011; Jones y col. 2012).
Con respecto a la marca, los resultados indican
a dos de las disponibles en nuestro mercado
como las mas usualmente consumidas. Esto
podria deberse a las estrategias de comercia-
lizacion de algunas empresas que apuntan a
familiarizar a los usuarios con sus marcas y las
ofrecen en puntos de consumo habitualmen-
te frecuentados por los jévenes, pero también
podria afectar la eleccion de los consumidores
debido a reacciones emocionales basadas en
experiencias previas, sin un componente cog-
nitivo identificable, que los impulsa a comprar-
las (Jones y col. 2012; Pennay y Lubman 2012;
Bunting y col. 2013).

Las motivaciones para el consumo, sefaladas
por los participantes de este estudio, y coinci-
dentes con trabajos previos (Malinauskas y col.
2007; Attila y Gakir 2011; BfR 2013; Zucconi
y col. 2013), tales como, proporcionar ener-
gia, para mantenerse despierto, para recupe-
rarse del cansancio, estuvieron relacionadas
principalmente al efecto estimulante de estas
bebidas.

Zucconi y col. (2013) encontraron en una in-
vestigacién en varios paises europeos, que,
en adultos de 18-65 afnos, la contribucién que
realizan las BE a la exposicion total de cafeina
a partir de todas las fuentes dietarias, era de
un 8 %, aumentando a 13 % en los usuarios
cronicos. Por su parte Rudolph y col. (2014)
encontraron que en una poblacién de 14-39
anos, el 11,9 % de la ingesta total de cafeina
correspondia a las BE. Sin embargo, es nece-
sario considerar que dentro de esas poblacio-
nes puede haber grupos especificos expues-
tos a riesgos, debido a ingestas agudas o cré-
nicas de estas bebidas, o a conductas riesgo-
sas como la de mezclarlas con alcohol.

La concentracion de cafeina de las BE no se
cuantificé en este estudio, pero la declarada en
las marcas indicadas por los participantes, se
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aproxima al rango de 0,17-0,36 mg/mL encon-
trado por Olmos y col. (2009) que realizaron su
determinacion analitica. Una de ellas excedio
ampliamente estos valores, presentandose en
un envase de 500 mL (Vochyanovay col. 2013).
Dos de las marcas comprendidas en este estu-
dio incluian guarana entre sus ingredientes, el
que aporta entre 2-15 % de cafeina sobre base
seca. Distintos investigadores (Gunja y Brown
2012; ANSES 2013; Thomson y Jones 2013),
sefalaron que la ausencia de informacion cla-
ra en la etiqueta de las BE, arroja dudas acer-
ca de si la concentracién de cafeina declarada
contempla o no el extracto de guarana. Al res-
pecto, Thomson y Jones (2013), en Nueva Ze-
landa, detectaron una relacién cafeina deter-
minada/cafeina declarada mayor al 100 % con
valores entre 101 %-113 %, en 26 de las 35
bebidas energizantes analizadas. Este hallazgo
reviste importancia, dado que estas concen-
traciones de cafeina son posteriormente incor-
poradas a bases de datos, sobre la base de las
cuales se realiza la evaluacién de la exposicién
alimentaria.

Respecto al consumo agudo o crénico de BE,
el riesgo reside en un alta ingesta de cafeina
y en ciertos habitos de consumo, tales como
combinarlas con bebidas alcohdlicas. Este es-
tudio es probablemente uno de los primeros
que examina en Argentina simultaneamente el
consumo agudo y cronico de las BE y la dosis
diarias de cafeina relacionadas con ese consu-
mo. A este respecto la proporcién de consu-
midores agudos encontrada coincide con los
datos aportados por Zucconi y col. (2013) en
adultos consumidores de BE (11 %), sin em-
bargo, el porcentaje de consumidores créni-
cos, es decir aquellos que consumen de 2-3
Veces por semana o mas, se encuentra alejado
del valor informado por dichos autores para la
misma frecuencia, que resultd ser del 33 %. En
este estudio, la mayoria de los consumidores
agudos y de los crénicos combina las BE con
alcohol, estando expuestos a los riesgos ya
mencionados.

Una particularidad de este analisis es que casi
el 10 % de los consumidores no-crénicos, pre-
senta episodios de ingesta aguda y, aproxima-
damente el 40 % de los consumidores croni-
cos son agudos también. Esto es relevante al
analizar los riesgos derivados de un consu-
mo excesivo de BE, ya que la literatura refie-
re numerosos casos de efectos adversos y de
muertes ocasionados, entre otros, por fallas en
el sistema cardiovascular, renal y crisis epilép-
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ticas. Estos eventos adversos, originados en
episodios de ingestas agudas, estuvieron en
algunos casos, asociadas al consumo de la
mezcla BE con alcohol (lyadurai y Chung 2007;
Schoffl y col. 2011; Rottlaender y col. 2012;
Avcl y col. 2013).

Respecto a la ingesta media de cafeina a par-
tir de esta Unica fuente, difiere de la encontra-
da por Olmos y col. (2009) en Argentina, en los
grupos de 16-20, 21-30 y 31-40 afos, con va-
lores de 3 mg/dia, 2 mg/diay 1 mg/dia, respec-
tivamente, posiblemente debido al cambio en
los escenarios de exposicion durante los anos
transcurridos entre ambos estudios. También
contrasta con la informada por Zucconi y col.
(2013) y ANSES (2013), para el total de los con-
sumidores adultos de BE, que fue de 22,4 mg/
dia y de 14,6 mg/dia respectivamente.

Se observé que la ingesta de cafeina fue signi-
ficativamente mas alta en el grupo etario de 18-
20 anos y que las mujeres consumen mas que
los hombres cuando se ajusta por peso corpo-
ral. Al compararla en grupos especificos, como
son los consumidores crénicos, se encontra-
ron valores que coinciden con los informados
por Zucconi y col. (2013) de 48,3 mg/dia (0,7
mg/kg/dia). Uno de los efectos posiblemente
relacionado a un consumo cronico de cafeina,
es la induccién de tolerancia y desarrollo de
dependencia. Asimismo, cuando se consumen
con frecuencia estas bebidas conjuntamente
con alcohol, especialmente en los jovenes, se
puede inducir o facilitar el desarrollo de con-
ductas adictivas, hacia el alcohol u otras dro-
gas de abuso (Arria y col. 2010; Howland y col.
2011). A su vez, el uso cronico de altas dosis
de cafeina (mayor a 300 mg/dia) puede aumen-
tar el riesgo de alucinaciones, especialmente
en condiciones de estrés, como lo sugiere un
estudio llevado a cabo en estudiantes (ANSES
2013).

Respecto a los consumidores agudos, el va-
lor observado medio y maximo de ingesta de
cafeina en una Unica ocasion, difiere del halla-
do en la encuesta de ANSES (2013) que fue de
108 mg/unica ocasion (percentil 90, 225 mg/
Unica ocasion), pero coincide con lo informado
por Zucconi y col. (2013) con ingestas medias
de 374 mg/unica ocasion (aproximadamente 5
mg/kg/unica ocasion), y valores maximos de
800 mg/unica ocasion (10,9 mg/kg/unica oca-
sidn), ubicandose el percentil 90 en 464,3 mg/
Unica ocasién. Sin embargo, el valor maximo
para los consumidores agudos de este estudio
fue mas alto que el reportado por dichos auto-

res, lo cual podria explicarse por la proporcion
de consumidores que refirieron ingerir 1 L/oca-
sion que puede diferir de dichos trabajos.

Si bien el consumo moderado de cafeina con
ingestas menores a 400 mg/dia, no se asocia a
ningun efecto adverso para la salud en adultos
sanos, las ingestas por encima de esos valo-
res pueden conducir a diversos trastornos que
dependen de la sensibilidad individual. Varios
organismos de evaluacién de riesgos reco-
miendan una dosis maxima en adultos de 210
mg/dia para las personas con trastornos de
ansiedad. Si bien las ingestas recomendadas
mencionadas se refieren a ingestas croénicas,
algunos autores consideran que ingestas por
encima de 500-600 mg representan un riesgo
significativo para la salud y puede ser consi-
derado como un consumo abusivo (Norwegian
Scientific Committee for Food Safety 2009;
ANSES 2013).

Este estudio de corte transversal, con un mues-
treo no-probabilistico, si bien permitié recoger
informacion importante y en corto tiempo, limi-
t6 su capacidad de evaluar las relaciones cau-
sales y de generalizar sus resultados a toda la
poblacion de consumidores de bebidas energi-
zantes. En cuanto al instrumento, las encues-
tas a través de la web, son reconocidas como
un método eficaz para la recopilacion de datos
y permitié, en este estudio, incluir diferentes
zonas geograficas de la Republica Argentina y
llegar a un gran nimero de participantes, con
una alta tasa de respuesta. Sin embargo, esta
modalidad tiene la desventaja de que sélo par-
ticiparan aquellos que tienen acceso a Internet,
ya sea a través de computadoras personales y
otros dispositivos mdviles, lo que limita la can-
tidad y calidad de los participantes. Para po-
der realizar la evaluacidn de la exposicion a la
cafeina, se asumio que el participante consu-
mia una sola marca de bebida y un Unico tama-
o de envase, indicados por él como los mas
usuales. Estos supuestos pudieron conducir a
una variabilidad en la estimacién de la exposi-
cion a la cafeina e introducir incertidumbre en
los resultados obtenidos.

Sin embargo, la principal ventaja de este proce-
so de evaluacion de la exposicion y de carac-
terizacion del riesgo, es que permitié identificar
grupos de consumidores que pueden presen-
tar un riesgo significativo, tales como los que
combinan las BE con el alcohol, y aquellos ex-
puestos a las consecuencias derivadas de una
ingesta crénica o aguda de cafeina. También
mostré que muchos consumidores agudos
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son también crénicos y, aquellos que exceden
el umbral establecido, podrian estar expuestos
al riesgo de sufrir efectos derivados del con-
sumo regular de grandes cantidades de cafei-
na, como por ejemplo, ansiedad, irritabilidad,
inquietud, insomnio, aumento de la diuresis,
trastornos cardiovasculares y molestias gas-
trointestinales. Sin embargo, en este estudio
el riesgo puede estar subestimado, dado que
sé6lo se consider6 el consumo de cafeina deri-
vado de la ingesta de BE, sin considerar otras
fuentes de exposicion dietaria a la cafeina.

Los riesgos detectados deberian servir para re-
forzar las estrategias para su comunicacién ha-
cia la comunidad, en especial a los consumido-
res habituales de estas bebidas, y en los ambi-
tos donde éstos concurran, a fin de informarlos
y aumentar la conciencia sobre los probables
efectos adversos derivados de un consumo ex-
cesivo y sobre los riesgos de combinar estas
bebidas con alcohol, como parte de un progra-
ma de reduccién del consumo de alto riesgo y
sus consecuencias derivadas, para que tomen
las precauciones correspondientes y eviten si-
tuaciones que puedan comprometer su salud.
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Resumen. En Argentina, las especies de arafias de importancia sanitaria pertenecen a los géneros Loxosceles, Phoneutria y La-
trodectus. El objetivo del presente trabajo fue relevar los accidentes producidos por el género Latrodectus atendidos en el centro
de referencia y derivacioén provincial de animales venenosos de Jujuy (Hospital San Roque) en el periodo: 1 de enero de 1998 al
31 de diciembre de 2014. En los diecisiete afios analizados se registraron 30 historias clinicas con diagnéstico de latrodectismo,
el 83 % de los casos procede de zonas semidridas y aridas de la provincia de Jujuy. Se registrd un valor medio de 1.8 casos/
afo; la mayoria de los accidentados (63 %) fueron de sexo masculino y la franja etaria mas afectada se ubico entre 16-25 afios
(50 %). La visualizacién del aracnido fue confirmada por 18 pacientes, de los cuales el 67 % (n=12) lo identificé como “huayruro”
o “viuda negra”. Entre las manifestaciones clinicas predominaron: dolor local, dolor generalizado, dolor abdominal, diaforesis e
hipertension arterial. El periodo de internacién fue corto (2,7 dias) y no hubo complicaciones ni 6bitos. Este es el primer estudio
clinico-epidemiolégico de latrodectismo en el noroeste argentino.

Palabras clave: Latrodectismo; Jujuy; Clinica; Epidemiologia.

Abstract. In Argentina, the species of spiders of sanitary importance belong to the Loxosceles, Latrodectus and Phoneutria gen-
era. The objective of this study was to survey accidents caused by the spiders of Latrodectus genus treated at the Jujuy provincial
venomous animal reference and referral center (San Roque Hospital) between January 1, 1998 and December 31, 2014. In the
seventeen years analyzed, 30 medical records with a diagnosis of latrodectism were analyzed, 83% of the cases came from semi-
arid and arid areas of the province of Jujuy. An average of 1.8 cases/year was established. Most of the injured (63%) were male
and the most affected age group was between 16-25 years (50%). The arachnid depiction was confirmed by 18 patients, of which
67% (n=12) identified it as “huayruro” or “black widow”. Predominant clinical manifestations were local pain, generalized pain,
abdominal pain, diaphoresis and hypertension. The length of hospitalization was short (2,7 days) and there were no complications
or deaths. This is the first clinical-epidemiological study of latrodectism in northwestern Argentina

Keywords: Latrodectism; Jujuy; Clinic; Epidemiology.

Introduccién

Desde la antigledad, las arafias fueron temi-
das por su posible picadura y admiradas por la
belleza y consistencia de sus telarafias. Exis-
ten documentos pictoricos y culturales que re-
presentan el significado dado a las arafias por
pueblos antiguos; han sido simbolo de Vida
(creacién, fertilidad y sexo) pero también de
Muerte (guerra y destruccion) por su capacidad
predadora y la toxicidad de su veneno (Melic
1996, 2002).

En el mundo han sido reconocidas 44.906 es-
pecies de aranas (Platnick 2014), pero sélo
unas pocas son de interés sanitario. En Argen-
tina, las especies de importancia sanitaria per-
tenecen a los géneros Loxosceles, Phoneutria 'y
Latrodectus (Ministerio de Salud 2012).

Las aranas del género Latrodectus Walckenaer,
1805 (Araneae: Theridiidae) tienen amplia dis-
tribucion mundial, encontrandose en todos los
continentes e islas oceanicas a excepcién de
la Antartida.

Son conocidas en toda América con diferentes
nombres populares: en Norteamérica se cono-
ce con el nombre vulgar de “black widow” o
“viuda negra”; en México “arafia capulina”; en
las Antillas, “cul rouge”; en Venezuela “arafa
naranja”; en Peru “lucacha”; en Chile “arafa
del poto colorado”, “guina”, “pallu” “arafa bra-
va”; en Uruguay y Argentina “arafia del lino”,
“arafa del trigo”, “arafa del rastrojo o rastroje-
ra”. En Bolivia y en el norte de Argentina se la

conoce como “huayruro”.
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Viven preferentemente en areas silvestres y
agricolas, aunque también se han registrado
en ambientes urbanos (casas, jardines y esta-
blos) y periurbanos. Son timidas, sedentarias,
no agresivas para el hombre, pero pueden pi-
car si accidentalmente se las comprime.

El envenenamiento, conocido como latrodec-
tismo, se manifiesta por un sindrome neuro-
toxico potencialmente fatal. Es la primera cau-
sa de araneismo en la Republica Argentina (Mi-
nisterio de Salud, 2012).

Las especies presentes en nuestro pais son:
L. corallinus L. mirabilis, L. diaguita, L. quartus,
(grupo mactans) y L. antheratus, L. variegatus
(grupo curacaviensis.) y L. geometricus, la que,
por el momento, no reviste importancia sanita-
ria en Argentina (Ministerio de Salud, 2012).
Desde el punto de vista sanitario no existen
trabajos que aborden la problematica del latro-
dectismo en el noroeste argentino.

Por lo expuesto, los objetivos del presente tra-
bajo son: relevar los accidentes producidos por
aranas del género Latrodectus atendidos en el
centro de referencia de la provincia de Jujuy
(Hospital San Roque), durante el periodo enero
de 1998 a diciembre de 2014.

Materiales y métodos

Area de estudio: La provincia de Jujuy se en-
cuentra ubicada al noroeste de la Republica
Argentina, limitando con Bolivia y Chile. Esta
situada entre los paralelos 22° y 24° de La-
titud Sur y los meridianos 65° y 67° de Lon-
gitud Oeste. Su superficie es de 53.219 km=2.
Presenta diferencias altitudinales, las que con-
juntamente con la variada orografia determinan
diferentes eco-regiones para cada lugar de la
provincia (Figura 1). La region Puna, arriba de
los 3000 metros sobre el nivel del mar, es fria
y arida con gran amplitud térmica diaria; la re-
gién Quebrada, templada y semiarida se ubica
entre los 1500 y 3000 msnm. Hacia el sur se
encuentra la region templada de los Valles y al
este las Yungas con clima subtropical calido y
humedo; sus altitudes varian desde los 300 a
los 2500 msnm.

Metodologia: se analizaron historias clinicas de
pacientes con diagnéstico de picaduras de ar-
trépodos internados en el hospital San Roque
(S. S. de Jujuy), el cual es centro de referenciay
derivacién provincial de los accidentes por ani-
males venenosos. Se seleccionaron aquellas
historias clinicas que cumplieran con criterios
epidemiolégicos (procedencia del accidenta-
do, estacionalidad, costumbres poblacionales,
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Figura 1. Procedencia de los casos de
latrodectismo registrados en las eco-regiones
de la provincia de Jujuy (1998-2014).

reconocimiento del aracnido) o clinicos com-
patibles con latrodectismo, desde el 01/Ene-
ro/1998 hasta el 31 de diciembre de 2014.

Se obtuvieron datos sobre: localidad, afo,
mes, hora del dia, reconocimiento del aracni-
do, lugar donde ocurrié el accidente, ocupa-
cién del accidentado, edad, sexo, segmento
corporal afectado, presentacion clinica, valores
de laboratorio, tratamiento, dias de internacion
y mortalidad.

En las historias clinicas se buscaron sintomas y
signos que permitieran realizar la clasificacion
clinica de latrodectismo en leve, moderado y
grave. Lamentablemente y debido a que las
historias clinicas no cumplen con un formato
pre-establecido, esta clasificacion no puedo
realizarse optandose por expresar sintomas y
signos en porcentajes.

En relacion al tratamiento, se incluyeron las
historias clinicas de pacientes que recibieron
el antiveneno e historias clinicas de pacientes
que no recibieron el suero especifico. Estos ul-
timos con presentacion clinica tipica de latro-
dectismo y observacion del aracnido por parte
del paciente.

La informacioén recolectada fue transcripta a ta-
blas para su andlisis garantizando la confiden-
cialidad de los datos. Este estudio fue avalado
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por el Comité de Etica e Investigacion del Mi-
nisterio de Salud de la provincia de Jujuy.

La procedencia de los accidentados fue corre-
lacionada con los datos de distribucion de La-
trodectus spp de distintas localidades de la pro-
vincia, cuyos ejemplares estan depositados en
la coleccidn del Instituto de Biologia de la Altura
(INBIAL) de la Universidad Nacional de Jujuy.

Resultados

En los diecisiete afios analizados se obtuvieron
30 (treinta) historias clinicas con diagnéstico de
latrodectismo. Se registraron 23 (veintitrés) ca-
sos procedentes de la Quebrada (Humahuaca,
Pinchayoc, Uquia, Huacalera, Tilcara, Maimara
y Tumbaya), 2 (dos) de la Puna (Cieneguillas, La
Quiaca), 4 (cuatro) de las Yungas (San Pedro,
Calilegua, y Ledesma) y 1 (uno) de los Valles
(Los Lapachos) (Figura 1)

En la Figura 2 se presentan los casos registra-
dos en los distintos afios. Los mayores valores
corresponden a 2007 (5), 2000 (4), 2009 (3) y
2014 (3); en los restantes afnos solo se asenta-

ron uno y dos casos anuales a excepcion del
periodo 2004-2006, durante el cual no hubo
denuncias de latrodectismo.

Los accidentes ocurrieron durante los meses
de primavera y verano, con un marcado predo-
minio en el mes de enero (43 % de los casos),
seguido de febrero (17 %) (Figura 3).

Los envenenamientos se produjeron en su ma-
yoria (61 %) en horas de la tarde.

Con respecto al sexo de los accidentados, 19
(diecinueve, 63 %) fueron varones y la franja
etaria mas afectada se ubico entre 16-25 afios
(50 %).

La ocupacién de los accidentados solo fue re-
gistrada en 10 (diez) historias clinicas, de las
cuales 8 (ocho) estan relacionadas con activi-
dades en el ambito rural. En 15 historias clini-
cas se describié el ambito de ocurrencia del
accidente: 12 fueron extradomiciliarios y 3
intradomiciliarios.

De 30 pacientes, 18 visualizaron el aracnido;
el 67 % (n=12) lo identific6 como “huayruro” o
“viuda negra.”

N2 de Casos
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2002
2003
2004

2005
3 2006
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2008
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2012
2013
2014
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Figura 2. Casos de latrodectismo registrados en el Hospital San
Roque (Jujuy) durante el periodo 1998- 2014.
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Figura 3. Registros de latrodectismo en el Hospital San Roque
(Jujuy) segun los meses del afo (periodo 1998-2014)

En 27 historias clinicas se especificé el sitio de
la picadura, correspondiendo a los siguientes
segmentos corporales: 37 % en miembros in-
feriores (n=10), 26 % en los miembros superio-
res (n=7), 19 % en torax (n=5), 11 % en cuello
(n=3) y 7 % en abdomen (n=2).

Los sintomas y signos mas descriptos fueron:
dolor local inicial (90%), dolor generalizado (73
%), dolor abdominal (50 %), diaforesis (47 %),
hipertension arterial (40 %), disnea (33 %) lum-
balgia (37 %) y excitacion psicomotriz (31 %).
Las manifestaciones menos frecuentes fueron:
taquicardia, dolor precordial, rubicundez facial
y sintomas oculares.

Entre los hallazgos de laboratorio se destaca-
ron: hiperglucemia (69 %), aumento de urea
(82 %), leucocitosis (45 %) y linfopenia (81 %).
Otros hallazgos fueron: sedimento urinario pa-
tolégico (leucocituria y hematuria) en 5 de 16
examenes solicitados. El dosaje de enzimas
cardiacas (CPK, GOT, LDH) en 6/6 fue normal.
En 15 (quince) casos se solicité electrocardio-
grama y en dos de ellos se constaté inversiéon
delaondaT.

En relacién al tratamiento, 24 pacientes recibie-
ron suero especifico, de los cuales a 20 (veinte)
pacientes se le suministré 1 (una) dosis de an-
tiveneno, a 2 (dos) se le administraron 2 (dos)

y 3 (tres) dosis respectivamente. En las 2 (dos)
historias clinicas restantes no se registré el nu-
mero de dosis.

En ocho casos se aplicé el antiveneno en las
primeras seis horas de ocurrido el accidente, a
ocho pacientes entre la sexta y doceava horay
a cinco pacientes pasadas las 12 (doce) horas
de la picadura. En tres historias clinicas no se
registré el intervalo entre hora del accidente y
hora de aplicacién del suero.

En todos los casos revirtieron los sintomas.
Como medidas generales se usaron analgési-
cos en 21 (veintitn) pacientes, benzodiacepi-
nas en 11 (once) pacientes y gluconato de cal-
cio en 2 (dos). Estas medidas generales inclu-
yen a los 6 (seis) pacientes que no recibieron el
antiveneno.

Se administré6 vacuna antitetanica a 7(siete)
pacientes.

El promedio de dias de internacion fue de 2,7
dias tanto para los pacientes que recibieron el
antiveneno como para aquellos que no lo hi-
cieron. No se constataron complicaciones ni
Obitos.

Discusion
La taxonomia del género Latrodectus es com-
pleja, existiendo gran dificultad para el reco-
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nocimiento de las especies. Los estudios rea-
lizados hasta el presente abarcaron caracteres
bioecolégicos y morfolodgicos. Entre éstos ul-
timos: las estructuras de la genitalia (Beren-
donck y Greven 2000), la forma y tamano de
las ootecas (Abalos 1962), el desarrollo post-
embrionario (Gonzalez 1981, 1984, 1998) y
los analisis a nivel molecular (Garb y col. 2004)
reflejan el amplio espectro de variacion mor-
fologica inter e intraespecifica y las relaciones
filogenéticas. En Jujuy, los ejemplares adultos
conservados en el INBIAL pertenecen al grupo
mactans (Gonzalez 1994 comunicacioén perso-
nal) y fueron obtenidos en la Quebrada y Puna.
La mayoria de los casos de latrodectismo aten-
didos en el Hospital San Roque a lo largo de 17
anos procedieron de localidades de la Quebra-
da, principalmente de los departamentos Tilca-
ray Humahuaca. En esta zona semiarida se en-
cuentran ejemplares de Latrodectus debajo de
piedras, en grietas, pircas, en telas construidas
sobre Opuntia y otras cactaceas, o uniendo
plantas de esta familia que estan cercanas en-
tre si, coincidiendo con lo establecido por Gon-
zalez (1981) y McClorkle (2002). Los accidentes
ocurridos en las Yungas, Puna y Valle, son indi-
cadores de la amplia distribucién de este géne-
ro de arafas en Jujuy. La presencia en distintas
eco-regiones y su preferencia por zonas cali-
das con bajos niveles de precipitacion anual
fue reportada también para la vecina Republica
de Bolivia por Fernandez y Castro (2013).

Las historias clinicas que constatan ambiente,
horario y ocupacion del accidentado, reflejan
principalmente accidentes extradomiciliarios,
durante la tarde, en actividades agricolas. Los
accidentes intradomiciliarios ocurrieron en de-
positos de lefa y canas, y por la introduccion
involuntaria de los aracnidos a través de ropas
expuestas al sol sobre arbustos, costumbre
habitual de los pobladores de la zona.

La franja etaria mas afectada en Jujuy corres-
ponde a los adolescentes y adultos jévenes.
Estos datos coinciden con los accidentes pro-
ducidos en Coérdoba (Esteso 1985) y a nivel na-
cional (Martino 1979; Boletin Integrado de Vigi-
lancia 2013).

El 63 % de los accidentados en la presente
investigacion, correspondié a varones. En re-
lacion a otros lugares de Argentina (Martino
1979; Esteso 1985; Grisolia y col. 1992) el alto
porcentaje de mujeres accidentadas (37 %)
podria deberse al desempefo como pastoras
en el cuidado del ganado ovino y caprino y al
acompafamiento que hacen al hombre en las

actividades agricolas en la Quebrada. En ésta
area, los cultivos son estacionales (primavera-
verano), coincidiendo el incremento de la tem-
peratura con la mayor actividad de las arafias
(McClorckle 2002) y el aumento en el nimero
de accidentes.

Los estudios epidemioldgicos realizados en Ar-
gentina indican un promedio anual de 28 ca-
sos en la provincia de Buenos Aires (Grisolia y
col. 1992) y 8 casos en Cérdoba (Esteso 1985).
Las marcadas diferencias demograficas, geo-
graficas y temporales en las que se realizaron
los estudios, impiden realizar una comparacion
que explique el promedio (1,8 casos/ano) regis-
trado en Jujuy.

Es posible que la ausencia de internaciones
por latrodectismo en el Hospital San Roque du-
rante los afios 2004 a 2006 se deba a que los
enfermos fueron atendidos en otros hospitales
de la provincia.

Es importante destacar el alto porcentaje de re-
conocimiento de la arafa “viuda negra” realiza-
do por los accidentados en concordancia con
lo establecido para el centro del pais (Esteso
1985). El saber popular asocia a Latrodectus
con semillas de leguminosas (géneros Ormo-
sia y Abrus), con las que comparten el nombre
“huayruro”, el color “negro aterciopelado con
una o varias manchas de color rojo” y el riesgo
para la salud.

La presentacion clinica es una expresion de los
efectos del veneno cuyo componente toxico
para mamiferos, la alfa-latrotoxina de accion
neurotodxica, altera las terminaciones pre sinap-
ticas causando la liberacion desordenada de
neurotransmisores (Ministerio de Salud 2012).
El cuadro clinico es dramatico con angustia,
excitacion, temblor difuso, contracturas mus-
culares, sudoracién profusa, sensaciéon de
muerte inminente. También se describi6 diafo-
resis, hipertension arterial y excitacion psico-
motriz aunque en menor porcentaje.

Como relatan Orduna y col. (2011) “el dolor so-
breviene entre los pocos minutos y una hora
después de producida la picadura. Al principio
es quemante y circunscrito, y luego se torna
violento y generalizado”. Esta caracterizacion
se ajusta con los hallazgos clinicos de los pa-
cientes atendidos en el Hospital San Roque.
En la mayoria de las historias clinicas se relatd
dolor local inicial y luego intenso dolor genera-
lizado, como sintomas mas frecuentes del sin-
drome neurotéxico.

En la Edad Media en cercania a la ciudad de Ta-
ranto al sur de Italia se describié esta sintomato-
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logia bajo la denominacion de tarantismo. Este
profundo malestar, actualmente atribuido a La-
trodectus, llevd a utilizar un baile frenético con
una musica especialmente concebida para el
tratamiento de la enfermedad denominada “ta-
rantela” (Cardoso y Lucas 2009; Tausiet 2009).
Abalos (1949) relatdé que un enfermo que trans-
portaron en el Chaco santiaguefno en una sies-
ta de verano, pedia a gritos que lo mataran
para liberarse de los dolores. Ademas, hace re-
ferencia a lo que sucedio en 1851 en la vispera
de la batalla de Loncomilla (Chile), “los gritos y
lamentaciones de los soldados picados por La-
trodectus llegaron a hacerse comprometedo-
res para el ejército y hubo que cloroformarlos”.
El predominio de las picaduras en las extremi-
dades es acorde a lo descripto por otros estu-
dios realizados en Argentina (Esteso 1985; Gri-
solia y col. 1992; Martino 1979) con una mayor
frecuencia en miembros inferiores con respec-
to a los miembros superiores.

La facie latrodectismica es caracteristica, se
manifiesta con gesto de dolor, trismus de ma-
seteros, rubicundez facial, sudoracién, midria-
sis, edema palpebral e hiperemia conjuntival
(Cardoso y col. 2009).

Los hallazgos de laboratorio, aunque inespeci-
ficos, ayudan al diagndstico: alteraciones he-
matolégicas (leucocitosis, linfopenia, eosino-
penia); alteraciones bioquimicas (hiperglucemia
e hiperfosfatemia); alteraciones del sedimento
urinario (hematuria, leucocituria, cilindruria). En
esta investigacion se destacan: leucocitosis,
linfopenia e hiperglucemia.

Se describen diversas alteraciones en el elec-
trocardiograma: arritmias, bloqueos, alteracio-
nes del QRS, del segmento STy delaonda T
(Saracco y de Roodt 2007; Ministerio de Sa-
lud 2012). Esta ultima alteracion fue observa-
da en dos pacientes jévenes sin anteceden-
tes cardiacos de los 15 electrocardiogramas
examinados.

El bajo promedio de dias de internacion se co-
rrelaciona con la ausencia de complicaciones.
En el caso de los seis pacientes que no recibie-
ron antiveneno, el promedio de dias de interna-
cién fue similar. El uso de analgésicos, gluco-
nato de calcio y benzodiacepinas favorecieron
la resolucion del cuadro clinico.

En las primeras tres horas la intensidad de las
manifestaciones clinicas obliga al paciente a
recurrir a la consulta médica lo que favorece
la administracion temprana del antiveneno (Gri-
solia y col. 1992). La rapidez en la administra-
cién se fundamente en uno de los principios de
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la sueroterapia que establece que el veneno
debe ser neutralizado por el antiveneno antes
que provoque lesiones en las células y tejidos
(Cardoso y col. 2009). Cabe destacar que en
este estudio el intervalo entre la aplicacién del
suero y el accidente en la mayoria de los casos
fue superior a las 6 horas, debido a las distan-
cias existentes entre el lugar donde ocurrié el
accidente y el hospital San Roque.

Los resultados de este primer estudio clinico-
epidemiolégico de latrodectismo realizado en
el noroeste argentino indican que se deben re-
forzar las medidas de prevencion entre los po-
bladores y promover la administracién oportu-
nay rapida del antiveneno en todos los hospi-
tales del ambito provincial.
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Intoxicacion por mercurio elemental por inyeccién intramuscular.
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Poisoning with elemental mercury by intramuscular injection.
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Resumen. Se han reportado en la literatura pocos casos de intoxicaciéon por mercurio por administracién en tejidos blandos. No
se cuenta con suficiente evidencia acerca del manejo con terapia quelante en este tipo de intoxicacion. Se reporta el caso de una
muijer de 34 aflos con antecedente psiquiatrico la cual se administré mercurio intramuscular en fosa cubital izquierda con fines
autoliticos. Acudio al servicio de urgencias 24 horas posteriores a su administracién, el motivo principal fue el dolor intenso en
la zona y la presencia de edema, sin efectos sistémicos. La radiografia mostré depdsitos metélicos en 1/3 de brazo, localizados
en musculo, y que migraron a través de la fascia hacia 2/3 del antebrazo. La placa de térax no mostré alteraciones. Fue inter-
venida quirdrgicamente en 3 ocasiones extrayendo minimas cantidades de mercurio. La paciente fue manejada con antibiéticos
por presencia de celulitis. Un mes después presentd temblor mercurial, razén por la cual se tomaron muestras de sangre y orina
para la determinacién de mercurio, el cual resulto elevado en ambas muestras, por lo que se le administré terapia quelante con
D-penicilamina.

Palabras clave: Mercurio; Intoxicacion; Inyeccién intramuscular, Quelacién.

Abstract. There are just a few cases of mercury toxicity after administration in soft tissue, reported in the literature. There is in-
sufficient evidence about the management with chelation therapy in this type of poisoning. We report the case of a 34 year-old
woman with a psychiatric history who administered herself a mercury injection into de muscle in the left cubital fossa, referred as
a suicide attempt. She came to the emergency department 24 hours after administration; the main reason was the intense pain
in the area and the presence of edema, with no systemic effects. Radiography showed metallic deposits in 1/3 arm, located in
muscle, which moved through the fascia to 2/3 of the forearm. Chest radiography was normal. She underwent surgery trhee times
extracting trace amounts of mercury. The patient was managed with antibiotics by the presence of cellulite. One month later she
had tremor mercuralis, so a blood and urine samples were sent to the laboratory in order to determinate mercury levels, which
resulted high in both fluids, therefore chelation therapy with D-penicillamine was administered.

Keywords: Mercury; Poisoning; Intramuscular injection, Chelation.

Introduccién

El mercurio es un elemento metdlico que se
encuentra en tres formas principales: mercurio
metalico o elemental (Hg®), mercurio inorganico
(sales monovalentes Hg'* o divalentes Hg*) y
mercurio organico, con diferente toxicidad en-
tre cada forma. (Nordberg y col. 2007; Shannon
y col. 2007; Penay col. 2010).

El principal mecanismo de intoxicacién por la
forma elemental es por inhalaciéon de vapor,
el cual es absorbido en 80 % a través de los
pulmones (Ellis y col. 2009; Wale y col. 2010),
dando manifestaciones como disnea, fiebre,
tos, debilidad, fallo respiratorio y muerte (Rhua
y col. 2001). Otra via por la cual se ha reportado
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exposicion es la gastrointestinal por ingestion,
donde no habra efectos sistémicos por su de-
ficiente absorcién y excrecion en heces (Rhua
y col. 2001; Wale y col. 2010), existen pocos
reportes sobre la via parenteral (intravenosa,
intramuscular o subcutanea), y de estos, solo
en algunos se reportan datos de toxicidad
sistémica.

Reporte de caso

Paciente femenina de 34 afnos de edad, con
antecedente psiquiatrico conocido y con un
intento de suicidio previo. Acudié al servicio
de urgencias 24 horas después de la adminis-
tracion intramuscular de 3 a 4 mL de mercurio
elemental con fines autoliticos, ingresé al ser-
vicio de urgencias por dolor de caracteristicas
ardoroso, punzante y quemante, asi como ede-
ma y eritema en brazo izquierdo, con signos vi-
tales estables, afebril, sin datos de afectacion
general. A la exploracion fisica el Unico dato
relevante fue la presencia de edema, eritema y
dolor 10/10 EVA, en extremidad superior izqui-
erda, en 2/3 de antebrazo y 1/3 de brazo.

Se tomaron examenes generales los cuales
reportaron: biometria hematica: Hb 10,4 g/dL,
hematécrito 33,3 %, plaquetas 132,5 miles/
pL, leucocitos 10,3 miles/uL, neutréfilos 66
%, linfocitos 25 %, procalcitonina 0,031 ng/
mL, creatinina 0,60 mg/dL, urea 20,8 mg/dL,
GGT 9,0 UI/L, albumina 3,0 g/dL, ALT 6,2 U/L,
AST 13,6 U/L, calcio sérico 6,3 mg/dL, cloro
116,0 mmol/L, potasio 3,4 mmol/L, sodio 141,0
mmol/dL, bilirrubinas sin alteraciones.

Se le realiz6 a su ingreso radiografia de miem-
bro superior izquierdo (Figura 1) donde se ob-
servaron depdsitos metdlicos en tejidos blan-
dos de brazo y antebrazo izquierdo, localiza-
dos en musculo y a través del trayecto de la
fascia hacia el antebrazo. Se le realizé una ra-
diografia de térax (Figura 2) en la cual no se
encontraron embolismos metalicos, ni otras
alteraciones. El electrocardiograma no mostré
datos patoldgicos.

La paciente durante su estancia intrahospital-
aria fue manejada con antibiéticos (clindamic-
ina), analgesia (tramadol / antiinflamatorios no
esteroideos) y tromboprofilaxis (heparina sub-
cutanea). Fue intervenida quirdrgicamente
en tres ocasiones, extrayendo minimas canti-
dades de mercurio en cada uno de los proced-
imientos quirdrgicos, posterior a cada una de
las intervenciones se le realizaron radiografias,
encontrando una disminucién leve del material
metalico de los tejidos (Figura 3). Se realizé la

Figura 1. Radiografia de brazo y antebrazo
al ingreso a urgencias, presencia de mercurio
en musculo y trayecto de fascia muscular.

Figura 2. Radiografia AP de térax al ingreso,
no se observan émbolos de mercurio.

cuantificacién del nivel de mercurio en sangre
resultando en 150 pg/L.

Se solicitdé valoracion y manejo al servicio de
psiquiatria quien realizé diagndstico de dis-
ritmia cerebral de predominio frontoparietal
con transtorno mental y del comportamiento
secundario a disfuncién de la conductividad
eléctrica del SNC, con alteraciones emociona-
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Figura 3. Radiografia posterior
a la primer debridacion.

les y somaticas, para lo que inicia tratamiento.
Como antecedente de importancia la paciente
habia sido manejada por distintas institucio-
nes psiquiatricas, sin embargo no recuerda el
diagnostico ni el tratamiento, el cual ya habia
suspendido.

Se realiz6é consulta médica de seguimiento un
mes después, encontrando a la exploracion
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nistagmus horizontal, temblor lingual fino vy
temblor distal en extremidades superiores que
dificultaba la escritura (temblor mercurial), sin
alteraciones sensitivas. Se tomaron controles
de funcion renal y de mercurio en orina de 24
horas, reportando proteinas en 24 horas de 60
mg, urea 24,28 mg/dL, creatinina 0,6 mg/dL y
mercurio 1390 pg/L. Se inicid terapia quelante
con D-penicilamina a dosis de 300 mg cada 8
horas por 10 dias y vitamina E, después de los
10 dias de tratamiento se tomaron nuevamente
niveles de mercurio en sangre y orina obtenien-
do 517,5 pg/L y 2974 pg/L, respectivamente.
Se encontrd mejoria clinica con disminucién
del temblor distal, ya sin dificultades para escri-
bir, sin nistagmus, persistio el temblor lingual.
Se dio cita para consulta de seguimiento para
monitoreo clinico de funcién renal y mercurio en
sangre, en orina y para revalorar un nuevo es-
qguema con quelante (no se disponia de DMSP,
por lo que se considerd otro ciclo con D-penici-
lamina), sin embargo la paciente no asistio.

Discusion

El mercurio elemental o metalico, que es la
forma quimica que se ha utilizado de forma
parenteral con fines autoliticos, es un liquido a
temperatura ambiente, color plata brillante, es-
peso, altamente volatil y ligeramente soluble en
agua, con una valencia de 0 (World Health Or-
ganization 1991; Nordberg 2007).

El principal mecanismo de toxicidad del mer-
curio es la interaccién con grupos sulfhidrilo de
sistemas enzimaticos, proteinas estructurales,
transportadoras, biomoléculas no proteicas y
membranas celulares, ademas de unién a otros
nucledfilos, llevando a la posterior disfuncion
en su actividad bioldgica. Las especies quimi-
cas que tienen la capacidad de interactuar con
estas estructuras son las ionizadas, particular-
mente la forma divalente, la cual es capaz de
donar electrones al azufre del grupo sulfhidrilo,
formando enlaces covalentes (Nordberg y col.
2007). En estado elemental el Hg no posee la
capacidad de unirse a los grupos sulfhidrilo,
por lo que tiene que pasar por un paso previo
de oxidacion. Esta oxidacién se lleva a cabo
por la enzima catalasa (Shannon y col. 2007;
Pefa y col. 2010; Young-dJin. 2011).

La clinica de intoxicacion por mercurio metali-
co dependera de su via de entrada, en casos
de inyeccion se puede presentar por via intra-
venosa, intramuscular o subcutanea. Por via
intravenosa se han reportado variedad de pre-
sentaciones clinicas como embolismos pulmo-
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nares, o que se manifiesta de forma aguda con
taquipnea, tos, hemoptisis, disnea de modera-
dos esfuerzos y dolor pleuritico, los cuales son
causados por la hipoxemia y la alteracion en la
difusién de gases y del patrén ventilatorio; es-
tos efectos son atribuibles al efecto masa del
metal que viaja por el sistema vascular y los
consecuentes infartos (Gutiérrez y Ledn 2000;
Lorenzo-Dus y col. 2007), en algunos otros ca-
sos de embolismos pulmonares no se ha pre-
sentado sintomatologia (Naidich y col. 1973;
Chitkara y col. 1978; Shaffer y Schmidt 1989;
Davey y Benson 1999; Gutiérrez y Ledn 2000;
Winker y col. 2002; Wale y col. 2010). Por otro
lado, en el caso reportado por Kobidze y col.,
si se reportaron manifestaciones de toxicidad
sistémica luego de tres meses de una admin-
istracién intravenosa, caracterizadas por tem-
blor mercurial, eretismo y debilidad de extremi-
dades inferiores (Kobidze y col 2014). En otro
reporte de caso, una administracion intrave-
nosa ocasiono, ademas de manifestaciones lo-
cales al sitio de la puncioén, debilidad muscular
seis semanas después de la inoculacién y tem-
blor mercurial 1 ano después. Los niveles de
mercurio en la evaluacion inicial fueron de 500
pg/L (Torres y col. 1997).

Otros sitios de acumulacién de mercurio pos-
terior a su inyeccién intravenosa que se han
reportado son los rifiones, venas renales, el
higado, el bazo, el corazon, la tiroides, nédulos
linfaticos hiliares y vasculatura cerebral (Shaffer
y Schmidt 1989, Kobidze y col. 2014).

Por medio de inyeccion y acumulo en tejidos
blandos, se ha reportado formacién de gran-
ulomas asintomaticos, datos de celulitis con
presencia de dolor y eritema en sitio afectado
o formacion de abscesos y necrosis, que fre-
cuentemente se presentan sin sintomatologia
sistémica, y en los casos en que se han re-
portado casos de intoxicacion, ha sido hasta
después de afos de la inyeccién del mercurio
(Vernon 2005; Ellis y col. 2009; Friesenbichler
y col 2011; Souto y col. 2012). Hay pocos re-
portes de sintomatologia sistémica desarrolla-
da por la inyeccién en tejidos blandos, como el
reportado por Clairie Berroet y colaboradores
en donde el paciente presentd glomerulopatia
membranosa proliferativa e hipoparatiroidismo
(Berrouet y col. 2008).

En algunos otros casos se han reportado in-
toxicaciones por ambas vias (intramuscular e
intravenosa), en los cuales el cuadro clinico se
ha combinado (Kang y col. 2011; Wale 2012).
En este caso se observo la presencia de mer-

curio en tejido celular subcutaneo, y la paci-
ente inicialmente solo presenté sintomas lo-
cales por el acumulo en tejidos blandos. Sin
embargo, un mes después iniciaron sintomas
compatibles con temblor mercurial y, ademas,
se encontraron niveles elevados de mercurio
tanto en sangre como en orina. En la litera-
tura médica se reporta que la intoxicacién de
mercurio ocurre cuando se encuentran niveles
en sangre >10 pg/L y en orina > 20 ug/L (Fer-
rer 2003) o > 15 pg/L y > 35 pg/L (Pefia y col.
2010), respectivamente.

Se considera que los pacientes que presentan
concentraciones superiores a 100 pg/L de Hg
en orina presentan un riesgo superior de alter-
aciones neuropsiquiatricas, como temblor en
extremidades superiores y cambios electro-
miograficos, aunque estos efectos pueden ob-
servarse desde niveles entre 10-30 pg/L de Hg
en orina (Nordberg y col. 2007).

La reactividad quimica del mercurio sugiere
que el estrés oxidativo es uno de los mecanis-
mos que contribuyen a la toxicidad, ademas de
que se ha encontrado que el glutatién, el prin-
cipal antioxidante intracelular, se encuentra de-
pletado en esta intoxicacién (Andersen 2004;
Swaran y Vidhu 2010).

El manejo de la intoxicacion por inyeccién en
tejidos blandos de mercurio elemental consta
de tratamiento médico y quirdrgico.

Lo estrictamente necesario es la intervencion
quirdrgica temprana para extraer el material.
Se recomienda una técnica minimamente in-
vasiva para remover el mercurio y el uso de
fluoroscopia durante el procedimiento (Kang
y col. 2011). En algunos casos es necesaria la
debridacién del tejido involucrado y del tejido
necroético, con escision marginal o amplia, en
quiréfano, bajo anestesia y con toma de radio-
grafias control posterior a la cirugia (Rhua 'y col.
2001; Friesenbichler y col. 2011). Se recomien-
da no utilizar electrocauterio durante el proced-
imiento debido al bajo punto de ebullicion del
mercurio y su posible liberaciéon en forma de
vapor.

Si bien se tienen prescritos los agentes quelan-
tes y las dosis como tratamiento en casos de
exposiciéon e intoxicacion a mercurio organico,
inorganico y elemental en su forma volatil, es
controversial el papel de la terapia quelante en
el tratamiento de los depésitos secundarios a
inyeccion de mercurio, ya que la evidencia ac-
tual no muestra que la terapia con los antidotos
disponibles aumente sustancialmente la elimi-
naciéon del mercurio en estos casos (Berrouet y
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col. 2008). Algunos autores recomiendan el uso
de terapia de quelacion si existen signos de in-
toxicacion sistémica y después de la adminis-
tracion intravenosa, sin embargo se ha encon-
trado poca informacién y evidencia acerca del
beneficio de utilizar esta terapia.

Terapia con quelantes

La quelacion es un proceso quimico en el que
un metal interactia con otro compuesto for-
mando, ya sea un enlace covalente y un en-
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lace coordinado, o dos o mas enlaces coordi-
nados dando como resultado un compuesto
organometalico denominado quelato (Swaran
y Vidhu 2010).

Los principales quelantes utilizados para la in-
toxicacion con mercurio son el dimercaprol o
Britsh Anti Lewisita (BAL), el acido 2,3 dimer-
capto succinico o succimer (DMSA), el acido
2,3 dimercapto 1-propano sulfonico (DMSP) y la
D- Penicilamina. Los esquemas de tratamiento
y efectos adversos se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Agentes quelantes utilizados en el tratamiento de la intoxicaciéon con mercurio
y efectos adversos (Rumack 2014, Young-Jin. 2011, Pefa y col. 2010).

Esquemas de tratamiento con agentes quelantes y efectos adversos

Agente Dosis Efectos adversos Comentarios
BAL 5 mg/kg cada 4 horas IM por 48 Se presentan hasta en el 55 % El esquema es derivado del
horas. de los casos con fiebre, rash, manejo de intoxicacion por plomo,
Después 2,5 mg/kg cada 12 vomito, hiperhidrosis, hipertension, por lo que se debe ajustar la dosis
horas por 7 dias. anormalidades de la frecuencia cardiaca, de acuerdo a la respuesta.
cefalea y dolor osteomuscular.
DMSA 10 mg/kg 3 veces al dia por 5 Reacciones de hipersensibilidad, Se recomienda para la
dias y posterior 2 veces al dia el riesgo incrementa si el manejo exposicion cronica, de acuerdo
por 14 dias. se da por periodos prolongados de a comité de expertos de la OMS.
tiempo, ademas de quelacion
de elementos esenciales.
DMSP Casos leves: 100-200 mg vo Fiebre, nausea, reacciones cutaneas Recomendado de primera linea
cada 24 horas durante 12 dias.  de hipersensibilidad (eritema por el comité de expertos de la
Casos severos: multiforme o sindrome de Steven OMS para el tratamiento agudo
iv: dia 1: 250 mg cada 3-4 Johnson) elevacion de y cronico de metilmercurio
horas. Dia 2: 250 mg cada transaminasas, deficiencia de Zinc. y mercurio inorgénico, no
4-6 horas. Dia 3: 250 mg cada genera redistribucion en
8-12 horas. Dias 5 y 6: 250 mg en SNC. Las presentaciones por
cada 8-24 horas. Después VO se administran 1 hora
del 5° dia 100-300 mg vo antes de las comidas con
cada 8 horas a por 14 dias abundante agua.
0 hasta que los niveles de
mercurio en orina sean
no detectables.
D- 250 mg cada 6 horas por Reaccion cruzada a la alergia a la Contraindicado en
penicilamina 10 dias. penicilina. Fiebre, artralgia, pacientes con

linfadenopatia, debilidad, anorexia,
vomito, lesiones en piel y mucosas,
glomerulopatia, agranulocitosis,
anemia hemolitica, aplasia,
deficiencia de piridoxina.

insuficiencia renal.

BAL.: British anti lewisita o dimercaprol, DMSA: Acido 2,3 dimercaptosuccinico o succimer,
DMSP: Acido 2,3 dimercapto-1-propanosulfénico o unithiol. iv: intravenoso, vo: via oral.
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En el contexto de un depdsito parenteral de
mercurio, el tratamiento de eleccion deberia
ser aquel que dé menores efectos adversos y
que se pueda utilizar por un periodo prolonga-
do de tiempo, ya que se ha observado que los
datos de toxicidad en los casos reportados son
compatibles con cronicidad. Sin embargo, to-
dos los quelantes antes mencionados tienen
efectos adversos (Pefa y col. 2010; Young-Jin.
2011), que limitarian su uso a largo plazo en
el contexto crénico de estos pacientes. Actu-
almente no hay evidencia de que la exposiciéon
a agentes quelantes por periodos prolongados
de tiempo sea segura (Nordberg y col. 2007),
por el contrario existe evidencia de que los
quelantes solos 0 en combinacién con mercu-
rio pueden causar efectos adversos y movili-
zacion de metales esenciales (Nordberg y col.
2007). El unico agente quelante recomenda-
do por comité de expertos de la OMS, como
manejo de primera linea para la intoxicacion
cronica, es el DMSP, sin embargo no se en-
cuentra disponible en nuestro medio, su prin-
cipal uso es en el continente europeo (Young-
Jin S. 2011). En uno de los reportes de caso,
se dio seguimiento a un paciente por una ex-
posicion intravenosa de mercurio por el lapso
de cinco anos, se realizaron varios ciclos de
quelacién con DMSP, para su monitorizaciéon
determinaron mercurio en orina de 24 horas.
En el primer ciclo de 6 dias, de 500 ug/L incre-
mentd a 7750 ug/L en las primeras 24 horas,
y al final del ciclo quedo en 1 100 ug/L. Al afio
presentd temblor mercurial con una concen-
tracién de mercurio en orina de 24 horas de 2
206 ug/L, luego administraron otros 2 ciclos de
tratamiento. La concentracién final luego de 5
anos fue de 807 ug/L. De este caso llama la
atencion que el temblor mercurial y la debilidad
de extremidades inferiores no mejoraron con el
tratamiento (Torres y col 1997).

Dado lo previamente presentado, la terapia de
quelaciéon deberia reservarse solo a aquellos
casos en los que se observen datos de toxici-
dad y deberia instaurarse lo antes posible una
vez iniciados los sintomas o en picos de niveles
elevados de mercurio en orina.

Antioxidantes

El manejo conjunto de antioxidantes con
quelantes ha demostrado efectos benéficos en
la movilizacion y recuperacion de variables bio-
quimicas afectadas en el caso de exposicidon
al plomo (Flora 2002). Varios estudios en ani-
males muestran potencial beneficio del uso de

estos compuestos en combinacién con agen-
tes quelantes (Flora y Pachauri 2010), sin em-
bargo, no se cuenta con estudios clinicos en
humanos que soporten estos hallazgos para el
caso de mercurio.

Si bien se ha reportado que la N-acetil cisteina
no incrementa la eliminacion de mercurio (Ber-
rouet y col. 2008; Pefa y col 2010), su utilidad
potencial radica en su efecto antioxidante y no
quelante.

Dado lo anterior, se considera que antioxi-
dantes como N acetil cisteina, Vitamina C y E,
acido alfa-lipoico, taurina, etc., podrian ser de
utilidad como coadyuvantes en el tratamiento,
mas aun cuando se trata de exposicion crénica
(Pande y Flora 2002; Flora 2003), estos suple-
mentos tienen una dosis efectiva muy por aba-
jo de la dosis toxica y ante la ausencia de mejor
evidencia se puede recomendar su uso en con-
junto con la terapia quelante en los pacientes
con depdsitos parenterales.

Extractos herbales

Existen estudios en los que se ha encontrado
beneficio en el uso de extractos herbales para
el tratamiento de intoxicacion por metales, so-
los 0 en combinacién con agentes quelantes,
los mas estudiados son la centella asiatica, el
Allium Sativum (ajo) y oleifera (Swaran y Vidhu
2010).

El ajo posee dos sustancias activas, la alicina 'y
la aliina, compuestos ricos en grupos tiosulfa-
tos y aminos, los cuales podrian actuar como
quelantes de manera similar que el DMSA o
el dimercaprol. Ademas, posee un importante
efecto antioxidante (Prasad y col. 1995; Ki-
anoushy col. 2012). En el 2012 un ensayo clinico
comparoé efectividad de la terapia con extractos
de ajo contra el tratamiento con D-penicilami-
na en el manejo de la intoxicacion derivada de
exposicion crénica a plomo, encontrando una
disminucion significativa de las concentracio-
nes de plomo en sangre, sin diferencias signifi-
cativas entre ambas terapéuticas, pero si con
menores efectos adversos con el ajo (Kianoush
y col. 2012). Sin embargo, no se encontraron
estudios o reportes que soporten esta observa-
cién con mercurio por ninguna via de ingreso.

Conclusiéon

En el caso de nuestra paciente, a pesar de que
se le realizé cirugia para extraccion de mate-
rial (la cual es el tratamiento ideal inmediato
reportado en la literatura en la mayoria de los
casos), en tres ocasiones, durante la misma
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hospitalizacién, no se logré eliminar gran parte
del metal depositado por la diseminacién del
mismo por todo el miembro superior. Por con-
tar con niveles elevados de mercurio en sangre
y orina, ademas del inicio de temblor mercu-
rial, y siguiendo las probabilidades menciona-
das por la OMS de desarrollo de alteraciones
secundarias con niveles >100 pg/L, asi como
por referencia de las guias nacionales, las cu-
ales toman como corte de inicio de terapia con
agentes de quelacién en niveles sanguineos
>150 pg/L, se decidi6 iniciar con la terapia de
quelacioén. Posterior a ésta, nuestra paciente
presentd niveles elevados de mercurio en ori-
na, evidenciando incremento de la excrecion,
y se obtuvo mejoria clinica, lo que se puede
atribuir a un incremento en la eliminacién de la
forma divalente. Sin embargo, en los estudios
de laboratorio de control, los niveles de mercu-
rio en sangre continuaron en aumento, eviden-
ciando que continuaba la absorcion del metal.
Otro punto a considerar, y el cual sale del ob-
jetivo de esta revisién, es que la determinacion
de mercurio en sangre y orina utilizada por el
laboratorio de toxicologia (espectrometria de
absorcion atémica con vapor frio) detecta el
mercurio total y no diferencia entre las formas
divalentes, organicas y elementales, en el en-
tendido de que las formas divalentes son las
responsables de las manifestaciones clinicas,
por lo que se propone que se considere la es-
peciacion analitica para el seguimiento de es-
tos pacientes.

En este paciente lo ideal hubiera sido contin-
uar con la terapia de quelacién a largo plazo,
sin embargo, la nefrotoxicidad de la D-penici-
lamina, Unico agente quelante de mercurio dis-
ponible en nuestro medio, limita su uso contin-
uo a largo plazo. La estrategia que se planteo
fue administrar terapia quelante intermitente,
de acuerdo al monitoreo estrecho de la funcion
renal, niveles de mercurio y evaluacion clinica,
sin embargo la paciente abandoné la atencién
en el hospital y no fue posible contactarla hasta
este momento.

Un esquema con DMSP hubiera sido el trata-
miento adecuado, dado que se ha observado
mejor nivel de seguridad a largo plazo y a que
no genera redistribucion del metal a sistema
nervioso central. No hay evidencia clinica que
demuestre que los extractos herbales de Allium
sativum sean efectivos y seguros en casos de
intoxicacion con mercurio como para recom-
endar su uso como monoterapia. Los antioxi-
dantes podrian ayudar en el tratamiento croni-
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co dado su perfil de seguridad y potencial ben-
eficio, pero no deben ser considerados como
monoterapia.

Después del andlisis del caso reportado se con-
cluye que el manejo del paciente con depdsitos
de mercurio en tejidos blandos, debe basarse
en primera instancia en la extraccion quirdrgica
de la mayor cantidad de metal posible, evitan-
do el uso de electrocauterio. Luego en el mane-
jo del dolor e infeccién secundarios. Por ultimo,
en caso de embolismos pulmonares o en otros
érganos, el manejo sera de soporte.

Dado que los efectos de toxicidad sistémica
se han observado tiempo después de la inyec-
cion, se recomienda el monitoreo clinico de
los pacientes asintomaticos y el seguimiento a
través de los niveles de mercurio en orina de
24 horas.
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Abstract. Bothrops jararacussu is one of the most venomous snakes of medical importance in South America, mainly due to the
toxicity of their venom and the large amount of that which can be injected in a single bite. The venom of this snake is required for
the production, process and control of the therapeutic antivenoms used to treat Bothrops envenomation, so it is one of the Bo-
throps species common in Serpentariums located in Argentina and Brazil dedicated to the production of antivenoms. We reported
two cases of ophiophagy due captive adult B. jararacussu females on Bothrops and Philodryas snakes and the aggression of
specimens of this species is also described. Despite well known resistance to homologous venom of Bothrops species, the bite
of this specie on other snakes of the same species and also other Bothrops snakes, produce serious injuries. These observations
are important for professionals whom must maintain in captivity these species of snakes by educational or venom production
purposes.

Key words: Ophiophagy; Natural resistance; Bite; Venom.

Resumen. Bothrops jararacussu es una de las serpientes venenosas de mayor importancia médica en Sudameérica, tanto por la
toxicidad de su veneno como por la cantidad de veneno que puede inyectar. Su veneno es necesario para el proceso de pro-
duccioén y control del antiveneno terapéutico que se usa para tratar el envenenamiento por su mordedura, por eso es una de las
especies de Bothrops comunes en los serpentarios de Argentina y Brasil dedicados a la produccién de antivenenos. Por otro
lado, dada la peligrosidad de su mordedura, estas serpientes suelen encontrarse en diferentes serpentarios educativos en los
mismos paises. En este trabajo describimos la ofiofagia de ejemplares hembras adultas de esta especie sobre ejemplares de
Bothrops y Philodryas. También es descripta la agresion de ejemplares de esta especie a otros ejemplares conespecificos y de
otras especies de Bothrops. A pesar de la conocida resistencia a los venenos homélogos que poseen los ofidios, la inoculacién
del veneno de esta especie a otros ejemplares de la misma especie como a otras Bothrops produce lesiones de consideracion.
Estas observaciones son de importancia para quienes deban mantener ejemplares de esta especie en cautividad por motivos
educativos o de produccién de veneno.

Palabras clave: Ofiofagia; Resistencia natural; Mordedura; Veneno.

Introduction

Bothrops jararacussu (Lacerda 1884) (“yara-
racusuU”: big yararaca in tupi language) is the
largest venomous snake in the South of South
America. This snhake can be found in Misiones
province in Argentina, Paraguay and in South-
ern Brazil. Although there is a popular belief
that the size of this snake surpasses the 2 m
and it was described up to 2.2 m length (Milani
et al. 1997), the biggest specimen in the col-

lection of Butantan Institute of Sao Paulo had
1.77 m (Melgarejo 2003). Regardless the exact
maximum size of this species, it is clear that it
is one of the largest South American Bothrops .
Due to the females coloring, one of the names
that B. jararacussu receives is “tapete dourado”
(Freiberg 1968) or “urutd amarelo” (Belluomini
1971), which indicatein Portuguese its yellow or
golden colors (Figure 1).
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Figure 1. Adult female of B. jararacussu.
See the black figures on golden background
(sometimes the background is light grey).

B. jararacussu venom is used for the production
and/or quality control of some antibothropic
antivenoms, so it is common to find specimens
of this species in Argentina and Brazil Serpen-
tariums for teaching and production purposes.
The maintaining in captivity of these snakes
for snake venom production is usually in indi-
vidual cages. However, for teaching purposes
the housing can be done in terrariums with in-
dividual snakes, or several snakes of the same
species or occasionally of different species,
(depending their behavior, the regular feeding
and time of co-habitat of the co-habitant spe-
cies) allocated in each box. Although they are
not very common between Bothrops snakes,
in our experience (mostly with B. alternatus,
B. diporus, B. moojeni and B. ammodytoides
specimens), accidents may only exceptionally
occur. Nevertheless, in the case of B. jararacu-
ssu snakes, we observed a different behaviour
regarding other Bothrops , like ophiophagy and
aggression towards snakes, even towards con-
specific specimens, causing important lesions,
despite the well-known natural resistance to
their own venom components that Bothrops
species possess (Miranda et al. 1982; Tanizaki
et al. 1991; de Oliveira and Tanizaki 1992; Liza-
no et al. 1997; Oliveira et al. 2008, 2011; Thwin
et al. 2010).

In this note, we present two observations on
ophiophagy and two behavioural cases of ag-
gression of B. jararacussu, in an exhibition ter-
rarium of the Serpentarium of the National Insti-
tute for the Production of Biological (INPB) for
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the National Administration of Laboratory and
Health Institutes “Dr. C.G. Malbran”, of the Min-
istry of Health of Argentina, during 2006-2009
periods. Animals were under environmental
controlled conditions, at 27 °C of temperature
and humidity not under 30% with cycles of light
/ darkness of 12 h and were fed with mice or
rats fortnightly.

Cases presentation

Regarding the cases of ophiophagy

1- An adult female of B. jararacussu (120 cm
length approximately) and a specimen of Philo-
dryas olfersii (60 cm length approximately)
were housed together in a terrarium (1.80 x
1.20 m length approximately) with substrate
of tree bark, sand, rocks, and soil, and with
drinkable water (Figure 2). The terrarium was
sealed to prevent snakes from escaping. Af-
ter about 4 weeks of cohabitation, Philodryas
olfersii specimen “disappeared” from the ter-
rarium. The terrarium was vacuumed and the
security measures were examined as well as
adjacent sectors (which also had additional se-
curity measures) were meticulously registered,
with negative results, showing that all the secu-
rity measures were in order and the Philodryas
could not be found. We therefore concluded
that the only possibility was the ophiophagy of
the B. jararacussu on Philodryas olfersii, con-
sidering the possible ophiophagy described for
this snake (Martins et al., 2002; Marques et al.
2004; Hartman et al. 2009). It is important to
point out that despite the well-known ophioph-
agy in well-feed B. jararacussu specimens, in
our experience, ophiophagy did not occur.

Figure 2. B. jararacussu and Phylodrias
olfersii in the terrarium.
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Unfortunately, inspection of the B. jararacussu’s
feces, in order to find any undigested rests of
the Philodryas specimen, could not be per-
formed. The small body mass of this Philodry-
as snake (see Figure 2), turned impossible to
infer if she was eaten by the B. jararacussu by
observing the body (increased by the digestive
content or not). However, the lack of chances to
escape from the terrarium (sealed and locked)
and the antecedents of ophiophagy described
in B. jararacussu, strongly suggested that the
Philodryas specimen was ingested by the B.
jararacussu.

2- Another case of ophiophagy of B. jararacu-
ssu was observed on Bothrops moojeni. In a
terrarium for exhibition, a little bigger than the
one described above (around 2.0 x 1.5 m) which
housed B. jararacussu and B. moojeni females,
the ingestion of a female B. moojeni specimen
(length around 70 cm) by a female B. jararacu-
ssu (length around 130 cm) was observed (Fig-
ure 3). We do not know if the B. moojeni was
killed by the B. jararacussu or if she died of
natural causes before ingestion. About an hour
after ingestion, the B. jararacussu female re- . , o
gurgitated the B. moojeni snake (Figure 4). The Figure 3. rl]ngBes’glon of B. moojeni
external inspection, as well as the necropsy of by the B. jararacussu.
death of the B. moojeni, showed no important
lesions related to death from Bothrops enven-
oming, at least macroscopically.

Regarding the cases of aggression

1- Aggression towards Bothrops moojeni. In
an exhibition terrarium like the one described
previously, a female of B. moojeni was housed
with a female of B. jararacussu, a deformation
in the head of the B. moojeni was observed.
The deformation, after inspection and palpa-
tion, proved to be an inflammation, which was
associated with holes related with fangs. Given
the possibility of envenoming by a B. jararacu-
ssu bite, a vial of Tetravalent Antibothropic an-
tivenom (INPB-ANLIS “Dr. C. G. Malbran”, im-
munogens B. alternatus, B. diporus, B. jararaca
and B. jararacussu, prepared to be used in the
Misiones Province, Argentina) was applied to
B. moojeni specimen by intra-coelomic route.
The animal treated stayed clinically normal, re-
storing the lesion to the normality with no ex-
ternal signs of lesions, or inflammation of head
or venomous glands in a week. Unfortunately it
died 3 months later of undetermined causes. It
was nor possible to perform a necropsy.

2- Aggression towards Bothrops jararacussu. Figure 4. Regurgitation of the B.
In a terrarium occupied by two specimens of moojeni ingested in Figure 3.
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B. jararacussu only, an acute deformation in the
head and in the face was observed in a 1.20 m
length female B. jararacussu. In a few minutes,
the lesion turned bigger and a hemorrhagic
process could be observed in the eye of the
affected region of the head, showing hipema
(intraocular hemorrahage) (Figures 5a and b).
The ocular structure, the periocular tissue and
tissue from loreal zone were affected (Figures
6a and b). After 4 weeks, the inflammation re-
duced but the tissues of the region were se-
riously affected. Ocular structures with scares
on the region of bite possibly with subcutane-
ous fibroses and loss of anatomical structure
of the eye were observed (Figure 7). These le-
sions possibly affected the visual physiology of
the eye and possibly the endings of Trigeminus
nerve in the correspondent pit. None of these
suppositions could be verified, although they
seem to be very possible. Despite these impor-
tant injuries, the snake spent several months
until her death in the same terrarium. It was not
possible to perform a necropsy.

Figure 6. (a) Details of ocular lesion showing
the hipema and the lesion in the middle of
the cornea. A slight edema in the pit can
be observed. Alterations in the post and
periocular scales can be observed; (b) the
right side of the face without alterations.

Figure 5. (a) Inflammation of the left side of the Figure 7. Resolution of ocular lesion showing

face and the hipema (intraocular hemorrhage). fibroses and loose of the intraocular structures

In addition can be observed that the face and by the clot in intraocular chameras, as well as
eye in the right side are not affected; (b) the the cicatrizaton around the zone injured.
same lesions taken over the snake’s head Photo: http://www.anlis.gov.ar/instituto-

nacional-de-produccion-de-biologicos.
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Comments

Ophiophagy in venomous snakes has been
documented for many years (Abalos 1968, As-
tort et al. 1985; Manzato and Serapicos 2010;
Martins et al. 2002; Mendoza and Fernandéz
2011; Sasa et al. 2009; Schonland 1895). This
behaviour could be determined by genetics
and environmental factors (Polis and Myers
1985). Regarding environmental factors, the
diet of a B. jararacussu includes ectothermic
and endothermic animals as its preys (Martins
et al. 2002) and ophiophagy, which seems not
to be common (Hartman et al. 2009), has been
observed occasionally (Marques et al. 2004).
Although ophiophagy was described in sev-
eral species of snakes, in our experience of
more than 20 years working with Bothrops , the
only cases of aggression towards other adult
snakes between Bothrops or ophiophagy of
adult snakes were related to B. jararacussu.
These cases were related to adult females and
were not connected with the feeding with mice
or rats, which can be associated with bites or
ingestion of a snake by another one bigger
while eating a shared mouse or rat.

We have observed that ophiophagy in B. jar-
aracussu has been restricted not only to prey
colubrids, as has been reported previously
(Marques et al. 2004; Ribeiro 2008), but also
to other adult vipers. No relation with starva-
tion was observed, since in the two cases de-
scribed, snakes were regularly fed weekly or
fortnightly with rodents (rats or mice) in a con-
trolled way. No relation with environmental con-
ditions could be determined due all the speci-
mens of B. jararacussu were housed in the
same conditions since its inclusion in the ser-
pentarium several months (almost a year) be-
fore the cases described.

We could not find common factors that could
have been related to these episodes, with the
exception that there were female snakes.
Although it is known that Bothrops shakes
have plasmatic inhibitors of venom compo-
nents (Neves-Ferreira et al. 2010), and conse-
quently resistance to bothropic venoms (Miran-
da et al. 1982), we observed important lesions
in Bothrops bitten by B. jararacussu, including
on other B. jararacussu.

Possibly the large amount of venom injected
surpasses the capacity of the neutralizing com-
ponents of the plasma, specially considering
the huge amount of venom that this snake can
produce and inject (Freiberg 1968; Rosenfeld
1971; Kaiser & Michl 1971; Belluomini 1971;

Sanchez et al. 1992; de Roodt et al. 1998; Mel-
garejo 2003). If the plasmatic toxin inhibitors
have a determinate molar relation, it is obvious
that a large dose of venom can surpass their
neutralizing capacity. If the amount of toxins
surpasses the number of molecules of inhibi-
tos in the plasma, the remaining toxins will act,
since all the inhibitors would be bound. If that
was the case, it reinforces the basic concept
of Toxicology enunciated by Paracelso (Philip-
pus Aureolus Teophrastus Bombastus von Ho-
nenheim, Toxicology’'s father): Dosis sola facit
venenum, which means that the toxicity is di-
rectly related to the dose.

In this case, despite the presence of neutralizing
components in the plasma, the large amount of
venom concentrated in one point determined
the lesions caused by the venom of a snake of
the same species, which can be seen in Figures
5,6and 7.

Lesions observed in the Bohtrops bitten were
compatible with local lesions produced in mam-
mals by bothropic venoms. These local lesions
are caused by components like metalloprotein-
ases which degrade the extracellular matrix
(Bjarnasson and Fox 1994) and by cytotoxic
components like some phospholipases (Mebs
and Ownby 1990), The presence of natural in-
hibitors in plasma of South American snakes
was described (Fortes-Diaset al. 1991; Taniza-
kiet al. 1991; de Oliveira & Tanizaki 1992; Soa-
reset al. 1997; Lizano et al. 1997; Oliveiraet al.
2008, 2011; Thwinet al. 2010). Although not all
these inhibitors were described in the plasma of
B. jararacussu, it would be possible that these
snakes possess similar components in their
plasma as observed in other bothrops species.
The venom of B. jararacussu in yield, biochemi-
cal, immunological and toxicological character-
istics shows some differences regarding other
bothropic’s venoms. One of the factors which
could be related to these characteristics may be
the diet of these snakes. In fact, in the diet of the
B. jararacussu, species which are “resistant” to
bothropic venoms were found. This is the case
of Didelphis sp. (Melgarejo 2003; Correa-Netto
2007; Correa-Netto et al. 2010). These mam-
mals have neutralizing components of Bothrops
venoms in their plasma (Soares et al. 1997;
Neves Ferreira et al. 2002, 2010; Surza et al.
2002) but probably the large amount of venom
delivered by the B. jararacussu surpasses this
resistance allowing them to pray on Didelphis.
Although the ophiphagy of B. jararacussu was
described (Marques et al. 2004; Ribeiro 2008),
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the purpose of transmitting the cases described
is to alert on B. jararacussu ophiophagy even
in adult specimens, including on Bothrops
snakes and the aggressiveness of this species
when sharing environments, even with conspe-
cifics. These factors can be helpful in the plan-
ning of normatives to house different species of
Bothrops shakes in terrariums or in other types
of habitats. In addition, it shows that despite the
neutralizing components of the venom found in
snakes” plasma, important lesions can occur,
even between snakes of the same species.
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Resumen. El clorpirifos (CPF) es un insecticida de amplio espectro que se utiliza en Argentina y en otros paises de Latinoamérica.
Se emplea para el control de plagas en la produccién de frutas, hortalizas, cereales y plantas ornamentales. El principal meca-
nismo de accién descripto para este insecticida es la inhibicion de la acetilcolinesterasa. Sin embargo, reportes mas recientes
sugieren multiples efectos del plaguicida independientes de la inhibicién de esa enzima. El objetivo de este trabajo es transmitir
a la comunidad los resultados de nuestras investigaciones obtenidos utilizando diferentes dosis de CPF en distintos modelos
experimentales, tanto in vitro como in vivo. En relacién a esto, hemos evidenciado una accién del CPF sobre el sistema redox
celular que conduce al incremento de especies reactivas del oxigeno y consecuentemente a la activacion de diferentes vias de
sefalizacion. Ademas, hemos determinado que el insecticida CPF puede comportarse como un disruptor endécrino modulando
la accién de los estrégenos y alterando la normal estructura del tejido mamario. Nuestros resultados alertan sobre el impacto
que este compuesto podria tener sobre la salud, sugiriendo la necesidad de revisar su uso dado que manifiesta acciones a dosis
encontradas en el ambiente.

Palabras clave: Clorpirifos; Cancer de mama; Estradiol; ERO

Abstract. Chlorpyrifos (CPF) is a broad spectrum insecticide used in Argentina and other Latin American countries. It is com-
monly used for pest control in the production of fruits, vegetables, cereals and ornamental plants. The main mechanism of action
described for this insecticide is the inhibition of acetylcholinesterase activity. However, more recent reports suggest multiple
effects for this pesticide in an independent way from the inhibition of this enzyme. The objective of this work is to convey to the
community the results of our investigations obtained using different doses of CPF in various experimental models, both in vitro
and in vivo. In this connection, we have shown a CPF action on the cellular redox system which leads to increased reactive oxygen
species and the consequent activation of different signaling pathways. In addition, we have determined that the insecticide CPF
acts as an endocrine disruptor modulating the action of estrogen and altering the normal structure of breast tissue. Our findings
warn about the impact that this compound might have on health, suggesting the need to review its use since adverse actions were
found at environmentally relevant doses.

Key words: Chlorpyrifos; Breast cancer; Estradiol; ROS

Introduccién

La agricultura constituye una de las principa-
les actividades econdmicas de los paises en
vias de desarrollo como la Argentina. En estas
regiones, el control fitosanitario y la rentabili-
dad productiva se sostienen en base al uso in-
tensivo de plaguicidas, lo cual representa un
factor de riesgo tanto para los trabajadores

como para las poblaciones cercanas y el me-
dio ambiente.

Los compuestos organofosforados (OPs)
constituyen un grupo de sustancias altamente
toxicas utilizadas en la actividad agricola para
el control de plagas. La aplicacién de insecti-
cidas, principalmente organofosforados, repre-
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senta un alto impacto ambiental contaminando
aguas superficiales y subterraneas, afectando
poblaciones de especies acuaticas y ponien-
do en riesgo la salud humana (Loewy y col.
1999). El principal mecanismo de toxicidad de
los compuestos OPs es la inhibicion de la enzi-
ma acetilcolinesterasa (AChE), lo que conduce
a un aumento de acetilcolina en los organis-
mos expuestos. Por lo tanto, las exposiciones
agudas y crénicas a estos compuestos pueden
producir una variedad de efectos sobre el sis-
tema nervioso central y periférico, incluyendo
dolores de cabeza, visidén borrosa, lagrimeo,
excesiva salivacion, secrecidn nasal, mareo,
confusion, debilidad o temblores musculares,
nauseas, diarrea y cambios bruscos en el ritmo
cardiaco (Tan y col. 2009; Rush y col. 2010).
Entre los plaguicidas OPs mas utilizados en
nuestro pais se encuentran el metil-azinfos y el
clorpirifos (CPF). Ambos compuestos son tera-
tdgenos en especies acuaticas y podrian pre-
sentar actividad como disruptores enddécrinos
(Griinfeld y Bonefeld-Jorgensen 2004).

El CPF se emplea para el control de plagas en
la produccién de frutas, hortalizas, cereales y
plantas ornamentales. La aplicacién se realiza
mediante pulverizacion foliar o aplicaciéon di-
recta al suelo. Adicionalmente, este pesticida
es utilizado para el control de termitas y hor-
migas en productos maderables y para el con-
trol de pulgas, garrapatas y piojos en animales
domeésticos y en la produccion ganadera. Fi-
nalmente, el CPF se utiliza para combatir mos-
cas y mosquitos en espacios publicos y para
el control de plagas en césped de golf. El uso
residencial del CPF fue prohibido en Estados
Unidos en el afio 2001, quedando restringida
su aplicacion a los sectores rurales. En la Ar-
gentina, el uso de CPF en productos domisa-
nitarios fue prohibido mediante la disposicion
2659 de la ANMAT en el afio 2008 (ANMAT
2008).

Las principales vias de absorcién del CPF son
la via oral, cutanea y respiratoria. Luego de la
administracion oral, el CPF y su metabolito, el
clorpirifos oxén, son detectados en la sangre,
el higado y en los tejidos ricos en lipidos, inclu-
yendo el cerebro, de los individuos expuestos.
Debido a la naturaleza hidrofébica de este t6-
xico, el mismo puede acumularse en la leche
materna. En estudio realizado en la India se
detecté la presencia de CPF en la leche mater-
na en mujeres durante el periodo de lactancia
(Sanghi y col. 2003).

Como se menciona anteriormente, el principal
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mecanismo de accién del CPF lo constituye su
unién irreversible a colinesterasas, lo cual con-
lleva a la pérdida de actividad de las mismas.
Este efecto es importante en el sistema nervio-
so, debido al rol de la enzima AChE en la me-
tabolizacion del neurotransmisor acetilcolina.
Adicionalmente, el CPF interfiere en la sintesis
de macromoléculas (Qiao y col. 2001), interac-
ciona con receptores celulares (Howard y Pope
2002), modula diferentes vias de transduccion
de sefales (Song y col. 1997) y modifica el ba-
lance redox celular (Gupta y col. 2010).

En los ultimos anos, ha cobrado importancia el
estudio de los contaminantes ambientales en
relacion al desarrollo de cancer, en particular
para el cancer de mama. Esta asociacién se
debe a que muchos de los plaguicidas de uso
corriente actian como disruptores enddécrinos
(DEs), afectando la fisiologia de 6rganos de-
pendientes de hormonas.

Los DEs son compuestos que interfieren en la
regulaciéon normal del sistema enddcrino. Tra-
dicionalmente, la accion de los DEs ha sido re-
lacionada con sus efectos como agonistas o
antagonistas de diferentes receptores, sin em-
bargo, estos compuestos también pueden in-
terferir en la sintesis y/o el metabolismo de las
hormonas, asi como en numerosos procesos
que afecten el sistema enddcrino y reproducti-
vo (De Coster y Van Larebeke 2012).
Numerosas investigaciones, informan respecto
al papel critico que ejerce el estimulo estrogé-
nico sobre la carcinogénesis mamaria y el de-
sarrollo de otros tipos de cancer (Clarke y col.
2008). En este sentido, la accion de diferentes
plaguicidas como DEs, hace reflexionar acerca
de su impacto en la etiologia de enfermedades
que son afectadas por la desregulacion hormo-
nal. Asimismo, recientes estudios epidemiolo-
gicos han reportado una relacion entre la ex-
posicién de trabajadores a CPF y el desarrollo
de glioma, cancer de colon y de pulmén (Lee
y col. 2004; Lee y col. 2005; Lee y col. 2007).
El objetivo de la presente publicacion consiste
en difundir los resultados que hemos obtenido
durante los ultimos afios en nuestro laborato-
rio, acerca del efecto del CPF sobre la carcino-
génesis mamaria utilizando diferentes modelos
experimentales.

Efectos del CPF sobre la proliferacion celu-
lar y el balance redox

En la primera etapa de nuestro trabajo, evalua-
mos el efecto del CPF sobre dos lineas celula-
res derivadas de carcinomas mamarios huma-
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nos. Una de ellas es la linea celular MCF-7 que
responde a los estimulos estrogénicos media-
dos por los receptores de estréogenos de tipo
alfa (REa). La segunda linea empleada, MDA-
MB-231, no expresa estos receptores hormo-
nales y, por lo tanto, su crecimiento resulta in-
dependiente de estrogenos. En ambos tipos
de células estudiamos diferentes parametros
de crecimiento como la viabilidad, la prolifera-
cién, el tiempo de duplicacién y la muerte de
las células expuestas al CPF, asi como los me-
canismos mediante los cuales el téxico ejerce
sus efectos.

Las concentraciones de CPF utilizadas en
nuestros experimentos (comprendidas entre 0
y 50 pM) fueron seleccionadas de acuerdo a
las que comunmente se hallan en agua y suelo
de areas cercanas a sitios de aplicacién (Jer-
gentz y col. 2005; Marino y Ronco 2005; Jai-
pieam y col. 2009; Del Prado Lu 2010; Quere-
jeta'y col. 2012).

De acuerdo con nuestros resultados, la expo-
sicion de las células a estas concentraciones
de CPF no provocd una pérdida importante
en la viabilidad celular durante las primeras 24
horas de tratamiento. Sin embargo, cuando
las células fueron cultivadas en presencia de
la concentracién mas elevada de CPF (50 uM)
por tiempos mas prolongados, observamos
una disminucién en la proliferacion, la cual fue
acompafada por un incremento en el tiempo
de duplicacién y en el porcentaje de células
necroticas.

Si bien durante las primeras 24 horas de ex-
posicién a CPF no observamos modificaciones
en la viabilidad celular, las células empezaron
acumularse en diferentes fases del ciclo, indi-
cando que el plaguicida podria alterar el control
normal del crecimiento celular. Este efecto fue
acompafado por un incremento en los niveles
de diferentes proteinas claves en la regulacién
del ciclo celular como las ciclinas D1 y E. Por
lo tanto, concluimos que estas modificaciones
en el ciclo celular preceden y podrian derivar
en la muerte celular observada a tiempos mas
largos de intoxicacion (Ventura y col. 2012).
Ademas de disminuir la proliferacion y alterar el
ciclo celular, la exposicion de las células a CPF
50 puM incrementé los niveles intracelulares
de especies reactivas del oxigeno (ERO). Las
ERO son especies quimicas altamente reacti-
vas, que se producen durante el metabolismo
normal de los organismos aerodbicos y partici-
pan en el control fisioldgico de diversas funcio-
nes celulares. Adicionalmente, la exposicion a

contaminantes ambientales como plaguicidas
y otros quimicos, puede alterar la produccion
de ERO vy afectar el estado redox normal de las
células.

El incremento de ERO producido por el toxico
fue revertido por el agregado de enzima catala-
sa (CAT) en la linea celular MCF-7. Esto indica-
ria que el H,O, es la especie quimica prepon-
derante en el desbalance redox. En cambio, en
la linea celular MDA-MB-231, el incremento de
ERO fue abolido solo parcialmente por la acti-
vidad CAT, lo cual indica la existencia de otras
especies quimicas en el desbalance redox. En
esta misma linea celular, observamos ademas
un incremento en las especies reactivas del ni-
trégeno (ERN) que no fue detectado en las cé-
lulas MCF-7 (Ventura y col. 2015).

Con el fin de asegurar la homeostasis celular,
los organismos aerdbicos poseen numerosos
mecanismos de defensa ante el incremento
de las ERO. Entre estas estrategias se inclu-
yen mecanismos preventivos, de reparacion,
defensas fisicas y defensas antioxidantes. Es-
tas ultimas son de gran importancia e incluyen
tanto a las enzimas antioxidantes, entre las que
se encuentran la superoxido dismutasa (SOD)
y la CAT, como a otros compuestos no enzima-
ticos entre los que se encuentra el glutation re-
ducido (GSH). En condiciones normales, exis-
te un equilibrio entre las ERO vy las defensas
antioxidantes.

Las lineas celulares estudiadas, MCF-7 y
MDA-MB-231, difieren en sus niveles basales
de componentes antioxidantes, siendo las ac-
tividades CAT y SOD significativamente mayo-
res en las células MDA-MB-231 que en la li-
nea MCF-7. Esta diferencia podria influir en la
sensibilidad de cada linea ante la exposicién al
toxico.

Como resultados de nuestros experimentos,
encontramos que la exposicion de ambas li-
neas celulares a CPF 50 pM condujo a modi-
ficaciones en la actividad de las enzimas CAT
y SOD. La actividad CAT aumenté en ambas
lineas celulares pero la actividad de la enzima
SOD se encontrd disminuida solo en las célu-
las MCF-7 cuando las mismas se cultivaron en
presencia de CPF 50 uM. Esta inhibicién po-
dria deberse tanto a la oxidacién enzimatica
de residuos pertenecientes al sitio activo por
parte de las ERO generadas por la exposicion
a CPF, como a la inhibicién por producto que
sufre esta enzima. Sin embargo, en la linea ce-
lular MDA-MB-231 esta inhibiciéon no fue ob-
servada, lo cual podria estar relacionado con
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los mayores niveles basales de SOD presentes
en este tipo celular. Finalmente, el sistema an-
tioxidante no enzimatico, evaluado mediante el
contenido celular de grupos tioles totales, no
fue modificado por la exposicion de las célu-
las a CPF en ninguna de las concentraciones
evaluadas.

Una de las principales consecuencias del des-
balance redox, es el dano oxidativo de las di-
ferentes macromoléculas celulares. La oxida-
cion lipidica fue observada en la linea celular
MCF-7 expuesta a CPF 50 pM durante 24 ho-
ras mientras que, en las células MDA-MB-231,
el CPF no generd alteraciones en este para-
metro. Estas diferencias podrian también estar
relacionadas con el menor poder antioxidante
presente en las células MCF-7 respecto a las
MDA-MB-231 (Ventura y col. 2015).

Un numero importante de investigaciones
coinciden en que el estrés oxidativo constituye
un elemento clave en la activacion de vias de
transduccién de sefales implicadas en diferen-
tes procesos celulares, tales como la muerte, la
proliferacion y la transformacion celular. Entre
las sefnales disparadas por estrés oxidativo, se
encuentra la activacion de las proteinas qui-
nasas activadas por mitégenos (MAPK). Estas
proteinas conforman una familia de quinasas
encargadas de trasferir sefiales desde el ex-
terior hacia el interior de las células regulando
una amplia variedad de procesos a través de la
activacion de diferentes proteinas. En células
de mamiferos, se han descripto tres proteinas:
p38, JNK'y ERK1/2, las cuales pueden ser mo-
duladas por estrés oxidativo (Torres 2003).

En nuestro trabajo, pudimos observar que la
exposicion de las células a CPF 50 uM durante
15 minutos produjo un incremento en la fosfo-
rilacién de la proteina ERK1/2 en las lineas ce-
lulares estudiadas. Trabajos recientes han rela-
cionado este proceso con el incremento intra-
celular de los niveles de ERO. En concordancia
con estos antecedentes, hemos observamos
un incremento de las ERO en ambas lineas
celulares expuestas a CPF 50 uM durante 10
minutos, sugiriendo una asociacién entre este
evento y el incremento en la fosforilacion de la
proteina ERK1/2. Este resultado fue confirma-
do mediante el agregado exdgeno de catalasa
a las células cultivadas en presencia de CPF
50 pM, lo cual fue suficiente para impedir la ac-
cion del CPF sobre la fosforilacién de ERK1/2
(Ventura y col. 2015).

Adicionalmente, la disminuciéon de la capa-
cidad clonogénica inducida por CPF 50 uM
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fue revertida tanto por el agregado de catala-
sa como por la adicién del inhibidor de MAPK
PD98059 indicando, en primer lugar, que el
H,O, es una especie quimica clave en la inhi-
bicion de la proliferacion ejercida por el CPF vy,
adicionalmente, que este efecto estaria media-
do por la fosforilacion de ERK1/2.

En resumen, el CPF 50 uM condujo a un incre-
mento de las especies oxidantes intracelulares,
lo cual, a su vez, conduce a un incremento en
la fosforilacién de la proteina kinasa ERK1/2,
una disminucion en la capacidad clonogénica
y posterior muerte de las células (Figura 7).

Desregulacion
ciclo celular

kDaﬁo celular _/

v

[ Muerte celular ]

1 5

v ®

Seleccion de fenotipos
mas agresivos
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Figura 1. Efectos del CPF 50 pM sobre la muerte
celular en lineas derivadas de carcinomas
mamarios humanos MCF-7 y MDA-MB-231.
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Efectos del CPF como disruptor endocrino
La menor concentracion de CPF utilizada en
nuestros experimentos fue 0,05 pM. Esta con-
centracidn se asemeja a las encontradas en
bancos de agua de zonas rurales de nuestro
pais, las cuales han sido reportadas por dife-
rentes investigadores (Marino y Ronco 2005;
Loewy y col. 2011). A diferencia de los resulta-
dos observados con concentraciones mayores
de CPF, la exposicién de las células a CPF 0,05
UM resulté en un incremento de la proliferacion
celular. Resulta interesante destacar que este
efecto solo fue observado en una de las lineas
celulares estudiadas, MCF-7, la cual expre-
sa los receptores de hormonas esteroideas y
responde al estimulo estrogénico para su di-
vision. Por su parte el incremento en la proli-
feracion celular no fue observado en la linea
MDA-MB-231, que carece de respuesta ante
estimulos estrogénicos.

En los ultimos afios se han descripto numero-
sos compuestos quimicos capaces de actuar
como agonistas estrogénicos, los cuales es-
timulan la proliferacion celular cuando se en-
cuentran en bajas concentraciones en el am-
biente. El incremento de la proliferacion celu-
lar producido por esta concentracion de CPF
fue revertido por la adicién de un inhibidor del
REa. previo al tratamiento con el toxico. Adi-
cionalmente, el tratamiento con CPF 0,05 uM
incremento la fosforilacion del REa en la tirosi-
na 537, lo cual conduce a la activacién de este
receptor (Ventura y col. 2012). Estos resultados
indican que el incremento de la proliferacion
celular observado cuando las células depen-
dientes de estrégeno se cultivan en presencia
de CPF 0,05 pM es mediado por la fosforila-
cién del REa. (Figura 2).

Con el fin de profundizar nuestros estudios del
CPF como disruptor enddcrino, evaluamos su
efecto sobre el desarrollo y la proliferacion de
la glandula mamaria. Para ello utilizamos ratas
hembras de la cepa Sprague-Dawley a las cua-
les les administramos diferentes dosis de CPF
desde los 40 dias de vida, en forma cronica,
durante un periodo de 100 dias. Las dosis fue-
ron seleccionadas teniendo en cuenta que mu-
chos de los efectos téxicos producidos por el
CPF, son independientes de su capacidad para
inhibir a la enzima colinesterasa. Por este moti-
vo decidimos utilizar concentraciones relativa-
mente bajas del toxico, que no generen signos
de toxicidad severa en los animales, permitién-
donos un periodo prolongado de tratamiento.
Se seleccion6 una dosis de CPF semejante a

f LCPF \
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T Fosforilacion del

ERa
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Figura 2. Efectos del CPF 0,05 uM
sobre la proliferacion celular.

la ingesta diaria admisible (IDA) de 0,01 mg/Kg/
dia y otra comparable a los niveles a los cua-
les no se observan efectos adversos (NOAEL)
de 1,00 mg/Kg/dia (Organizacion Mundial de
la Salud 2009). Al finalizar el experimento, los
animales fueron sacrificados y se extrajeron
muestras de glandula mamaria, higado y san-
gre para realizar los diferentes estudios.

Con estos estudios pudimos observar que las
dosis de CPF utilizadas no afectaron el peso
corporal de los animales. El peso del higado
tampoco fue afectado por el tratamiento con el
toxico, sin embargo, la histologia de este érga-
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no presenté focos necroticos y hemorragicos
en los grupos expuestos a CPF, que no se de-
tectaron en el grupo control.

En estas condiciones, evaluamos el efecto del
CPF sobre la histologia de la glandula mama-
ria y observamos una hiperplasia moderada en
las mamas de los animales expuestos al t6-
xico. Especificamente, observamos un incre-
mento en el nimero de estructuras ductales y
lobulillares en los tejidos provenientes de ratas
expuestas a ambas dosis de CPF. Por otra par-
te, la presencia de lesiones proliferativas be-
nignas como la hiperplasia florida y la adenosis
esclerosante se encontraron incrementadas en
los animales expuestos al plaguicida (Ventura
y col. en prensa). Estos resultados se encuen-
tran en concordancia con los estudios lleva-
dos a cabo en las lineas celulares derivadas de
carcinomas mamarios humanos, debido a que
un incremento en el numero de estructuras y
lesiones proliferativas benignas de la glandula
mamaria, podria inferir una accién estrogénica
del toxico sobre este tejido.

Como mencionamos anteriormente, los DEs
pueden interferir en el sistema enddcrino a
cualquier nivel. En este sentido, la exposicién
de las ratas a CPF 1 mg/Kg/dia gener6 modi-
ficaciones en la via estrogénica, disminuyendo
significativamente los niveles de estradiol (E,)
presente en el suero, junto con una prolonga-
cién de la duracién del ciclo estral y una dismi-
nucion de la fosforilacion del REa en el tejido
mamario. Estos resultados indican que el CPF
podria actuar como un DE tanto a nivel local
alterando la estructura del tejido mamario y la
expresion del REa como a nivel sistémico, mo-
dificando los niveles circulantes de hormonas
esteroideas.

Finalmente, las modificaciones en el balan-
ce redox descriptas anteriormente para las li-
neas celulares, también fueron observadas en
la glandula mamaria de las ratas expuestas a
CPF 1 mg/Kg/dia. El sistema redox fue evalua-
do mediante la actividad de la enzima catala-
sa, el contenido de tioles acido-solubles como
medida del GSH vy el dano lipidico presente en
el tejido mamario de los animales. A partir de
los experimentos realizados, observamos que
la exposicién de las ratas a CPF 1 mg/Kg/dia
incremento las defensas antioxidantes enzima-
ticas y no enzimaticas en la glandula mama-
ria respecto a los valores encontrados en los
animales control. Por otra parte, en las ratas
expuestas a CPF 0,01 mg/Kg/dia, se obser-
vé un incremento en la actividad de la enzima
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catalasa, sin modificaciones en los niveles de
GSH. Si bien los niveles de especies oxidan-
tes no fueron evaluados, el incremento en los
componentes antioxidantes podria interpre-
tarse como una respuesta antioxidante frente
al estrés oxidativo generado por el CPF. Final-
mente, la medicion del dano celular, a través
de la peroxidacion lipidica, no mostré cambios
entre los animales expuestos a CPF y los ani-
males controles.

Efectos de CPF sobre la carcinogénesis
mamaria

Los DEs constituyen un factor crucial en el de-
sarrollo de cancer de mama. Para evaluar el
comportamiento del CPF como un DE capaz
de impactar en la carcinogénesis mamaria, es-
tudiamos la accién del plaguicida en un mode-
lo de carcinogénesis quimica inducida en ratas
Sprague-Dawley, mediante la inyeccidén de tres
dosis de N-Nitroso-N-Metilurea (NMU) por via
i.p. a los 50, 80 y 110 dias de vida de los ani-
males. Los animales se dividieron en tres gru-
pos a los cuales se les administré desde los 40
dias de vida, diariamente, por v.o.: CPF (0,01
y 1 mg/Kg/dia) o vehiculo (aceite de maiz). En
este modelo de estudio, el tratamiento de las
ratas con CPF condujo a una disminucién en
el periodo de latencia tumoral, lo cual indica
que el tiempo transcurrido desde la primera in-
yeccion del carcinégeno hasta la aparicion del
primer tumor fue menor en los grupos expues-
tos a CPF respecto a los animales control. Asi-
mismo, demostramos que la exposicion al to-
xico produjo un incremento en el indice tumo-
ral, calculado como el nimero de animales que
desarrollaron al menos un tumor en funcién del
tiempo. Finalmente, el lote de animales al cual
se le administré6 CPF 1 mg/Kg/dia present6 un
mayor numero de tumores por rata respecto al
lote control (Ventura y col. 2014) (Figura 3).

Efectos del CPF sobre la invasion y
migracion celular

Uno de los factores mas importantes en la
evolucion del cancer de mama es la apariciéon
de metastasis. Este proceso es un fendmeno
complejo en el cual las células deben invadir
tejidos adyacentes, con la consecuente ruptu-
ra de la membrana basal, ingresar y sobrevivir
en los vasos sanguineos o linfaticos vy, final-
mente, concretar la extravasaciéon y la implan-
tacion en el nuevo tejido.

Para completar nuestros estudios sobre la ac-
cion del CPF, analizamos su efecto sobre los
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Figura 3. Acciones del CPF sobre: (A) la histologia mamaria y los niveles hormonales
en ratas intoxicadas de manera cronica; (B) la carcinogénesis mamaria en un modelo
experimental quimicamente inducido en ratas intoxicadas de manera cronica.

procesos de invasién y migracion celular uti-
lizando las lineas celulares derivadas de ade-
nocarcinomas mamarios humanos menciona-
das al inicio de este texto. En la linea celular
MDA-MB-231, observamos un incremento en
la migracion celular junto con un aumento de
la actividad metaloproteasa cuando las células
fueron expuestas a bajas concentraciones de
CPF. Esta linea celular se caracteriza por pre-
sentar una alta capacidad migratoria. La linea
celular MCF-7, en cambio, deriva de un adeno-
carcinoma mamario humano con mayor grado
de diferenciacion y presenta menor capacidad
migratoria. En esta linea celular, observamos
una induccién de la invasién celular cuando
el cultivo estuvo en presencia de CPF 50 uM.

Este resultado puede parecer contradictorio
debido a que previamente reportamos una dis-
minucién en la proliferacion celular vinculada
al desbalance redox en estas condiciones de
cultivo. Sin embargo, la condicién de hipoxia
podria actuar como presion de seleccion deri-
vando en la supervivencia de células con capa-
cidad invasiva.

El conjunto de eventos mediante el cual las
células pierden su fenotipo epitelial para ad-
quirir uno mesenquimal con mayor capacidad
migratoria se denomina transicion epitelio-me-
senquimatica (TEM). La proteina p-catenina es
un componente clave de la TEM. Las células
epiteliales se mantienen unidas a través de las
llamadas uniones adherentes, en las que par-
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ticipan varias proteinas como la E-cadherina
y la B-catenina. Durante la TEM, la proteina
B-catenina migra al nucleo celular, en donde
actua como factor de transcripcion regulando
una gran diversidad de genes. En nuestros ex-
perimentos pudimos observar la translocacion
de B-catenina desde la membrana plasmatica
hacia el nucleo cuando las células MCF-7 fue-
ron expuestas a CPF. En la linea celular MDA-
MB-231, no se observaron modificaciones en
la localizacion subcelular de esta proteina con
ninguna de las concentraciones de CPF uti-
lizadas. Otra proteina que forma parte de las
uniones adherentes es la E-caderina. Si bien
la expresion de esta proteina se encuentra dis-
minuida durante la TEM, no encontramos dife-
rencias en su expresion en nuestro sistema de
estudio.

Como describimos previamente, la proteina
-catenina se encuentra en diferentes compar-
timentos celulares, cumpliendo diferentes fun-
ciones en cada uno de ellos. Por un lado, for-
ma parte de las uniones adherentes junto con
la proteina E-cadherina y, por otro, cuando no
se encuentra formando parte de estas uniones,
pasa al citoplasma celular donde es degrada-
da proteoliticamente tras ser fosforilada por la
quinasa GSK-3p. En condiciones de estrés oxi-
dativo, esta quinasa se encuentra inactivada,
lo cual conlleva a la acumulacion de B-catenina
en el citosol y su posterior translocacién al nu-
cleo celular en donde actua como factor de
transcripciéon (Wu 'y Pan 2011). Con el fin de es-
tudiar el mecanismo subyacente al incremen-
to en la migracion e invasion celular inducido
por el CPF, evaluamos la fosforilacion de GSK-
3B en estas células. El cultivo de ambas lineas
celulares en presencia de CPF incremento la
fosforilacién de la proteina GSK-3 en la serina
9. La inactivacion de la proteina GSK-38 en la
linea celular MCF-7, podria estar relacionada
con la translocacién nuclear de B-catenina ob-
servada previamente. Dentro del nucleo, esta
proteina actua como factor de transcripcion,
induciendo la expresiéon de genes relacionados
con la proliferacion, como la ciclina D1, y la in-
vasion celular. Cabe mencionar, que estos fe-
ndémenos fueron observados al cultivar las cé-
lulas en presencia de CPF (Figura 4).

Conclusiones y perspectivas

El cancer de mama es la patologia maligna
mas comun entre las mujeres de todo el mundo
y los factores ambientales parecen guardar una
estrecha relacion con la etiologia de esta enfer-
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Figura 4. Efectos del CPF sobre la
capacidad invasiva en la linea MCF-7.

medad (Blair y Kazerouni 1997). Actualmente
existe un gran interés en comprender cual es
el papel de los contaminantes ambientales en
el riesgo de padecer cancer de mama. A pesar
que las evidencias son cada vez mas contun-
dentes, las cuestiones en torno a la relacién en-
tre la incidencia de esta enfermedad maligna y
la exposicion a pesticidas que se aplican en las
zonas agricolas quedan aun sin resolver (Rey-
nolds y col. 2005). Los pesticidas han desper-
tado el interés de distintos investigadores de-
bido a que muchos de estos compuestos o sus
metabolitos actian como los estrogenos (An-
dersen y col. 2002; Bennett y Davis 2002; Bro-
dy y Rudel 2003). Un gran numero de los pes-
ticidas de uso comun son considerados DEs,
dado que pueden actuar a través de recepto-
res de esteroides, receptores de neurotrans-
misores como por ejemplo de serotonina, do-
pamina o norepinefrina, receptores huérfanos
como el receptor de arilos hidrocarbonados,
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vias enzimaticas involucradas en la biosintesis
0 metabolismo de esteroides y otros humero-
SOS mecanismos que convergen en los siste-
mas enddcrinos o reproductores. El conjunto
de moléculas identificadas como DEs es muy
heterogéneo e incluye sustancias quimicas sin-
téticas como solventes o lubricantes y sus sub-
productos, plasticos, plaguicidas, agentes far-
macéuticos y metales pesados como cadmio o
plomo. De esta manera, resulta imperativo co-
nocer las consecuencias que estos productos
ejercen sobre la salud. Varias evidencias sefa-
lan la contribucion de los DEs en el desarrollo
del cancer de mama (De Coster y Van Larebeke
2012). En este contexto, nos propusimos eva-
luar los efectos del uso del plaguicida organo-
fosforado CPF sobre el desarrollo del cancer

de mama utilizando diferentes modelos experi-
mentales tanto in vitro como in vivo.

A partir de nuestro trabajo, evidenciamos dos
mecanismos de toxicidad del CPF indepen-
dientes de la inhibicién colinesterasa. En prin-
cipio, la accion del CPF sobre el sistema re-
dox celular, conlleva a activacion de diferentes
vias de sefalizacion y al incremento de ERO, lo
cual podria derivar en la aparicion de mutacio-
nes, inestabilidad gendmica y/o finalmente, en
la muerte celular. Por otro lado, los resultados
de nuestras investigaciones también aportan
nuevas evidencias acerca de la acciéon del in-
secticida CPF como posible DE, sugiriendo la
necesidad de revisar su uso, ya que podria ac-
tuar como un factor de riesgo ambiental para el
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cancer de mama (Figura 5).
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Figura 5. Resumen de los efectos que senalan al CPF como posible
factor de riesgo ambiental para el cancer de mama.
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Resulta fundamental sefialar que muchos otros
investigadores encontraron que el CPF es ca-
paz de inducir muerte celular in vitro (Nakadai
y col. 2006; Li y col. 2009). Sin embargo, los
reportes que senalan que el plaguicida podria
inducir proliferacion o la viabilidad celular son
muy escasos, probablemente porque muy po-
cas investigaciones fueron llevadas a cabo con
concentraciones del plaguicida del orden na-
nomolar como en este caso.

A partir de nuestros resultados y los de otros
investigadores concluimos que el cambio en
la legislacion que regula el uso de los plagui-
cidas deberia resultar inminente. Puesto que
muchos de estos compuestos modulan tanto
el sistema neuronal y hormonal en el hombre y
la mujer, con consecuencias inmediatas y a lar-
go plazo sobre la salud de las personas, y muy
probablemente de las préximas generaciones.
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Argent.) (ISSN 0327-9286) es el 6rgano oficial
de difusion cientifica de la Asociaciéon 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-
vestigacion completos y deben presentarse
respetando las siguientes secciones: Intro-
duccion; Materiales y métodos; Resultados y
Discusion (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 connotacién toxico-
l6gica 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 divulgacién y articulos espe-
ciales son comentarios de diversos temas de
interés toxicologico.

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 biolégi-
cos: plantas toxicas, hongos toxicos, animales
venenosos, animales ponzofiosos, floraciones
algales, quimicos, alteraciones ambientales,
casos clinicos, diagnéstico por imagenes (ra-
diografia, electrocardiogramas, ecografias,
angiografia, tomografia, resonancia magnéti-
ca, microscopia optica o electrénica, etc.).

El objetivo de la Seccién Imagenes en Toxico-
logia es la publicaciéon 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-
miolégico de causas con origen toxicologico.
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 descripcion de la presentacion del pacien-
te seguida por puntos relevantes explicativos
y el diagnostico final. Las imagenes deberian
incluir una leyenda descriptiva. Si la imagen
corresponde a otros puntos de la toxicologia,
se debe incluir una breve descripcién 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 informacion
de identificacion 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 autorizacion del propietario
o 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 resimenes de tesis: son resumenes am-
pliados que describen tesis de Maestria o Doc-
torales aprobadas. Estas deben incluir copia
de la aprobacién de la tesis con la declaracién
jurada del autor y su director. El texto no debe
superar los 1000 caracteres.

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

Envio de manuscritos

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

Gratuidad de las publicaciones

El envio, revisién, edicién y publicaciéon de
cualquier tipo de material técnico cientifico o
de divulgacion aceptado por Acta Toxicoldgi-
ca Argentina es totalmente gratuito para los
autores, no debiendo estos abonar ningun ti-
po de costo para su publicacién ni para ningu-
na de las etapas previas.

Derechos de autor . _
Acta Toxicoldgica Argentina es una publica-

cién de acceso abierto y posee una Licencia
Publica de Creative Commons (CC-BY-NC).
Los autores conservan los derechos de au-
tor y garantizan a la revista el derecho de ser
la primera publicacién del trabajo. Los auto-
res retienen el derecho sobre sus trabajos ba-
jo las normas de la licencia CC de tipo BY-
NC, HYPERLINK "http://creativecommons.
org/licenses/by-nc/2.5/ar/"Licencia  Publica
de Creative Commons que permite compartir
el trabajo reconociendo su publicacion inicial
en esta revista, pudiendo los autores disponer
del trabajo para el fin que consideren, con la
sola excepcion de su reproduccién con fines
comerciales, de acuerdo a este tipo de licen-
cia de CC.

Derechos de publicacion _
Los autores retienen los derechos de publica-

cién. Acta Toxicoldgica Argentina es una pu-
blicacion de acceso abierto y posee una Li-
cencia Publica de Creative Commons (CC-BY-
NC). Los autores conservan los derechos de
publicacién y garantizan a la revista el derecho
de ser el primer sitio de publicacién del traba-
jo. Los autores retienen el derecho para publi-
car sus trabajos bajo las normas de la licen-
cia CC de tipo BY-NC, HYPERLINK "http://
creativecommons.org/licenses/by-nc/2.5/
ar/"Licencia Publica de Creative Commons
que permite compartir el trabajo reconociendo
su publicacioén inicial en esta revista, pudiendo
los autores disponer del trabajo para el fin que
consideren, con la sola exepcién de su repro-
duccién con fines comerciales, de acuerdo a
este tipo de licencia de CC.
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Aspectos generales en la preparacion 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 itélica 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 pagina se incluira el titulo en in-
glés y el resumen en el idioma del articulo y en
inglés, seguido cada uno de ellos de una lista
de cuatro palabras clave, en el idioma corres-
pondiente. Si el trabajo estuviese escrito en in-
glés, debera tener un resumen en espanol. Las
palabras clave iniciaran con mayuscula e iran
separadas por punto y coma.

Introduccioén. 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 Investigacion que apro-
bo el estudio y que se conté 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
realizaciéon del trabajo.

Analisis estadistico. Se deberan informar las
pruebas estadisticas con detalle suficiente
como para que los datos puedan ser verifica-
dos por otros investigadores y fundamentar el
empleo de cada una de ellas. Si se utilizé un
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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, o median-
te tabla/s y/o figura/s. Se evitaran repeticiones
y se destacaran solo los datos importantes. Se
dejara para la seccion Discusién la interpreta-
cion 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. Soélo
los bordes externos de la primera y 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-
cion. 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 versiéon electrénica deberan
ser realizadas en el formato JPEG o GIF, con
alta resolucion. Tanto las figuras como las foto-
grafias deberan ser legibles. El tamafio minimo
sera media carta, es decir, 21 x 15 cm, a 300
dpi. En todos los casos se debera indicar la
magnificacion utilizada (barra o aumento).

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

tud, talla, peso y volumen se deberan expresar
en unidades métricas (metro, kilogramo, litro) o
sus multiplos decimales.

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 SI.

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

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

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

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

Ejemplos:

1.

Articulo estandar en publicacion 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.

Libros y monografias

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

Capitulo de libro

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

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.].
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Disponible en: http://www.nursingworld.
org/AJN/2002/june/Wawatch.htmArticle

B. Pagina en internet

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

c. Parte de una pagina de internet
American Medical Association [en linea].
Chicago: The Association; ¢1995-2002
[actualizado al 23 de Agosto de 2001;
consulta 12 de Agosto de 2002]. AMA Of-
fice of Group Practice Liaison. Disponible
en: http://www.ama-assn.org/ama/pub/
category/1736.html

Para la correcta citacién de posibles referen-
cias bibliograficas que pudiesen no citarse en
este intstructivo, consultar el estilo propuesto
por el Comité Internacional de Directores de
Revistas Médicas en “Uniform Requirements
for Manuscripts Submitted to Biomedical Jour-
nals” disponible en: http://www.nlm.nih.gov/
bsd/uniform_requirements.html.
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INSTRUCTIONS TO CONTRIBUTORS

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

Original articles must detail complete research
and should be organized into the following sec-
tions: Introduction, Materials and Methods, Re-
sults and Discussion (the last two can be com-
bined into one section).

Case reports include description of clinical
case studies which represent a contribution to
the field of Toxicology.

Short communications are brief, concise ar-
ticles that contribute to the respective area of
Toxicology.

Revisions or updates comprise studies where
an extensive revision of a topic of current im-
portance and/or interest has been carried out.
Articles concerned with popular science
and special articles can comment on a broad
range of toxicological topics.

Technical notes should briefly describe new
devices or analytical techniques validated by
conclusive experimental studies.

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

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

Such images should be not necessarily excep-
tional, but illustrative.

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

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

No more than three authors may be listed.

If the image is not original, the authorization of
the author or whom posses the copyright must
be added in the presentation letter to be pre-
sented to the Editorial Committee of Acta Toxi-
coldgica 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
Informacién Cientifica y Tecnolégica (CAICYT).
Instructions for authors will be found at the Ac-
ta-PPCT-CAICYT web page http://ppct.caicyt.
gov.ar/index.php/ata

Free publishing costs

The submission, reviewing, editing and pub-
lishing of any kind of scientific or technical ma-
terial or of any disclosure material accepted by

- 158 -



Acta Toxicological Argentina is totally free for
authors, not having to pay any cost for its pub-
lication or for any of the previous stages.

Copyright

Acta Toxicoldgica Argentina is an open access
journal and has a Creative Commons Public
License (CC-BY-NC). Authors retain copyright
on their work; nevertheless, they guarantee
the journal the right to be the first in its pub-
lication. Authors retain the rights of their work
under the guidelines of the license CC BY-NC,
Creative Commons Public License. They can
freely share their work (always recognizing its
initial publication in this journal) with the sole
exception of its reproduction for commercial
purposes, according to this kind of CC license.

Publishing rights

Acta Toxicoldgica Argentina is a open access
journal and has a Creative Commons Public Li-
cense (CC-BY-NC). Authors retain the license
of their article and the publication rights on their
work; nevertheless, they guarantee the journal
the right to be the first in its publication. Au-
thors retain the license and rights to their work
under the guidelines of the license CC BY-NC,
Creative Commons Public License. They can
freely share their work (recognizing its initial
publication in this journal) with the sole excep-
tion of reproduction of the work published for
commercial purposes, according to this kind of
CC license.

General guidelines in the preparation of
manuscripts for original articles

Articles must be written using a word proces-
sor (Microsoft Word 2003 or higher) with dou-
ble-spacing throughout (including abstract,
references and tables), and a minimum letter
size of Arial 12. Manuscripts must contain
page 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
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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 en-
able the experiments to be reproduced.
Ethical considerations. All clinical studies
must specify the name of the Ethics and Re-
search Committee responsible for the approv-
al 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 Ara-
bic numerals in parentheses. Continuous lines
may be only used for the outer borders of the
first and last row and to separate columns and
data titles, not for outer borders of columns.
Please make sure that each table is cited in
the text.

Figures should be numbered consecutively
with Arabic numerals and presented in sepa-
rate pages. Drawings must be of good enough
quality to ensure adequate reproduction. Bar,
pie or statistical charts must be prepared in
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GIF format. 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-
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 PR., Rosenthal K.S., Kobayashi
G.S., Pfaller M.A. Medical microbiology.
4thed. St. Louis: Mosby, 2002.

3. Book chapters
Meltzer P.S., Kallioniemi A., Trent J.M.
Chromosome alterations in human
solid tumors. In: Vogelstein B., Kinzler
K.W., editors. The genetic basis
of human cancer. New York: McGraw-
Hill; 2002. P. 93-113.

4. Electronic material

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

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

B. Website

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

Available at: http://www.cancer-pain.org/.
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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-
assn.org/ama/pub/category/1736.html
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For correct citation please refer to the “Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals” proposed by the Inter-
national Committee of Medical Journals Direc-
tors, available at: http://www.nlm.nih.gov/bsd/
uniform_requirements.html.
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INSTRUCOES PARA OS AUTORES

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 publicacao de trabalhos rela-
cionados com diferentes areas da Toxicologia,
em artigos originais, relatos de casos, comuni-
cacOes breves, atualizacdes ou revisoes, arti-
gos de divulgacao, resumos da tese, imagems,
notas técnicas, cartas ao editor e noticias.

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

Os relatos de casos sao descrigcdes de casos
clinicos que tenham em suas caracteristicas um
significado ou aporte importante a Toxicologia.
As comunicacoes curtas sao trabalhos de
menor extensdao, mas com conotagao toxico-
l6gica inovadora e que aporte ao campo toxi-
cologico.

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

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

Os artigos de divulgacao e artigos especiais
sao comentarios de diversos temas de interes-
se toxicoldgico.

Imagens em Toxicologia podem correspon-
der a imagens relacionadas coma toxicologia,
desde o artistico aos aspectos biolégicos:
plantas toxicas, fungos toéxicos, animais ve-
nenosos, animais peconhentos, floracdes de
algas, quimicos, alteragcdes ambientais, casos
clinicos, diagnostico por imagens (radiografia,
eletrocardiogramas, ecografias, angiografia,
tomografia, ressonancia magnética, microsco-
pia 6ptica ou eletrbnica, etc.).

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

ouachadospouco usuais que facilitem o diag-
néstico 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 & 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.

N&o deve haver mais de trés (3) autores.

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

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

Acta Toxicoldgica Argentina (em adiante Acta)
publicara contribuicbes em espanhol, portu-
gués e/ou inglés. Todas serdo avaliadas por
pelo menos dois revisores; a selecdo dos mes-
mos sera atributo exclusivo dos editores. Este
processo determinara que o mencionado Co-
mité opte por rejeitar, aceitar com alteragdes ou
aceitar para publicagéo 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 Publicacdes Cientificas e Técni-
cas (PPCT) do Centro Argentino de Informa-
cao Cientifica e Tecnolégica (CAICYT). Na pa-
gina web do PPCT-CAICYT http://ppct.caicyt.
gov.ar/index.php/ata estdo apresentadas as
instrucdes para autores.
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Custos de publicacao gratuitos

O envio, revisao, edicao e publicacédo de qual-
quer tipo de material de divulgacao cientifica
ou técnica aceite pela Acta Toxicolégica Ar-
gentina é livre para os autores, nao ter que pa-
gar qualquer custo para publicacdo ou qual-
quer das fases anteriores.

Direitos autorais

Acta Toxicolégica Argentina € uma open access
publicagcao com uma Licenca Publica Creative
Commons (CC-BY-NC). Autores mantém seus
direitos autorais e garantir a o revista o direito
de ser a primeira em publicacdo da obra. Au-
tores mantém os direitos a seu trabalho sob as
regras da licenca CC BY-NC, Licenca Publica
Creative Commons para a partilha de trabalho,
reconhecendo sua publicacdo inicial nesta re-
vista. Os autores sdo livres para usar a obra
para qualquer fim, menos comercial, de acor-
do com este tipo de licenga CC.

Os direitos de publicacao

Acta Toxicoldgica Argentina € uma open ac-
cess publicagao com uma Licenga Publica
Creative Commons (CC-BY-NC). Autores man-
tém seus direitos de publicacao e licenca e ga-
rantir a o revista o direito de ser a primeira em
publicacdo da obra. Autores mantém os direi-
tos a seu trabalho sob as regras da licenga CC
BY-NC, Licenca Publica Creative Commons
para a partilha de trabalho, reconhecendo sua
publicacéao inicial nesta revista. Os autores sao
livres para usar a obra para qualquer fim, me-
nos comercial, de acordo com este tipo de li-
cenga CC.

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-
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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 eletrdnico do au-
tor responsavel correspondente (que sera indi-
cado com um asterisco na posi¢cédo de super-
-indice localizado junto ao nome).

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

Materiais e métodos. Devera conter a des-
cricao 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 Investigagdo 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 segao.
Resultados. Deverdo ser apresentados atra-
vés de uma das seguintes formas: no texto, ou
através de tabelas e/ou figura/s. Deverao ser
evitadas repeticbes e serdo destacados so-
mente dados importantes. Devera ser deixada
para a secéo Discussado a interpretacdo mais
extensa.

As tabelas deverado ser apresentadas em fo-
lha a parte, numeradas consecutivamente com
numeros arabicos, com as aclaragdes corres-
pondentes. Os avisos para esclarecimentos
de rodapé deverao ser realizados empregando
numeros arabicos entre parénteses e super-in-
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dice. Somente as bordas externos da primeira
e ultima linhas e a separagéao 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 condi¢des que assegurem uma ade-
quada repeticdo. Os graficos de barras, tortas
ou estatisticas deverdo estar no formato GIF.
Os numeros, letras e sinais deverao ter dimen-
sbOes 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 reproducdo. Nos de-
senhos originais ou fotografias deverdo cons-
tar, no verso, os nomes dos autores e numero
de ordem escritos com lapis.

As fotos para versao eletrénica deverao ser re-
alizadas em formato JPEG ou TIFF, com alta
resolucdo. Tanto as figuras quanto as fotogra-
fias deveréo 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 deverao expressar es-
pecificamente o que mostra a figura.
Abreviaturas. Serdo utilizadas unicamente
abreviaturas normalizadas. Deverdo ser evi-
tadas as abreviaturas no titulo € no resumo.
Quando no texto se empregar pela primeira
vez uma abreviatura, esta devera ir precedida
do termo completo, com excecéo se tratar-se
de uma unidade de medida comum.
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-
matoldégicos e bioquimicos deverédo ser apre-
sentados em unidades do sistema métrico de-
cimal, de acordo com o Sistema Internacional
de Unidades (Sl). Nao obstante, os editores po-
derdo solicitar que, antes de publicar o artigo,

os autores agreguem unidades alternativas ou
diferentes das do SlI.

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

Discussao. Tera énfase sobre os aspectos
mais importantes e inovadores do estudo, e
serdo interpretados dados experimentais em
relacdo com o que ja foi publicado. Serao indi-
cadas as conclusdes, evitando reiterar dados
e conceitos ja citados em sec¢des anteriores.
Agradecimentos. Deverdo ser apresentados
em letra Arial, tamanho 10 e em um paragrafo.
Bibliografia. As citagdes 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 comecgar 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. € 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 P.R., Rosenthal K.S., Kobayashi
G.S., Pfaller M.A.. Medical microbiology.
4th ed. St. Louis: Mosby, 2002.
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3. Capitulo de livro
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