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CASO CLIiNICO

Botulismo del lactante grave por toxina tipo A y uso de antitoxina equina
AB luego de 5 dias de evolucién, reporte de caso y revision bibliografica

Severe infant botulism due to type A toxin and use of equine AB antitoxin
AB after 5 days of evolution, a case report and literature review
Robla Vila, Nuria Magali*; Popity, Agostina; Dozoretz, Daniel; Aguirre Celiz, Adriana Iris.

Servicio de toxicologia, Hospital Interzonal Especializado en Pediatria “Superiora Sor Maria Ludovica” de La Plata.
*roblanuria@hotmail.com

Recibido: 13 de enero de 2022.
Aceptado: 21 de abril de 2022.

EDITOR DEL MANUSCRITO: ALDO SERGIO SARACCO.

Resumen. El botulismo del lactante (BL) es una enfermedad neuroparalitica potencialmente grave que afecta a nifios menores de un afio, ocasio-
nada por la ingesta y germinacién de esporas de la bacteria del género Clostridium en tubo digestivo y la produccion in situ de toxina botulinica
(TB). Esta se absorbe de manera intermitente y puede ser sostenida en el tiempo, condicionando una mayor exposicién a la TB respecto a otras
formas de botulismo. La TB representa el agente mas letal conocido para el ser humano, con capacidad de producir pardlisis flacida descendente,
insuficiencia respiratoria y la muerte. Los lactantes representan la poblacion méas susceptible a esta toxiinfeccion. El eje central del manejo del BL
radica en el diagnostico precoz y tratamiento de sostén adecuado y oportuno. Si bien en la bibliografia consultada se describe que el tratamiento
especifico con antitoxina botulinica humana (BabyBIG® reduce el tiempo de hospitalizacion y estadia en Unidad de Cuidados Intensivos, la misma
no se encuentra disponible en muchos paises, incluida la Argentina. En nuestro pais se encuentra disponible la antitoxina botulinica de origen equino
(AtBE) bivalente A-B. La misma no posee indicacion formal para el tratamiento del BL por la escasa experiencia en esta poblacion, su corta vida
media y los efectos adversos descritos, como son la sensibilizacién a antigenos equinos de por vida y posibles reacciones anafilacticas mas graves
en lactantes, basados en trabajos de la década de 1980 y opiniones de expertos. Se presenta el caso de una paciente de 5 meses asistida en el Hos-
pital de Nifios “Superiora Sor Maria Ludovica” con BL severo, con requerimientos de asistencia ventilatoria mecénica y deterioro clinico durante la
internacion. Recibié AtBE a los 48 dias de enfermedad, con respuesta favorable, a partir de una busqueda bibliografica sobre la eficacia y el perfil de
seguridad de la AtBE en BL grave y la eficacia de su administracién luego de 5 dias de inicio del cuadro. A pesar de no haberse hallado bibliografia
que avale la eficacia de la AtBE pasados 5 dias de evolucién, se plantea su uso en pacientes con BL grave e indicadores compatibles con presencia
de TB en circulacion, como la intensificacién de la hipotonia muscular o la identificacion de TB en materia fecal o suero. La busqueda realizada
arrojoé datos sobre posibles beneficios de su uso, tanto antes como después de los 5 dias de evolucién del cuadro, y la ausencia de reportes de
reacciones adversas severas en lactantes. Se concluye que el uso de la AtBE podria ser una opcion terapéutica frente a la ausencia de BabyBIG®
en pacientes con BL grave confirmado que requieran cuidados intensivos con soporte ventilatorio mecanico, frente a indicadores compatibles con
TB circulante, independientemente del tiempo de evolucién.

Palabras claves: Botulismo del Lactante; Toxina Botulinica; Antitoxina Botulinica Humana; Antitoxina Botulinica Equina.

Abstract. Infant botulism (BL) is a potentially serious neuroparalytic disease that affects children under one year old, caused by the ingestion and
germination of spores of the Clostridium genus bacterium in the digestive tract and the in situ production of botulinum toxin (TB), which is absorbed
intermittently and can be sustained over time, with longer exposure time to TB than other botulism forms. The TB represents the most lethal toxin
known to humans and can cause descending flaccid paralysis, respiratory failure and death. Infants represent an especially susceptible population.
Early diagnosis and supportive care are the cornerstone of BL management. Although specific treatment with human botulinum antitoxin (BabyBIG®
has shown to reduce the hospitalization time and Intensive Care Unit stay in the consulted bibliography, it is not currently available in many countries,
including Argentina. Botulinum antitoxin of equine origin (AtBE) bivalent A-B is available in our country. This antitoxin has not a formal indication in BL
due to the limited experience of its use in this population, its short half-life and the adverse effects described, such as lifelong sensitization to equine
antigens and possible more severe anaphylactic reactions in infants, based on studies from the 1980s and expert opinions. We present the case of a
5 month old patient assisted at the Children’s Hospital “Superiora Sor Maria Ludovica” with severe BL, in need of mechanical ventilatory assistance
and worsening of her clinical state during hospitalization, who received ATBE at 48 days of illness with a favorable response. A bibliographic search
was carried out on the efficacy and safety profile of AtBE in severe BL and the efficacy of its administration after 5 days of illness onset. Even though
bibliography on efficacy of ATBE after 5 days of evolution was not found, its use is proposed in patients with compatible indicators of circulating
TB, such as worsening of muscular hypotonia or TB presence in feces or serum in severe ill patients. The carried out search has shown data of
the possible benefits of its use, both before and after 5 days of disease onset, and the absence of severe adeverse reaction reports in infants. We
concluded that the use of AtBE could be a therapeutic option in absence of BabyBIG® in patients with confirmed severe BL who require intensive
care with mechanical ventilatory support and compatible indicators with circulating TB, regardless of the evolution time.

Key words: Infant Botulism; Botulinum toxin; Human Botulinum Antitoxin; Equine Botulinum Antitoxin.
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Introduccién

El botulismo del lactante (BL) es una entidad
potencialmente grave que afecta a niflos me-
nores de un afio (Ministerio de Salud 2012)
ocasionada por la ingesta de esporas de la
bacteria del género Clostridium y produccion
in situ de toxina botulinica (TB). Se caracteri-
za por un cuadro de pardlisis flaccida aguda
descendente, de instalacion progresiva y se-
veridad variable. Afecta principalmente a nifios
entre las 2 y 24 semanas de vida (Ministerio de
Salud 2012). La principal causa de muerte es
la insuficiencia respiratoria, con requerimiento
en casos graves de asistencia ventilatoria me-
canica (AVM).

Nuestro pais ocupa el segundo lugar con ma-
yor incidencia de BL luego de Estados Unidos
(Jong y Fernandez 2012), siendo ésta ademas
la presentacion clinica mas frecuente de bo-
tulismo en Argentina (Jong y Fernandez 2012,
Ministerio de Salud 2012).

La primera identificacion de toxiinfeccion por
botulismo en lactantes humanos a partir de la
ingesta de esporas fue comunicada en Esta-
dos Unidos (EEUU) por Arnon et al. en 1977.
En Argentina los primeros casos confirmados
datan del ano 1982 (Lentini et al. 1986), consti-
tuyendo desde 1999 un evento de notificaciéon
obligatoria inmediata por medio del Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SNVE)
(Ministerio de Salud 2012).

Si bien el manejo de esta entidad se basa prin-
cipalmente en el tratamiento de sostén, cuenta
con tratamiento especifico que consiste en la
administracion temprana, dentro de los 5 dias
desde inicio de los sintomas, de antitoxina bo-
tulinica (AtB). La misma se encuentra disponi-
ble en dos formas: derivada de suero humano
o BabyBIG® y derivada de suero equino, en
Argentina en forma bivalente A-B. Esta ultima
es utilizada para botulismo por heridas o ali-
mentario sin indicacion formal para BL, princi-
palmente por posibles reacciones de hipersen-
sibilidad.

El objetivo del presente trabajo es exponer un
caso clinico de BL grave con aislamiento de TB
tipo A, tratado con antitoxina botulinica biva-
lente equina A-B (AtBE), mas alla de los 5 dias
de evolucidén y presentar una revision bibliogra-
fica sobre las indicaciones de AtBE en BL y su
perfil de seguridad.

Caso clinico
Paciente femenina de 5 meses que es derivada
al Hospital Interzonal de Agudos Especializado
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en Pediatria “Superiora Sor Maria Ludovica” de
La Plata desde un hospital de menor compleji-
dad del partido de Merlo, provincia de Buenos
Aires, en su décimo dia de internacion. Ingresa
con diagnoéstico de encefalopatia en estudio
en contexto de shock séptico sin aislamien-
to bacteriologico, con hipotonia generalizada
asociada a estatus epiléptico y AVM. Precede
a su hospitalizacién un cuadro de decaimiento,
succion débil y rechazo parcial del alimento de
48 horas de evolucion. Al momento de la re-
cepcidn en nuestra institucién, por anteceden-
tes, evolucion y cuadro clinico, se sospecha
BL. No surge de la anamnesis antecedente de
ingesta de miel o medicina folclérica, pero se
destaca que habita en una vivienda en cons-
truccién, sobre calle de tierra y haber estado
dias previos en una zona rural. A partir de esto
se mantienen las medidas de cuidados criticos
y se solicita identificacion de TB en muestras
de suero y materia fecal al centro de referencia
ANLIS “Dr. Carlos Malbran”, con confirmacion
de TB tipo A en materia fecal. Por cuadro de
constipacion de aproximadamente 12 dias de
evolucién, se inicia tratamiento con enemas
evacuantes. La paciente presenta catarsis po-
sitiva y mejoria clinica progresiva. A los 27 dias
de evolucién se observa deterioro clinico, in-
tensificandose la hipotonia muscular generali-
zada, persistiendo con requerimientos de AVM.
Se replantea el tratamiento instaurado, identifi-
candose en nuevas muestras de materia fecal
y sangre la presencia de TB tipo A. Se decide,
luego de una revision bibliografica, utilizar an-
titoxina botulinica A-B producida en el Instituto
Biologico “Dr. Tomas Perdén”, inmunoglobulina
G purificada de origen equino, en el dia 48 des-
de el inicio del cuadro. El procedimiento es bien
tolerado por la paciente, sin presentar efectos
adversos y con respuesta favorable. Se otor-
ga el egreso hospitalario con traqueostomia y
sonda nasogastrica para manejo de liquidos a
los 166 dias de iniciado el cuadro, con segui-
miento por servicios de toxicologia, neurologia,
fonoaudiologia y gastroenterologia, sin compli-
caciones a 1 afio de su seguimiento.

Discusion

Segun datos extraidos del Boletin Integrado de
Vigilancia del periodo comprendido entre 2012
y 2021, en Argentina se registraron un total de
669 casos notificados (incluyendo casos sos-
pechosos, probables, confirmados y descarta-
dos) y 396 casos confirmados de BL. Las pro-
vincias con mayor prevalencia de casos con-



firmados en orden decreciente fueron: Ciudad
Auténoma de Buenos Aires (C.A.B.A.), Mendo-
za, Cordoba, Rio Negro y San Luis (Tabla 7). En
el mismo periodo, las regiones geograficas con
mayor frecuencia de casos confirmados fue-
ron: Centro, Cuyo y Patagonia (Tabla 2) (Minis-
terio de Salud de la Republica Argentina 2014,
2015, 2016, 2017, 2018, 2019, 2020 y 2021).

En la Tabla 3 se expone la cantidad de habi-
tantes por provincia segun el ultimo el Censo
Nacional de Poblacion, Hogares y Viviendas
(CNPHyV), realizado en el afio 2010 (INDEC
2010). Se observa predominio franco de la
provincia de Buenos Aires, que con la pobla-
cion del conurbano bonaerense y del interior

Acta Toxicol. Argent. (2022) 30 (1): 5-13

de la provincia posee el 39,8% del total de la
poblacioén del pais, seguido por las provincias
de Coérdoba con 8,25%, Santa Fe con 7,96%,
C.A.B.A. con 7,2% y Mendoza con 4,33% (Ta-
bla 3). Basado en lo expuesto en las Tablas 1
y 3 se observa que las provincias de la regién
Centro, que poseen predominio de clima tem-
plado subhumedo-humedo, suman la mayor
cantidad de casos, pero también concentran la
mayor cantidad de habitantes con el 65,4% del
total. En segundo lugar se encuentra la regién
de Nuevo Cuyo, con clima arido-semiarido,
ventoso y escasas precipitaciones, que repre-
senta solo el 7,94% de la poblacion total (IN-
DEC 2010).

Tabla 1. Prevalencia de Botulismo del Lactante por Provincia. Periodo enero 2012 a
diciembre 2021. CB: Conurbano Bonaerense, IP: Interior de la Provincia. (Ministerio
de Salud de la Republica Argentina 2014, 2015, 2016, 2017, 2018, 2019, 2020, 2021)
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Tabla 3. Cantidad de habitantes por provincia y regién, Censo Nacional de Poblacién,
Hogares y Viviendas. 2010. CB: Conurbano Bonaerense, IP: Interior de la Provincia.
(Instituto Nacional de Estadisticas y Censos de la Republica Argentina, 2010)
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El agente involucrado en BL es Clostridium
botulinum, un bacilo anaerobio gram positivo
de distribucion ubicua que se encuentra en
los suelos, capaz de formar esporas. Estas
estructuras resguardan el material genético,
confiriéndole la capacidad de resistir a condi-
ciones ambientales adversas. Las mismas se
hallan en el polvo ambiental pudiendo conta-
minar agua, alimentos y fomites (Ministerio de
Salud 2012). Se considera que el ingreso del
agente al organismo es por la via oral, tanto
por ingesta de alimentos como por la deglu-
cién de secreciones respiratorias contamina-
das. Dentro de los alimentos involucrados con
mas frecuencia se destacan la miel, el jarabe
de maiz y las hierbas medicinales, razén por
la cual se desaconseja su administracién a ni-
flos menores de un ano (Martin de Santos et
al. 2011). Se postula que los lactantes son es-
pecialmente susceptibles, por su pH gastrico
mayor y la inmadurez tanto de su flora intesti-
nal como de su sistema inmune (Ministerio de
Salud 2012; Nelson et al. 2019). Existe contro-
versia respecto al efecto protector de la lac-
tancia materna (LM). En pacientes con LM se
describe mayor prevalencia de BL, pero con
mayor edad al momento de la presentacion,
mientras que en pacientes alimentados con le-
che de férmula se observa mayor prevalencia
de cuadros graves (Ministerio de Salud 2012;
Peruffo et al. 2014; Rosow y Strober 2015; Nel-

son et al. 2019). Debido a esto en 2015 Rosow
y Strober sugirieron mantener la LM, aun en
los pacientes que hayan presentado botulismo
del lactante. En cuanto a condiciones geogra-
ficas, presentan mayor riesgo aquellos nifios
que habitan en zonas rurales, regiones aridas,
ventosas, con bajas precipitaciones, baja hu-
medad ambiental (Ministerio de Salud 2012) y
cerca de sitios en construccion, por presencia
de polvo aerolizado (Nelson et al. 2019).

Una vez dentro del intestino del lactante la es-
pora encuentra condiciones favorables para su
germinacién y produccion de TB, la cual, lue-
go de alcanzar la circulacion general, tiene tro-
pismo especifico por las terminales nerviosas
colinérgicas periféricas. Compuesta por dos
cadenas peptidicas, la TB ingresa a las células
por unién a receptores especificos por medio
de su cadena pesada. Luego, por medio de la
liberacion de su cadena liviana, generara des-
truccion y pérdida de funcién del complejo de
proteinas de membrana presinaptica denomi-
nadas SNARE (proteinas de fusién entre mem-
branas, sensible a la N-etilmaleimida) involu-
cradas en la exocitosis de acetilcolina (ACh),
conduciendo al déficit del neurotransmisor en
biofase (Arnon et al. 2001; Nelson et al. 2019).
Este complejo incluye a las proteinas Sinap-
tobrevina, SNAP25 (sinaptosoma asociado a
proteina de 25 kDa) y Sintaxina. La unién al
sitio diana es irreversible.



Se describen ocho serotipos de toxinas, nom-
bradas de la A a la H, que son producidas en
diferente medida por distintas especies del
género Clostridium, siendo Clostridium botu-
linum capaz de producir los ocho serotipos.
Diferentes serotipos de TB escinden diferen-
tes proteinas de la familia SNARE, lo que pro-
bablemente explique su espectro diverso de
toxicidad (Nelson et al. 2019). Las TB tipo B,
D, F y G escinden la Sinaptobrevina, los tipos
A, Cy E la SNAP-25 y la tipo C la Sintaxina
(Cortés Monroy et al. 2014). Los serotipos mas
frecuentemente asociados al BL en Argentina
son el Ay B (Jong y Fernandez 2012), dato
fundamental al momento de utilizar sueros an-
titoxina botulinica especificos.

Este proceso resulta en una paralisis muscular
flacida, progresiva, simétrica y descendente,
precedida frecuentemente por constipacion,
afectaciéon de pares craneales y musculatura
proximal. En el BL se evidencia llanto débil,
ptosis palpebral bilateral, pérdida de expre-
sion facial, pérdida del sostén cefalico, midria-
sis y dificultad para deglutir y alimentarse. Se
pueden observar signos de disfuncion auto-
némica como anhidrosis, xerostomia, enroje-
cimiento facial, retencién urinaria, hipertensién
o hipotensién arterial y arritmias cardiacas. Lo
caracteristico de esta patologia es la hipotonia
generalizada con hiporreflexia o arreflexia os-
teotendinosa, por lo que puede observarse la
“postura de rana” en miembros inferiores. Se
presenta con diferentes niveles de gravedad,
pudiendo sobrevenir la muerte secundaria a la
paralisis de musculos respiratorios con insu-
ficiencia respiratoria en una primera etapa, o
por complicaciones inherentes a los cuidados
intensivos prolongados en una segunda eta-
pa (Griese et al. 2017). Se postula una relacion
entre las presentaciones fulminantes de BL
y el Sindrome de Muerte Subita del Lactante
(Nelson et al. 2019).

Dentro de los principales diagnésticos diferen-
ciales del BL se plantea: sepsis, deshidrata-
cién con alteraciones hidroelectroliticas, Gui-
llain-Barré variante Miller-Fisher y meningoen-
cefalitis (Ministerio de Salud 2012). Debido a
su baja incidencia es necesario un alto grado
de sospecha clinica. Se propone como tria-
da patognomonica: constipacion, hipotonia y
abolicion del reflejo fotomotor (Ministerio de
Salud 2012).

El diagnostico se basa en el cuadro clinico,
antecedentes epidemioldgicos y aislamiento
de TB en suero o materia fecal. En el BL es
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mas frecuente el aislamiento de TB en materia
fecal, con bajo rescate en sangre. La prueba
diagnodstica “gold estandar” es el método de
bioensayo por inoculaciéon intraperitoneal en
ratén albino (Nelson et al. 2019). La misma
consiste en la inoculacion de suero o cultivo
de materia fecal del paciente, en peritoneo de
raton y su observacién durante el término de
24 a 48 horas. De ser positivo, se procede a
la exposicion de las mismas muestras a ra-
tones de iguales caracteristicas, previamente
expuestos a antitoxina botulinica especifica,
con el fin de identificar el serotipo de TB. Se
trata de una prueba con alta sensibilidad, pero
costosa, laboriosa y que no permite un diag-
nostico rapido.

Respecto al tratamiento, la terapia de soporte
es primordial, debiendo jerarquizar el acceso
precoz a los cuidados intensivos, sobre todo
cuando el paciente presenta compromiso de
la mecanica ventilatoria. La mejoria en la ca-
lidad de la misma a lo largo de los afos, se
ha relacionado con mayor sobrevida de estos
pacientes. Un cuidadoso monitoreo del estado
respiratorio, utilizando parametros como oxi-
metria de pulso, presion de CO, y presencia o
ausencia de reflejo de proteccion de via aérea
o reflejo nauseoso, es esencial para determi-
nar la necesidad de intubacion orotraqueal. Se
ha descrito que la posicion de Trendelenburg
invertida a 20-25° con soporte cervical podria
ser beneficiosa, ya que disminuye el riesgo de
aspiracion mientras reduce la presion que ge-
neran las visceras abdominales sobre el dia-
fragma, reduciendo el esfuerzo ventilatorio.
Sin embargo, su aplicacion clinica en pacien-
tes con compromiso de la funcion respiratoria
no ha sido validado (Nelson et al. 2019). La ki-
nesioterapia respiratoria y la rehabilitacion fisi-
ca son fundamentales.

En cuanto a la alimentacion, se recomienda
instalar precozmente una sonda nasogastrica
o nasoyeyunal y aportar leche materna como
fuente nutricional de eleccion. No se recomien-
da de rutina el uso de alimentacion parenteral,
ya que aumentaria los riesgos de infecciones
secundarias (Ministerio de Salud 2012).

La constipacién suele ser un problema fre-
cuente. Se describe el uso inicial de enemas
evacuantes, para disminuir la carga de espo-
ras y obtener las muestras para diagnostico,
pudiendo luego continuar con ablandadores
de heces y aumento del aporte de liquidos.
Se reporta el uso de catarticos y enemas para
eliminar la toxina del tracto gastrointestinal
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(Ministerio de Salud 2012; O’Horo et al. 2018),
aunque se debate la utilidad de las enemas
(Puig de Centorbi y Calleri de Milan 1984) y se
recomienda evitar el uso de laxantes diferen-
tes a los ablandadores de heces (Ministerio de
Salud 2012). Es de suma importancia el mane-
jo cuidadoso de las excretas, ya que estos pa-
cientes pueden eliminar esporas y toxinas en
las heces hasta 4 meses después de iniciados
los sintomas (Ministerio de Salud 2012).

No se recomienda el uso de antibidticos de
forma rutinaria, debiendo ser considerados
sélo en caso de infecciones sobreagregadas.
Se recomienda la profilaxis para trombosis ve-
nosa profunda y el monitoreo continuo de la
funcién cardiaca, debido a la posibilidad de
disfuncion autondmica (Nelson et al. 2019).

El tratamiento especifico del BL es la admi-
nistracion temprana de AtB, ya que la misma
neutraliza la TB libre en plasma previo a su
internalizacion. A las medidas de sostén jun-
to con el uso de la AtB se les atribuye, segun
estadisticas de EEUU, la reduccion de la mor-
talidad de mas del 60% a principios del siglo
XX, a menos del 5% en la actualidad (O’Horo
et al. 2018).

En el afio 2003 la FDA aprob6 en EEUU la AtB
humana BabyBIG®, que demostré en un en-
sayo clinico randomizado una reduccion sig-
nificativa en la duracién de AVM y de nutricion
parenteral o enteral, de la estadia hospitalaria,
del tiempo de requerimientos de cuidados in-
tensivos y del costo de hospitalizacién frente
a placebo, sin causar efectos adversos (EA)
serios (Nelson et al. 2019), con una vida media
de 28 dias (Ministerio de Salud 2012; Rosow
y Strober 2015). Si bien se trata de una medi-
da terapéutica efectiva, resulta de alto costo
(Jang et al. 2020) y al momento de la elabo-
racién de este trabajo no se encuentra dispo-
nible en muchos paises, incluida la Argentina.
Respecto a la AtBE, existe experiencia limitada
en su utilizacién para BL (Ministerio de Salud
2012). Es utilizada ampliamente en pacientes
adultos, pero no cuenta con indicacién formal
para el BL. La contraindicacion de muchos au-
tores en este sentido, se basa en la aparicién
de EA en series de pacientes adultos con bo-
tulismo alimentario expuestos a AtBE (Black y
Gunn 1980; Tacket et al. 1984), la sensibiliza-
cion potencial de por vida a las proteinas equi-
nas (Arnon et al. 2006; Rosow y Strober 2015)
y la posibilidad descrita en trabajos antiguos,
de que las reacciones anafilacticas frente a los
productos derivados de suero equino resulten

mas graves en los lactantes (CDC 1998; Vane-
lla de Cuetos et al. 2011). Por otro lado, su cor-
to tiempo de vida media entrvida media, entre
5y 7 dias, se ha considerado inadecuado para
un cuadro causado por la generacion in situ
de TB con absorcién intestinal intermitente y
sostenida en el tiempo (Hatheway et al. 1984;
Fox et al. 2005; Ministerio de Salud 2012). Sin
embargo, actualmente es la unica opcién dis-
ponible en Argentina, en forma bivalente A-B.

Su eficacia para el tratamiento de BL no ha
sido evaluada en ensayos clinicos controlados
(Vanella de Cuetos et al. 2011). Todos los tra-
bajos hallados evaltan la eficacia dentro de los
primeros 5 dias y no identificaron EA severos
en lactantes. En 2011, Vanella de Cuetos et al.
publicaron un estudio analitico observacional
retrospectivo de pacientes con BL asistidos
entre 1993 y 2007 en la provincia de Mendo-
za, Argentina. Se incluyeron 31 pacientes con
BL grave confirmado, con menos de 5 dias de
evolucion, tratados con AtBE vs 18 pacientes
tratados con medidas de sostén. Los autores
concluyen que el uso de AtBE resulta benefi-
cioso con resultados estadisticamente signifi-
cativos. Como EA, se describieron reacciones
de hipersensibilidad leve, como rash cutaneo,
que también se han reportado con el uso de
BabyBIG® (Vanella de Cuetos et al. 2011). No
hemos hallado reportes de EA graves en la bi-
bliografia revisada.

Algunos autores recomiendan considerar el
uso de AtBE como opcién terapéutica en pa-
cientes con BL confirmado que requieran cui-
dados intensivos con soporte ventilatorio me-
canico (Arnon et al. 1977; Vanella de Cuetos
et al. 2011; Ministerio de Salud 2012). Su uso
podria plantearse de utilidad aun cuando la TB
no sea detectada en el suero del paciente, ya
que la misma puede ser absorbida desde el
tracto intestinal en forma intermitente o bien
encontrarse en cantidades no detectables por
las pruebas diagnésticas disponibles (Ministe-
rio de Salud 2012). Si bien no se han hallado
trabajos que evaluen la eficacia de AtBE pasa-
dos los 5 dias, la neutralizacion de cualquier
toxina circulante deberia ser beneficiosa (Rao
et al. 2021). La evidencia revisada no indica
un punto en el curso de la enfermedad mas
alla del cual, la administracion de AtBE no pro-
porcione algun beneficio. (Rao et al. 2021). En
contexto de pacientes con diagndstico de bo-
tulismo sin tratamiento especifico, la paralisis
que progresa indicaria la presencia de TB cir-
culante, por lo que dichos pacientes podrian
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beneficiarse al recibir AtB para proteger los
musculos no afectados, independientemente
de la cantidad de dias de evolucion del cuadro
(Rao et al. 2021). Sin embargo, la AtB no re-
vierte la pardlisis ya instalada y la recuperacién
de la misma lleva semanas a meses, incluso
después de la administracién de la misma
(Rao et al. 2021).

Respecto a las pruebas intradérmicas con
AtBE previo a su administracién, indicada ru-
tinariamente a lo largo de los afios, ya no se
recomiendan. Esto es debido a que para su co-
rrecta realizacion se requiere capacitacion es-
pecializada, mucho tiempo para realizar el pro-
cedimiento, presenta baja sensibilidad y espe-
cificidad y no proporciona una base fiable para
predecir qué pacientes corren mayor riesgo de
padecer enfermedad del suero o reaccion ana-
filactica (Black y Gunn 1980; Rao et al. 2021).

Conclusion

Coincidiendo con el trabajo de Vanella de
Cuetos et al. (2011) nuestra paciente presento
evolucién favorable luego de la administracion
de AtBE, con buena respuesta y sin presentar
EA, aun habiendo sido administrada posterior
a los 5 dias de iniciado el cuadro.

Se remarca la importancia del tratamiento de
sostén en BL grave con abordaje precoz y cui-
dados intensivos efectivos, junto a AVM de ser
requerida. El uso de AtB, si bien no es fun-
damental, se ha asociado a la reduccién del
tiempo de permanencia hospitalaria y AVM,
disminuyendo significativamente la probabili-
dad de complicaciones secundarias a éstos.
En base a la bibliografia evaluada concluimos
que la AtBE debe ser considerada como tra-
tamiento especifico alternativo para el BL gra-
ve cuando la BabyBIG® no esté disponible. Si
bien no hemos encontrado indicacion formal
del uso de AtBE en lactantes mas alla de los 5
dias, tampoco hemos hallado evidencia de EA
significativos que lo contraindiquen, pudien-
do resultar beneficioso el uso de la misma en
casos de BL grave confirmado en los que se
sospeche la presencia de TB circulante, inde-
pendientemente del tiempo de evolucion.
Para finalizar, se remarca la necesidad de con-
tar con estudios clinicos controlados que de-
muestren la seguridad y eficacia de AtBE en BL
mas alla de los 5 dias de inicio de los sintomas.
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Abstract. Acute kidney injury (AKI) is the major cause of mortality following bites by the South American rattlesnake Crotalus
durissus terrificus. We investigated the early onset of Crotalus durissus terrificus venom-induced AKI in rats within 2 h of venom
injection and its attenuation by antivenom. Several biomarkers were used to monitor AKI in the absence or presence of antivenom.
Male Wistar rats were divided into five groups (n=5 each): G1, rats injected with saline (control); G2, rats injected with venom (6
mg kg, intraperitoneally) and euthanized after 2 h to evaluate AKIl; G3 and G4, rats injected with 0.9% sterile saline or antivenom
2 h after venom, respectively, and monitored until death or up to 24 h post-venom, and G5, rats injected with antivenom alone
and monitored for 24 h. Blood, urine and renal tissue samples were collected immediately after death to assess oxidative stress,
hematological and biochemical alterations, and renal histological damage. Venom caused AKI within 2 h (G2) that persisted for up
to 8.2 + 1.6 h (G3), as confirmed by increases in blood urea, creatinine, and renal proteinuria; these increases were attenuated by
antivenom. There were no changes in blood protein concentrations in G2 and G3, whereas there were increases in blood reduced
glutathione, glutathione peroxidase, and plasma TBARS (but not in catalase) that were attenuated to varying extents by antivenom.
There were no marked changes in platelets or leukocytes, but an increase in erythrocytes after 8.2 h with venom alone was
attenuated by antivenom. Renal glomerular and tubular damage was greatest after 2 h post-venom groups alone was attenuated
by antivenom. Renal glomerular and tubular damage was greatest after 2 h post-venom and declined thereafter. Venom caused
early-onset AKI, with variable effects on lipid peroxidation and oxidative stress. Antivenom attenuated the AKI, as shown by the
decrease in blood urea and the normalization of proteinuria, without protecting against lipid peroxidation.

Keywords: Acute kidney injury; Antivenom; Biomarkers; Crotalus durissus terrificus; Oxidative stress.

Resumen. La injuria o lesién renal aguda (LRA) es la mayor causa de mortalidad debido a las mordeduras por cascabeles Crotalus
durissus terrificus. Se estudi6 la instalacion precoz de LRA, en ratas, inducida por el veneno de Crotalus durissus terrificus después
de 2 h de su inoculacion y la atenuacién por el antiveneno. Se utilizaron diversos biomarcadores para monitorear LRA en ausencia
o presencia del antiveneno. Ratas Wistar machos fueron divididos en 5 grupos (n=5 por grupo): G1, ratas inoculadas con solucion
salina (control); G2, ratas inoculadas con veneno (6 mg kg™ dosis, via intraperitoneal), y sacrificadas después de 2 h para evaluar
LRA; G3 y G4, ratas inoculadas con 0.9% de solucién salina esterilizada o antiveneno luego de 2 h después de inoculado el
veneno, respectivamente, y monitoreadas hasta su muerte o hasta 24 h después de inoculado el veneno; y G5, ratas inoculadas
con antiveneno solo y monitoreadas durante 24 h. Las muestras de sangre, orina, y tejido renal fueron colectadas inmediatamente
después de la muerte de los animales para evaluar estrés oxidativo, alteraciones hematoldgicas y bioquimicas, y dafio histolégico
renal. El veneno causé LRA dentro de las 2 h (G2) persistiendo durante mas de 8,2 + 1,6 h (G3), estando esto confirmado por el
incremento de urea sanguinea, creatinina, y proteinuria renal; estos aumentos disminuyeron con la aplicacion del antiveneno. No se
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observaron alteraciones en las concentraciones de proteinas sanguineas en G2 y G3, mientras que se encontraron incrementos

en glutatién reducido sanguineo, glutation peroxidasa y TBARS plasmatica (pero no en catalasa), que disminuyeron con la

aplicaciéon del antiveneno aunque en diferente grado. No ocurrieron alteraciones marcadas de plaquetas o leucocitos, mientras

que el aumento de glébulos rojos observado luego de 8,2 h de la inoculacién con veneno, disminuyé con el antiveneno. El dafio

renal glomerular y tubular fue mas importante luego de 2 h de la inoculacién con veneno y posteriormente disminuyé. El veneno
causé LRA precoz a las 2 h, con efectos variables sobre la peroxidacién lipidica y el estrés oxidativo. El antiveneno redujo el
dafio renal, conforme lo demostrado por la disminucién en la urea sanguinea y por la normalizacién de la proteinuria, aunque no

se observd proteccion contra la peroxidacion lipidica.

Palabras clave: Antiveneno; Biomarcadores; Crotalus durissus terrificus; Estrés oxidativo; Lesion renal aguda.

Background

Nephrotoxicity is an important clinical com-
plication of snakebite by crotalid and viperid
snakes (Warrell 2004; Sitprija 2006; Albuquer-
que et al. 2013, Gutiérrez et al. 2017; Albuquer-
que et al. 2020) and is frequently characterized
by a combination of acute tubular necrosis,
acute tubulointerstitial nephritis, renal cortical
necrosis, mesangiolysis, vasculitis, glomerulo-
nephritis, proteinuria, hematuria, and myoglo-
binuria (Sitprija 2006, 2008), as well as altera-
tions in renal ion transport (Sitprija and Sitprija,
2016). The high vascularization of the kidneys
and their involvement in blood filtration and the
excretion of endogenous and xenobiotic sub-
stances makes these organs particularly prone
to the actions of circulating snake venoms and
their toxins (Sitprija 2006, 2008; Sanhajariya et
al. 2018).

In Brazil, most cases of snakebite-induced
acute kidney injury (AKI) result from envenom-
ation by lanceheads (Bothrops spp.) and the
South American rattlesnake (Crotalus durissus
terrificus = C. d. terrificus) (Pinho et al. 2008;
Rodrigues Sgrignolli et al. 2011; Berger et al.
2012; Albuquerque et al. 2013). Although Bo-
throps spp. are responsible for 87 % of the bites
by venomous snakes in this country compared
to 9% by C. d. terrificus (data for the period
2001-2014), the overall mortality associated
with the latter species is 2.6-fold greater than
with the former genus (0.97% vs. 0.37%) (SIN-
AN 2019). The greater lethality associated with
envenomation by C. d. terrificus has been at-
tributed primarily to its high content of crotox-
in, a phospholipase A, (PLA,) B-neurotoxin that
accounts for ~50% of the venom dry weight
(Hadler and Vital Brazil 1966; Sampaio et al.
2010).

Snake venom PLA, display a variety of activi-

ties, such as presynaptic neurotoxicity, myone-
crosis, edema formation, cardiotoxicity, antico-
agulant activity, activation/inhibition of platelet
aggregation, hemorrhage, hemolysis and cy-
totoxicity (Kini 2003; Harris and Scott-Davery
2013). Most of these effects reflect the PLA,-
mediated hydrolysis of cell membrane phos-
pholipids to release arachidonic acid that can
be oxidized to generate reactive oxygen spe-
cies (ROS) that in turn produce lipid peroxides,
leading to cellular injury (Spiteller et al. 2001;
Kini 2003; Teixeira et al. 2003).

Human envenomation by C. d. terrificus is char-
acterized by peripheral neurotoxicity (palpebral
ptosis, external ophthalmoplegia and facial
weakness that produce ‘myasthenic facies’,
generalized muscle weakness, mydriasis and,
rarely, respiratory failure requiring mechanical
ventilation), systemic myonecrosis (rhabdomy-
olysis, with a marked increase in serum myo-
globin and creatine kinase, and myoglobinuria,
as well as generalized myalgia), coagulopathy
(afibrinogenemia leading to prolonged clotting
time with no thrombocytopenia), and AKI, with
little or no local manifestations such as hemor-
rhage, edema or necrosis at the bite site (pain
related to traumatism caused by the bite may
be present but is soon followed by paresthe-
sia and anesthesia) (Amorim and Mello 1954;
Rosenfeld 1971; Azevedo-Marques et al. 1985,
1987; Silveira and Nishioka 1992; Sano-Mar-
tins et al. 2001; Bucaretchi et al. 2002; Warrell
2004; Pinho et al. 2005; Berger et al. 2012; Fra-
re et al. 2019; Medeiros et al. 2020). AKl is the
major clinical complication and the principal
cause of death in individuals who survive the
severe initial phase of envenomation (Pinho et
al. 2005; Frare et al. 2019).

Although the clinical profile of AKI induced by
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C. d. terrificus venom in humans has been ex-
tensively studied, with an important mechanism
of kidney damage being the renal deposition of
myoglobin released by the rhabdomyolytic ac-
tivity of the venom (Rosenfeld 1971; Azevedo-
Marques et al. 1985, 1987; Silveira and Nish-
ioka 1992; Bucaretchi et al. 2002; Warrell 2004;
Pinho et al. 2005; Albuquerque et al. 2013; Fra-
re et al. 2019), relatively few experimental stud-
ies have investigated the mechanisms involved
in this phenomenon. The renal lesions caused
by this venom in humans can be reproduced to
varying extents in dogs (Sangiorgio et al. 2008)
and mice (Frezzatti and Silveira 2011). In mice,
C. d. terrificus venom causes renal dysfunction
and oxidative stress (Yamasaki et al. 2008) that
can be attenuated to varying extents by com-
pounds such as lipoic acid (Alegre et al. 2010),
allopurinol (Frezzatti and Silveira 2011), and
N-acetyl-L-cysteine (Barone et al. 2014). The
renal functional alterations seen after enven-
omation may be mediated directly by venom
components such as crotoxin/PLA, (Monteiro
et al. 2001; Amora et al. 2008) or indirectly by
mediators released by cells such as macro-
phages exposed to the venom (Martins et al.
2003; Cruz et al. 2005).

Physiological and pathophysiological studies
have shown that rats respond more like hu-
mans than do mice and has led to the extensive
use of these rodents as a model for investigat-
ing normal and diseased states (National Hu-
man Genome Research Institute 2004), but no
reports have examined the response to C. d.
terrificus venom in this species. Hence, in this
work, we examined the ability of C. d. terrificus
venom to induce AKI after intraperitoneal (i.p.)
injection in rats as a potentially useful model for
the experimental evaluation of new therapeutic
strategies to treat systemic envenomation.

We assessed AKI 2 h after venom injection to
simulate the time interval between envenom-
ation and seeking medical assistance in the
clinical setting, including antivenom administra-
tion [mean interval of 3 h, according to Pinho et
al. (2005)]. The occurrence of AKI was consid-
ered a positive confirmation of envenomation,
and several other biochemical, hematological,
and histological parameters were monitored to
assess the extent of renal damage. We also
examined the ability of antivenom given i.p. 2
h post-venom to rescue rats from the lethal ef-
fects of the venom and to attenuate the renal
functional alterations associated with AKI.

Methods

Animals

Standard laboratory practices for animal care
were followed according to the Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals (National
Research Council of the National Academies
2011) and the Animal Research: Reporting of In
vivo Experiments (ARRIVE) guidelines (Kilkenny
et al. 2010). The experimental protocols were
approved by the institutional Committee for the
Care and Use of Experimental Animals at the
University of Sorocaba (protocol no. 031/2014).
Male Wistar rats (Rattus norvegicus) (290-400
g; 3-6 months old) purchased from the Central
Animal Facility of the Institute of Biomedical
Sciences of the University of Sdo Paulo (Sao
Paulo, SP, Brazil) were housed (3 rats/plas-
tic cage on a wood shavings substrate) at the
University of Sorocaba animal facility at 22 + 3
oC and 50 + 5% humidity on a 12 h light/dark
cycle (lights on at 6 a.m.), with access to food
and water ad libitum.

Venom

Crotalus d. terrificus venom was collected
manually from 20 male and female young adult
snakes (200-400 g, ~2 years-old) captured in
the Paraiba Valley close to the city of Sdo José
dos Campos (23° 11’ 0” S; 45° 53’ 0” W) and
kept in the serpentarium of the Center for Na-
ture Studies (under Environmental Secretariat
License SMA 15.380/2012) at the University of
Vale do Paraiba (UNIVAP, Sao José dos Cam-
pos, SP, Brazil). The use of the venom was reg-
istered with the Brazilian National System for
the Management of Genetic Patrimony and
Associated Traditional Knowledge (SISGEN,
registration no. ACB5FCQO). The venom was ly-
ophilized and stored at 4-8 °C until used.

Antivenom

Therapeutic crotalic antivenom raised against
C. d. terrificus venom (lot 135202/1, expiry date
for human use: October 2016) produced by the
Instituto Vital Brazil (Rio de Janeiro, RJ, Brazil)
was kindly donated by the Escritorio Regional
de Saude (ERSA) in Piracicaba, SP, Brazil. Al-
though the antivenom was used beyond the
expiry date for human use, the solution nev-
ertheless conserved the macroscopic proper-
ties generally considered to be indicative of
quality maintenance, i.e., lack of turbidity and
no formation of precipitates. Indeed, previous
studies have demonstrated the usefulness of
antivenoms beyond their formal expiry dates
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(O’Leary et al. 2009; Sanchez et al. 2019; Tan
et al. 2019). The dose of antivenom was calcu-
lated based on the manufacturer’'s stated po-
tency in which 1 mL of antivenom neutralizes
the lethality of 1.5 mg of reference C. durissus
Ssp. venom in mice.

In vivo protocols

All rats were anesthetized i.p. (always on the
left side) using a schedule based on the Guide
for the Care and Use of Laboratory Animals.
The anesthetic mixture consisted of xylazine
(10 mg kg™) and ketamine (10 mg kg™) (both
purchased from Ceva®, Paulinia, SP, Brazil),
with midazolam (1 mg kg) being used for ini-
tial sedation (before venom administration) and
tramadol (5 mg kg™") as an analgesic (both from
Medley®, Campinas, SP, Brazil) administered
soon after venom injection.

Urine, blood, and renal tissue samples were
collected at death (with venom alone, ~8.2 h
post-venom; see later) or 2 h or 24 h post-ven-
om when the rats were killed with an overdose
of isoflurane (Cristalia®, Itapira, SP, Brazil). He-
matological (leukocytes, platelets, and erythro-
cytes) and biochemical (protein, creatinine, and
urea) parameters were determined in blood and
urine, whereas blood and renal tissue samples
were used to evaluate oxidative stress markers
(glutathione — GSH, glutathione peroxidase -
GPx, catalase — CAT, thiobarbituric acid reac-
tive substances — TBARS). Alterations in renal
morphology were analyzed by light microscopy.
In a preliminary set of experiments, rats were
injected with different doses of C. d. terrificus
venom (5, 6, 7.5, and 10 mg kg™, i.p.; one dose
per rat, n=3 rats/dose, a total of 12 animals) to
determine an appropriate minimal venom dose
able to induce AKI. The venom was injected in
a volume of 0.5 mL, which is considerably less
than the volume of 10 mL kg recommended
elsewhere (Morton et al. 2001), and the venom
dose of 6 mg kg' was selected based on a
marked increase in blood urea and creatinine
concentrations. These biomarkers are fre-
quently used as indicators of renal dysfunction
because they reflect a decrease in the glomeru-
lar filtration rate in response to renal alterations
(Sato 2012). The rats were randomly distrib-
uted into five groups (n=5/group; total N = 25
rats), as follows: Group 1 (G1) — Saline (sham)
control (n=5): Rats received 0.5 mL of sterile
phosphate-buffered saline (PBS, i.p.) and were
killed 2 h later with an overdose of isoflurane
for blood and tissue sample collection; Group
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2 (G2; n=5) - rats were injected with C. d. ter-
rificus venom (6 mg kg-1, i.p.) and killed 2 h
later with an overdose of isoflurane for blood
and tissue sample collection. Pharmacokineti-
cally, this 2 h interval provided sufficient time
for the absorption and diffusion of the venom
and its main toxin, crotoxin, from the site of ap-
plication (Barral-Netto and von Sohsten 1991;
Cura et al. 2002), with subsequent binding to
the presynaptic terminations of striated muscle
(Cura et al. 2002); Group 3 (G3) — Assessment
of survival time (n=5): Rats were injected with
venom (6 mg kg™, i.p.) and 2 h later received
PBS (0.5 mL, i.p., n=5) after which they were
monitored until imminent death when blood
and tissue samples were collected; the rats in
this group survived for 8.2 + 1.6 h. Group 4 (G4)
- C. d. terrificus venom followed by antivenom
(n=5): Rats were injected with venom (6 mg kg
', i.p.) and 2 h later they received crotalic anti-
venom (from 1.3 to 1.9 mL, i.p.; 1 mL of anti-
venom neutralizes 1.5 mg of C. d. terrificus ref-
erence venom, according to the manufacturer)
in a rescue model conceptualized by Baudou
et al. (2017); blood and tissue samples were
collected 24 h after venom injection (22 h af-
ter antivenom). Group 5 (G5) — PBS followed by
antivenom (n=5): Rats were injected with PBS
(0.5 mL, i.p.) and 2 h later they received crotalic
antivenom i.p. (the same volume as in group
G4); blood and tissue samples were collected
24 h after PBS injection (22 h after antivenom).
The rats in groups G4 and G5 were killed with
an overdose of isoflurane before blood and tis-
sue sample collection.

Groups G1-G5 were all injected with PBS,
venom, or antivenom on the right side. Figure
1 shows the experimental schedule described
above.

Hematological parameters

Blood samples were collected in polypropyl-
ene tubes (Injex® Industria Cirdrgica Ltda.,
Ourinhos, SP, Brazil) containing ethylenediami-
netetraacetic acid tripotassium salt (EDTA). To-
tal leukocyte, platelet and erythrocyte counts
were determined in triplicate per sample using
a Sysmex XS 1000i™ Hematology Analyzer
(Roche, Basel, Switzerland). Whole blood sam-
ples (~20 pL) were injected into the analyzer
and platelets and erythrocytes were counted
using an impedance detection method com-
bined with hydrodynamic focusing technology
(Yoshida et al. 2020). Leukocytes were count-
ed using fluorescent flow cytometry.
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Figure 1. Experimental timeline for induction

of AKI with C. d. terrificus venom (6 mg kg™,

i.p.) and subsequent treatments. AKI, acute

kidney injury; Antivenom, crotalic antivenom;
PBS, phosphate-buffered saline.

Assessment of oxidative stress

Glutathione (GSH) was determined by sulfhy-
dryl (SH) quantification using the Ellman meth-
od (Ellman 1959). Briefly, 100 uL of Triton X-100
was added to 150 pL of blood followed by 100
pL of 10% trichloroacetic acid (TCA). After cen-
trifugation (5,000 rpm, 10 min, 4 °C) the super-
natant was diluted in 1 M phosphate buffer (pH
7.4) and an aliquot was subsequently mixed
with 10 mM 5,5"-dithiobis(2-nitrobenzoic acid)
(DTNB) to yield a yellow complex, the absor-
bance of which was read at 412 nm. A similar
procedure was used for renal tissue homoge-
nates in which 250 mg of tissue was suspend-
ed in 5 mL of 0.15 mM KCI and homogenized
with an ultrasonic tissue homogenizer in an ice
bath. Thereafter, 600 pyL of homogenate was
mixed with 100 pL of TCA, centrifuged, and
an aliquot of 250 yL was diluted in PBS and
mixed with 10 mM DTNB. The GSH concentra-
tion was expressed in mM for blood or mmol
g for tissue.

Glutathione peroxidase (GPx) activity was as-
sayed according to Paglia and Valentine (1967).
Briefly, 10 pL of diluted blood was mixed with
390 pL of 100 mM potassium phosphate buffer,
pH 7, containing 1 mM GSH, 0.1 U of GSH-
reductase/mL, 0.15 mM nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH), 1.25 mM so-
dium azide and 100 pL of 0.4 mM hydrogen per-
oxide (H,O,). Tissue samples were processed
as described in the preceding paragraph. GPx
activity was monitored as the decay in NADPH
absorbance (greater activity = greater decay)
for 2 min at 340 nm and was expressed in umol
NADPH min™ g of hemoglobin (Hb) for blood,
or nmol NADPH min g™ of tissue.

Catalase (CAT) activity was assayed accord-
ing to Aebi (1984). Briefly, 10 pL of blood was

diluted in 590 yL of 50 mM potassium phos-
phate buffer, pH 7. A 20 pL aliquot was mixed
with 70 pL of H,O, to start the reaction and the
enzymatic decomposition of H,0, by CAT was
monitored for 3 min at 240 nm. The reaction
was run at 25 °C. A similar procedure was used
for tissue homogenates prepared as described
above. Enzyme activity was expressed as k
min~' g of Hb for blood or k min™ g of tissue,
where K is a rate constant.

Lipid peroxidation was assessed by quantifying
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)
according to Ohkawa et al. (1979). Briefly, 150
pL of plasma was mixed with 50 pL of 3 M NaOH
and incubated at 60 °C for 30 min. This step was
followed by the addition of 250 L of 6% H,PO,,
250 pL of 0.8% thiobarbituric acid (TBA), and
100 pL of 10% sodium dodecy! sulfate (SDS)
followed by incubation at 80 °C for 60 min. A
similar procedure was used for tissue homog-
enates prepared as described above. Thereaf-
ter, 250 pL of the homogenate was mixed with
1.5 mL of 6% H,PO,, 500 pL of 0.8% TBA and
100 pL of 10% SDS. The reaction between lip-
id peroxidation products and TBA results in a
pink/rose-colored compound detected spectro-
photometrically at 532 nm. The results were ex-
pressed as TBARS concentration in pmol mL"'
of plasma or pmol g of tissue.

Biochemical parameters

The biochemical parameters of renal function
were assessed using commercial ready-to-use
kits for spectrophotometric assays purchased
from Bioclin® (Belo Horizonte, MG, Brazil) or
Labtest® (Lagoa Santa, MG, Brazil). Total pro-
tein (biuret method; 545 nm), urea (urease
method; 600 nm) and creatinine (alkaline pic-
rate method; 510 nm) were evaluated in blood
samples; urinary protein was quantified by the
pyrogallol red method (600 nm), while urinary
urea and creatinine were assayed with the
same kits as used for blood samples. Control
serum (Biocontrol N, normal) was used as an
internal control and yielded the following val-
ues: protein = 5.3 g dL' (normal range values
(NRV) provided by the manufacturer: 4.7-5.9 g
dL"), urea = 16.0 mg dL" (NRV: 12.0-20.0 mg
dL") and creatinine =1.43 mg dL" (NRV: 1.14-
1.72 mg dL™).

Histological analysis of renal tissue

At the end of the experiments, the kidneys
from groups G1-G5 (n=5/group) were excised,
washed in physiological solution, and imme-
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diately fixed in 10% buffered formalin solu-
tion for 24 h at room temperature. The kidneys
were then sectioned sagittally and immersed in
70% ethanol until histological processing us-
ing standard procedures for dehydration and
embedding in paraffin. Sections (4 um thick)
were mounted on slides, dewaxed, cleared in
xylene, and hydrated in running tap water, af-
ter which they were double-stained with hema-
toxylin-eosin (H&E) and examined with a light
microscope (Olympus CBA, Tokyo, Japan).
The slides from each group were examined
for venom-induced alterations to the following
structures: the glomeruli (hypercellularity due
to mesangial proliferation and/or invasion, di-
lation of glomerular capillaries to form micro-
aneurysms), tubules (loss of brush border, oc-
currence of cell swelling, hydropic alterations,
presence of luminal cell casts), interstitium
(medullary or cortical proliferation and/or loss
of interstitium) and vessels (congestion, partic-
ularly in the arterioles). The potential protective
effects of crotalic antivenom on renal morphol-
ogy were also assessed. Representative histo-
logical fields from each group were captured
using a digital 16-megapixel camera, with a
10x objective for a panoramic overview (1 cm =
20 ym) and a 40X objective (1 cm = 40 pm) for
a detailed view.

The observational frequency of such altera-
tions ranged arbitrarily from O to 6, with 0-1
representing the absence or presence of few
alterations (the latter mainly due to tissue ma-
nipulation), 2-3 indicating a moderate number
of alterations, and 5-6 representing a high fre-
quency of morphological alterations.

Data analysis

All numerical parameters were expressed as the
mean + SD. Statistical comparisons among the
experimental groups were done using one-way
ANOVA followed by the Tukey-Kramer multiple
comparisons test, with p<0.05 indicating sig-
nificance in all cases. The normality of the data
was assessed using the Shapiro-Wilk test prior
to the statistical comparisons. All data analy-
ses were done using Origin® v.8.0 (OriginLab
Corporation, Northampton, MA, USA) or Sta-
tistica v.8.0 (Dell, Round Rock, TX, USA).

Results and discussion

Crotalus d. terrificus venom induces AKI in hu-
mans (Warrell 2004; Pinho et al. 2005, 2008;
Albuquerque et al. 2013) and experimental
animals such as mice (Yamasaki et al. 2008);
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venom-induced renal lesions have also been
reported in dogs (Frezzatti and Silveira 2011),
although this species is resistant to AKI (Sousa-
e-Silva et al. 2003). Whereas the venom of C. d.
terrificus and related subspecies causes func-
tional and histological alterations in rat isolated
perfused kidneys (Monteiro et al. 2001; Amora
et al. 2008), the renal effects of C. d. terrificus
venom in vivo in rats have not been investigat-
ed, in contrast to Bothrops venoms (Boer-Lima
et al. 1999, 2002; Linardi et al. 2011; Gois et
al. 2017; Yoshida et al. 2020). In this work, we
examined the ability of C. d. terrificus venom
injected i.p. to induce AKI in rats and the abil-
ity of antivenom to protect against this dam-
age. We also assessed the potential changes
in several renal biochemical, hematological,
and histological parameters in response to
the venom. Although not the normal or usual
route of venom inoculation during a ‘natural’
bite, at least in humans, i.p. injection of venom
could potentially occur in rodent prey bitten by
snakes with long fangs. Since there have been
no experimental studies of AKI induced by C.
d. terrificus venom in rats we chose to use this
route of administration because we had used
it in an earlier investigation of AKI caused by
Bothrops jararaca venom (Yoshida et al. 2020).
The results of this study show that venom in-
jected i.p. was able to cause AKI and that this
could be a suitable model for studying venom-
induced renal damage.

Biochemical parameters

Rats injected with venom (groups G2 and G3,
but especially G3) showed an increase in the
blood (Fig. 2A,C) and urine (Fig. 2B,D) con-
centrations of urea and creatinine compared
to rats injected with saline alone (control, G1),
a finding compatible with the development of
AKI. The persistent elevation in blood urea and
creatinine concentrations for up to 7.2 h indi-
cated sustained and worsening renal damage
after venom injection. Increases in urea and
creatinine are standard criteria for defining and
monitoring the progression of AKI (Mehta et
al. 2007; Cerda et al. 2008) but are considered
by some to be insensitive, nonspecific, and
of limited usefulness for the early detection of
AKI (Vaidya et al. 2008). Although blood pro-
tein concentrations were generally unaltered
(Fig. 2E), proteinuria indicative of defective glo-
merular filtration was observed (Fig. 2F). Renal
proteinuria is a common indicator of AKI and is
frequently seen after snakebites (Sitprija 2006),
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Figure 2. Urea, creatinine, and protein
concentrations in blood (A, C, and E, respectively)
and urine (B, D, and F, respectively) in rats injected

with phosphate-buffered saline (PBS; G1), C. d.
terrificus venom (6 mg kg™, i.p.; G2 — analyzed 2
h post-venom; G3 — analyzed 7.2 h post-venom),
venom + C. d. terrificus antivenom (G4, analyzed
24 h post-venom) and antivenom alone (G5 -
24 h after antivenom). In groups G4 and G5,
antivenom was administered 2 h after the injection
of venom (G4) or PBS (G5). The antivenom:venom
ratio used was based on the manufacturer's
recommended ratio in which 1 mL of antivenom
neutralizes the lethality of 1.5 mg of reference
C. durissus ssp. venom in mice. The columns
represent the mean = SD (n=3-5/group). *#@*&
p<0.05 compared to G1(*), G2(*), G3(%), and G4(3).

including by C. d. terrificus in humans (Pinho et
al. 2005), dogs (Sousa-e-Silva et al. 2003), as
well as rats (as shown here; Fig. 2F).

Antivenom administered 2 h after venom was
effective in preventing the increase in blood
urea and renal proteinuria (Fig. 2A,F), but failed
to prevent the changes in the other blood and
urinary biochemical parameters (Fig. 2B-E).
Most of these alterations are likely mediated by
crotoxin that is rapidly cleared from the circu-
lation in mice (Barral-Netto and von Sohsten,
1991) and Amaral et al. (1997) reported that
C. d. terrificus venom and crotoxin were un-
detectable in most of their patients who were
treated >8 h post-bite, and that crotoxin was
undetectable in most patients by 4-8 h after
being bitten. A kinetic analysis has shown that
in humans crotoxin has a distribution half-life
of 22 min and a terminal elimination half-life of
5.2 h (Cura et al. 2002). As shown here, by 2
h post-venom, when a considerable propor-
tion of the crotoxin would have been distrib-

uted and bound to tissues, antivenom still of-
fered some protection against the deleterious
effects of the venom. The time interval of 2 h
after venom injection used here was chosen
to simulate the delay seen clinically between
envenomation and treatment since in humans
the mean interval between these events is ~3
h and antivenom is frequently given at post-
envenomation intervals that are considerably
greater than that used here (Bucaretchi et al.
2002; Pinho et al. 2005).

The lack of protection by antivenom against
certain venom-induced alterations may reflect
the availability of a less than optimal amount
of antivenom to neutralize that particular effect,
even though the antivenom:venom ratio used
was that recommended by the manufacturer;
poor neutralization because of a suboptimal
amount of antivenom has also been noted by
others (Baudou et al. 2017).

Crotalic antivenom did not prevent the ven-
om-induced increase in urinary creatinine, but
instead markedly enhanced the level of this
marker (~10-fold increase compared to saline
control in G1 and ~5-fold increase compared to
G3; Fig. 2D). The marked elevation in creatinine
in this group 22 h after antivenom administra-
tion was possibly related to venom-induced
muscle damage (rhabdomyolysis), with the re-
sulting myoglobinuria contributing to the devel-
opment of AKI (Azevedo-Marques et al. 1985,
1987; Nogueira and Sakate 2006).

Creatinine, an uncharged endogenous sub-
stance (113 kDa) that is not bound to serum
proteins, is generated from the nonenzymatic
conversion of creatine and creatine phosphate,
95% of which is found in muscle (Thong-
prayoon et al. 2016). As shown here, antivenom
alone increased the creatinine concentration in
blood and urine after 22 h (Fig. 2C,D), although
the increase in urine was less than in G4 rats.
One possible explanation for the antivenom-
induced increase in serum creatinine could be
related to changes in creatinine kinetics (in this
case enhanced elimination) resulting from al-
terations to the glomerular filtration rate (GFR),
as occurs in paraquat poisoning (Mohamed
et al. 2015). This finding suggests that the in-
crease in creatinine concentrations in G4 rats
treated with antivenom should not be attribut-
ed entirely to C. d. terrificus venom. In contrast
to this effect, antivenom alone (G5) reduced
the proteinuria to below the baseline concen-
tration in G1 (Fig. 2F). This change had minimal
effect on the creatinine concentration because
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creatinine shows little tendency to bind other
proteins.

Oxidative stress parameters

The antioxidant system of tissues, which con-
sists of a series of enzymes and small mol-
ecules, provides an effective defense mecha-
nism against renal damage by Xxenobiotics
by delaying or inhibiting the oxidation of sub-
strates and the generation of damaging reac-
tive oxygen species (ROS) (Ferreira and Mat-
subara 1997). An increase in antioxidant en-
zyme activity generally has a protective effect
whereas a decrease can lead to renal damage.
Given the physiological importance of anti-
oxidant mechanisms in tissue protection and
the fact that lipid peroxidation, one of the first
events in oxidative damage initiated by ROS,
has been implicated in snake venom toxicity
(Santosh et al. 2013), we examined the chang-
es in lipid peroxidation (TBARS) and oxidative
stress (GSH, GPx and CAT activity) in blood
and renal tissue of rats injected with C. d. ter-
rificus venom and the ability of crotalic antive-
nom to protect against these alterations.

Lipid peroxidation is a free radical-mediated
chain of reactions that results in the oxidation
of polyunsaturated lipids (Hampel et al. 2016),
leading to the damage of membrane lipids and
the attenuation of cell and tissue viability (Mylo-
nas and Kouretas 1999). Figure 3A,B shows that
2 h post-venom (G2) there was no relevant in-
crease in blood TBARS, whereas shortly before
death (~8 h post-venom) TBARS had increased
by approximately two-fold; there was no signif-
icant change in the TBARS levels in urine. This
finding that TBARS increased in G3 but not in
G2 indicated that lipid peroxidation was a late
event and agrees with previous studies show-
ing that C. d. terrificus venom and some of its
components cause lipid peroxidation in other
tissues (Silva et al. 2011; Gongalves et al. 2014;
Toyama et al. 2019). Treatment with antivenom
2 h post-venom did not attenuate the venom-
induced increase in TBARS, possibly because
antivenom alone also caused some lipid per-
oxidation.

Glutathione, which exists in reduced (GSH) or
oxidized (GSSQG) states, is one of the most im-
portant ROS scavengers (Halliwell and Gutter-
idge 1999) and increases in GSH levels have
been observed in patients with chronic renal
failure, possibly as a compensatory protec-
tive mechanism to deal with the oxidative im-
balance produced by kidney disease (Lucchi
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et al. 2005). As shown here, there was only a
small increase in blood GSH in response to
venom alone after 2 h and ~8 h (Fig. 3C,D) but
a marked increase in renal GSH after 2 h (G2)
that returned to normal after ~8 h (G3). Treat-
ment with antivenom (G4) attenuated the small
increase in blood GSH seen with venom alone
after ~8 h but did not markedly affect the renal
levels of GSH. Antivenom alone (G5) slightly re-
duced the concentration of circulating (blood)
GSH but increased the renal content of GSH.

Glutathione peroxidase (GPx) is a selenium-
containing antioxidant enzyme that reduces
H,O, to water and lipid peroxides to lipid alco-
hols. In the absence of adequate GPx activity
or GSH levels, hydrogen and lipid peroxides are
not detoxified and are converted to OH- and
lipid peroxyl radicals, respectively, by transi-
tion metals (Fe?*) (Tabet and Touyz 2007). GPx
oxidizes glutathione to glutathione disulfide in
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Figure 3. Oxidative stress biomarkers (TBARS,
GSH, GPx, and CAT) in blood (A, C, E, and G,
respectively) and urine (B, D, F and H, respectively)
of rats injected with phosphate-buffered saline
(PBS; G1), C. d. terrificus venom (6 mg kg, i.p.;
G2 - analyzed 2 h post-venom, G3 — analyzed 7.2
h post-venom), venom + C. d. terrificus antivenom
(G4, analyzed 24 h post-venom) and antivenom
alone (G5 - 24 h after antivenom). In groups G4
and G5, antivenom was administered 2 h after
the injection of venom (G4) or PBS (G5). The
antivenom:venom ratio used was based on the
manufacturer's recommended ratio as defined in the
legend of Figure 2. The columns represent the mean
+ SD (n=5/group). “*p<0.05 indicate differences
compared to G1(*) or G2(). CAT, catalase; GPx,
glutathione peroxidase; GSH, glutathione;
TBARS, thiobarbituric acid reactive substances.
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the cytosol, mitochondria, and a small percent-
age of the endoplasmic reticulum of mamma-
lian tissues (Lu 2013). Glutathione is released
as reduced GSH to extracellular spaces, in-
cluding blood plasma, epithelial lining fluids,
and exocrine secretions (Ballatori et al. 2009)
in response to physiological disturbances. The
GSH/GPx system thus acts as a buffer to pro-
tect crucial proteins against modifications in-
duced by ROS (Chen et al. 2015).

Venom caused an increase in blood GPx activ-
ity after 2 h but this returned to below saline
(control) levels after ~8 h (Fig. 3E). Antivenom
did not markedly alter the response to venom
(G4) compared to that seen in G3, nor did an-
tivenom alone have a relevant effect on GPx
activity. There were no marked venom-induced
alterations in renal GPx activity after 2 h and
~8 h with venom alone, or after treatment with
antivenom (Fig. 3F).

CAT is an enzyme located in peroxisomes that
converts H,O, to water and oxygen (Weydert
and Cullen 2010). Neither venom nor antive-
nom (in the absence or presence of venom)
markedly affected the blood CAT activity (Fig.
3@G), but there was a venom-induced increase
in the activity of this enzyme in renal tissue after
~8 h that was not attenuated by antivenom; an-
tivenom alone increased the renal CAT activity
to a level like venom alone (Fig. 3H). Indeed,
antivenom alone (G5) enhanced the levels of
several parameters, particularly blood and uri-
nary creatinine, and to a lesser extent, renal
GSH, blood TBARS and renal CAT in relation
to saline-treated (control) rats but reduced the
level of blood GSH and renal proteinuria.
These findings suggest that antivenom alone
can alter the redox status in blood and renal
tissue by mechanisms that could involve the
activation of defense pathways against horse
immunoglobulins (Bahrami et al. 2016) and
an adverse reaction to antivenom (Silva et al.
2015). Adverse reactions to snake antivenom
include both acute (anaphylatic or pyrogenic)
and delayed (serum sickness type) reactions
(Leodn et al. 2013; de Silva et al. 2016; Negrin et
al. 2021), but no reports have described such
reactions in response to the i.p. injection of an-
tivenom in rats. Intraperitoneal injection is con-
sidered a safe route of administration (Guarni-
eri 2016; Al Shoyaib et al. 2019), but no studies
have reported on the renal responses to cro-
talic antivenom alone, such as done here. The
i.p. administration of bothropic antivenom in
rats resulted in proteinuria (Yoshida et al. 2020),

one of the earliest signs of renal diseases and
indicative of glomerular damage (Gowda et al.
2010). Thus, it is possible the potential effect of
antivenom itself on a variety of parameters may
have been masked by the concomitant admin-
istration of venom in studies that did not include
an experimental group with antivenom alone.
An additional source of interference could be
the phenol used as a preservative in antivenom
solutions since this chemical can impair leuko-
cyte-endothelial interactions in vivo (Zychar et
al. 2008), and high phenol inhalation for several
weeks paralysis and severe injury to the heart,
liver, kidneys, and lungs, and in some cases,
death in experimental animais (Agency for Tox-
ic Substances and Disease Registry 2008). The
use of lyophilized antivenom (Mendonga-da-
Silva et al. 2017) could potentially avoid phe-
nol-related problems.

Hematological parameters

Hematological alterations are a common mani-
festation of systemic envenoming after snake-
bite and the detection of abnormal blood pa-
rameters is an important step in the manage-
ment of envenomed persons. Figure 4 shows
the hematological results for the various exper-
imental groups. There was a slight reduction in
leukocyte numbers in G2 and mild leukocytosis
in G3; treatment with antivenom appeared to
attenuate the leukocytosis in group G4. This at-
tenuation may have been partly mediated by
the antivenom itself, independently of its effect
on venom, since antivenom alone caused a re-
duction in leukocyte numbers. Mild leukocyto-
sis has been observed in humans (Sano-Mar-
tins et al. 2001) and dogs (Sousa-e-Silva et al.
2003; Nogueira and Sakate 2006; Nogueira et
al. 2007) envenomed by C. d. terrificus and has
been attributed to neutrophilia (Sousa-e-Silva
et al. 2003). Nogueira et al. (2007) argued that
this neutrophilia involved an acute-phase re-
sponse with the release of catecholamines and
cellular mediators; serum chemotactic factors
have also been implicated in human envenom-
ation by C. d. terrificus (Martins et al. 2002).
Souza-e-Silva et al. (2003) reported that leuko-
cytosis persisted for up to 48 h in dogs injected
with a venom dose of 1 mg kg™, i.m., and was
reversed by treatment with antivenom i.v. 2 h
after envenomation, as also observed here in
rats using antivenom (G4 in Fig. 4A).

Platelet number was unaffected by the venom
(Fig. 4B), a finding in general agreement with
studies in dogs (Sousa-e-Silva et al. 2003)
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Figure 4. Hematological parameters (leukocyte,
platelet and erythrocyte counts) in rats injected
with phosphate-buffered saline (PBS; G1), C. d.
terrificus venom (6 mg kg, i.m.; G2 — analyzed
2 h post-venom, G3 — analyzed 7.2 h post-
venom), venom + C. d. terrificus antivenom
(G4, analyzed 24 h post-venom) and antivenom
alone (G5 - 24 h after antivenom). In groups
G4 and G5, antivenom was administered 2
h after the injection of venom (G4) or PBS
(G5). The antivenom:venom ratio used was
based on the manufacturer's recommended
ratio as defined in the legend of Figure 2. The
columns represent the mean + SD (n=3-5/
group). *#@&#np<0.05 compared to G1 (),
G2 (%), G3 (9, G4 (¥, and G3 and G5 (*#).

and humans (Sano-Martins et al. 2001) that
also reported unaltered platelet numbers after
envenomation by C. d. terrificus. Antivenom
alone (G5) did not affect platelet number but
decreased this number when associated with
venom (G4). However, this decrease was not
clinically relevant since there was no significant
difference compared to saline-treated (control)
rats (G1). The lack of effect on circulating plate-
let numbers could perhaps be the most useful
parameter for distinguishing between clinical
envenomation by C. d. terrificus (Sano-Mar-
tins et al. 2001) and Bothrops species (Sano-
Martins et al. 1997; Yoshida et al. 2020) since
venoms of the latter genus can cause marked
thrombocytopenia. Such a distinction would be
of clinical relevance in facilitating the choice of
the appropriate antivenom, thereby ensuring
better treatment of the patient, particularly in
cases where the offending snake is not brought
for identification.
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There was no difference in the number of eryth-
rocytes 2 h (G2 vs. G1) or 7.2 h (G3 vs. G1) after
envenomation (Fig. 4C). The delayed adminis-
tration of antivenom (G4) attenuated the slight
increase in the number of erythrocytes in G3
to a level similar to that seen with saline and
antivenom alone (Fig. 4C). Other reports have
also observed no alterations in the number of
erythrocytes, the hematocrit, or the hemoglo-
bin concentration in dogs (Sousa-e-Silva et al.
2003) and humans (Sano-Martins et al. 2001)
envenomed by C. d. terrificus.

Histological analysis

The kidneys regulate the body’s internal com-
position through a complex network of neph-
rons and collecting ducts that filter, absorb and
secrete fluid and electrolytes and promote the
elimination of metabolic waste products via the
urine (Santoro et al. 2008). Glomerular damage
leads to several pathologies (Greka and Mun-
del 2012) and circulating snake venom compo-
nents can cause morphological abnormalities
that result in functional disturbances.

Figure 5 shows representative panels and in-
sets for the different groups that illustrate the
main histological alterations seen in the renal
parenchyma. Histological analysis of renal sec-
tions from the different experimental groups
(G2-G5) showed that morphological changes
were not evenly distributed throughout the renal
parenchyma since there were areas with visible
abnormalities juxtaposed to regions normal in
appearance. This heterogeneity reflected the
differential effects of venom components on
the kidney in that all nephrons were not affect-
ed simultaneously or in the same manner.
Except for G1 (saline control) that showed the
typical normal morphology of renal corpuscles,
proximal and distal convoluted tubules, the
loop of Henle and collecting ducts (Fig. 5A,B),
all the other groups exhibited varying degrees
of alterations in their structural segments (Fig.
5C-J). The changes included glomerular alter-
ations (indicated by arrows in the panels and
insets of Fig. 5). Major and more numerous glo-
merular alterations were seen in G2 and G3 (see
insets); antivenom (G4) partially prevented the
glomerular morphological alterations (inset in
G4). Of note were the glomerular alterations in
G5 (inset in G5) that received antivenom alone.
The greatest structural changes in the cortical
tubular nephron segments and medullary col-
lecting tubules were seen in G2: the changes
included loss or central collapse of the brush
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Figure 5. Histological renal tissue assessment in groups G1 (A and B), G2 (C and D), G3 (E and F),
G4 (G and H), and G5 (1 and J) (scale bar = 20 pm in all major panels). Insets in all groups show renal
corpuscles (scale bar = 40 pm in all inserts). G1 (control rats injected with phosphate-buffered saline;

arrows indicate the normal appearance of renal corpuscles). The effects of severe damage induced by
C. d. terrificus venom are seen in G2 (venom group): panel C, long arrows = widened filtration space
and hypercellularity; short arrows = microaneurysms; panel D = luminal cellular casts resulting from
detachment of tubular epithelial lining; G3 (rats treated with venom and saline): panel E = hyalinization
of both cortical segments and glomeruli; panel F, medullary segments showing few alterations. G4
(rats treated with venom and antivenom) and G5 (rats treated with antivenom): all panels show tissue
hyalinization leading to poorly defined cell limits; panels G and | = hemorrhagic foci and glomerular
microaneurysms (arrows); panels H and J = medullary sections showing the flattened epithelial lining of
tubular segments with a distended lumenal space. A description of the alterations is provided in the text.

border in the proximal tubules, and luminal
widening with cellular casts in the proximal and
distal tubules and collecting ducts (Fig. 5C,D).
Groups G3, G4, and G5 had a general hyaline
appearance in the nephron segments located
in the renal cortex that obscured visualization

of their cellular constituents (Fig. 5E,G,l). The
renal medulla showed less damage in enven-
omed rats treated with physiological saline so-
lution (G3) (Fig. 5F), whereas greater damage
was seen in envenomed rats treated with anti-
venom (G4) and in rats treated with antivenom
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alone (G5) (Fig. 5H,J) compared to G3 (Fig. 5F);
similar renal alterations in response to antive-
nom have been described elsewhere (Oliveira
et al. 2021), but the reasons remain to be in-
vestigated. All the changes observed here are
characteristic of renal disease (Cardoso et al.
1993; Haraldsson et al. 2008).

A comparative analysis of the frequency of his-
tological alterations in groups G1-G5 yielded
the following scores: G2 = a score of 5-6 repre-
senting a very high-frequency of alterations; G3
= 2-3, a relatively low-to-moderate frequency
of alterations; G4 and G5 = 4 indicating a high
frequency, and G1 = 0-1 indicating few or no
alterations (most of the alterations were attrib-
utable to technical artifacts).

The results of this study allow us to address
two specific issues: (a) The early onset of
AKI: Pinho et al. (2005) have shown that ap-
proximately two-thirds of patients who develop
AKI following envenomation by C. d. terrificus
do so within 24 h of being bitten and that the
mean time between being bitten and receiving
antivenom (among patients with and without
AKI) was 3 h (range: 1-48 h). Risk factors for
the development of AKI included age (greater
for children <12 years old), the time until anti-
venom administration (the greater the interval,
the greater the risk), and CK >2000 IU/mL; a
diuresis >90 mL/h was considered a protective
factor. The 2 h time frame used to assess AKI
and for antivenom administration in the pres-
ent study was based on the mean interval until
antivenom administration noted by Pinho et al.
(2005). (b) The parameters used to assess AKI:
Parameters commonly used to analyze AKI in-
duced by C. d. terrificus include urinary output
(diuresis) and glomerular filtration rate (based
on creatinine clearance), fractional excretion of
Na+ and K+, serum creatine kinase (CK), serum
and urinary creatinine and proteinuria, although
not all of these have the same usefulness (sen-
sitivity or predictive value); additional ancillary
parameters include hemoglobin, hematocrit,
and platelet counts. The choice of parameters
used here (creatinine, urea, and proteinuria) as
markers for AKI was based on previous reports
in the literature and also because these can be
easily measured in serum and urine, samples
of which can be obtained with relative ease in
the clinical setting.

Conclusion
The findings of this study show that C. d. terri-
ficus venom (6 mg kg™, i.p.) induced AKIl in rats
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within 2 h, with an increase in blood and renal
urea, creatinine, and GSH concentrations, as
well as enhanced blood GPx activity and re-
nal protein concentrations. These parameters,
together with histological analysis, could be
potentially useful biomarkers for assessing the
severity of AKI. Antivenom was effective in at-
tenuating the increase in blood urea, in normal-
izing the proteinuria, and in inactivating antioxi-
dant defense through CAT activity, but did not
protect against lipid peroxidation.
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Relationship between the toxicity of raw Annona muricata leaves extract and

7,12-dimethylbenzathracene (DMBA) with histopathological changes in wistar rats.
Relacidn entre la toxicidad del extracto de hojas crudas de Annona muricatay el

7,12-dimetilbenz antraceno (DMBA) con cambios histopatoldgicos en ratas Wistar.
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Abstract. Aims: To identify the histopathological alterations in organs of Wistar rats to evaluate toxic effects of use of Annonamuricata
Raw Leaf Extract (AMRLE) alone or in association with DMBA. Settings and Design: Sixty female Wistar rats were used, separated
into groups and treated with a single dose of 65 mg/kg of DMBA and/or with 50; 100 and 200 mg/kg of AMRLE. Hematoxylin-Eosin
(HE) and 1% methylene blue stains were used in the histopathological analysis and quantification of Aberrant Crypts (ACs) and
Aberrant Crypt Focus (ACF). Fischer and Kruskal Wallis tests were used in the statistical analysis. Results: The administration of 65
mg/kg of DMBA and/or 50, 100 and 200 mg/kg of AMRLE did not influence weight development. Some histopathological alterations
(hepatic steatosis; inflammatory foci in the liver, kidney and lung; pulmonary lymphoid hyperplasia, ectasia and hyperplasia in
mammary gland epithelium) and the development of ACs and ACF in the intestinal colon were observed in all groups, except in
the group negative control, with no statistical difference between analysed groups. Conclusions: Histopathological alterations and
the formation of ACs and ACF did not show a statistically significant difference between the groups analysed. However, although
AMRLE has antioxidant effects due to the presence of phenolic components, there was still the formation of some pathological
processes that may be related to the isolated toxic action of DMBA and/or associated with other components of AMRLE, since
these changes were not seen in the negative control group.

Keywords: Annona muricata; Graviola; DMBA,; Toxicity.

Resumen. Objetivos: Identificar las alteraciones histopatolégicas en 6rganos de ratas Wistar para evaluar los efectos toxicos del
uso del Extracto de Hoja Cruda de Annona muricata (AMRLE) solo o en asociacion con DMBA. Configuracion y disefio: Se utilizaron
sesenta ratas hembras Wistar, se separaron en grupos y se trataron con una dosis Unica de 65 mg/kg de DMBA y/o con 50, 100 y
200 mg/kg de AMRLE. Se utilizaron tinciones de hematoxilina-eosina (HE) y azul de metileno al 1% en el analisis histopatolégico y
la cuantificacion de criptas aberrantes (CA) y focus de criptas aberrantes (FCA). En el andlisis estadistico se utilizaron las pruebas
de Fischer y Kruskal Wallis. Resultados: La administracion de 65 mg/kg de DMBA y/o 50, 100 y 200 mg/kg de AMRLE no influyé
en el desarrollo del peso. Se observaron algunas alteraciones histopatoldgicas (esteatosis hepatica; focus inflamatérios en el
higado, rifidn y pulmon; hiperplasia, ectasia en epitelio de la glandula mamaria e hiperplasia linfoide pulmonar) y el desarrollo
de CA y FCA en el colon intestinal en todos los grupos, excepto en el grupo control negativo, sin diferencias estadisticas entre
los grupos analizados. Conclusiones: Las alteraciones histopatologicas y la formacion de CA y FCA no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos analizados. Sin embargo, aunque AMRLE tiene efectos antioxidantes debido a la
presencia de componentes fenolicos, aun existe la formacion de algunos procesos patolégicos que pueden estar relacionados con
la accion toxica aislada del DMBA y/o asociados con otros componentes de AMRLE, ya que estos cambios no fueron observados
en el grupo control negativo.

Palabras clave: Annona muricata; Graviola; DMBA; Toxicidad.

Introduction

Plant extracts are sources of phytochemical ing widely used in folk medicine and some stud-
substances (Ramos 2008). The Annona muri- ies report that extracts from seeds, branches,
cata tree is commonly known as soursop, be- roots, stems and fruits have several biological
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activities (Heinrich et al. 1992; Vieira et al. 2010).
Extracts from different parts of the soursop tree
were studied and 212 phytochemical compo-
nents were identified, mainly acetogenins, al-
kaloids, flavonoids, sterols and others (Rady et
al. 2018). In 2015, George et al. suggest that
the components of the A. muricata extract
have powerful antioxidant properties, being
capable of scavenging significant free radi-
cals, with a strong correlation with the pheno-
lic components. The extract from the leaves of
A. muricata has antioxidant, anti-inflammatory,
analgesic, apoptosis-inducing and cytotoxic
activity properties (Roslida et al. 2010; Abdul-
lah et al. 2017).

In 2018, Rady et al. reported that there is no
correlation between the consumption of sour-
sop and/or infusions of some parts of the
soursop with neurotoxic effects. Arthur et al.
(2011) reported that doses higher than 5 g/kg
of aqueous extract may be related to toxicity
in laboratory animals’ organs. Polycyclic Aro-
matic Hydrocarbons (PAH) are environmental
pollutants, and 7, 12 - dimethylbenzanthracene
(DMBA,) is a PAH that undergoes metabolic ac-
tivation, producing free radicals and reactive
oxygen species capable of inducing deleteri-
ous effects and causing oxidative damage in
various organs and tissue, being widely used in
experimental models using laboratory animals
(Macejova and Brtko 2001; Choi 2008).

The objective of this work was to identify the
histopathological alterations in organs of Wistar
rats to evaluate the toxic effects of the use of
Raw Extract of Annona muricata Leaves alone
or in association with DMBA.

Methods

- Obtaining the Raw Extract of Annonamuricata
Leaves (AMRLE).

The leaves of the soursop tree were collected
in Maringa-PR (Brazil) and botanical identifica-
tion was performed by Herbarium of Maringa
State University (HMSU) with the exsiccate
deposited under number 31314. The AMRLE
was obtained as described by Barbosa and
Mello (2004), where about 30 kg of A. muricata
leaves were crushed and submitted to extrac-
tion by turbolysis in Ultra-Turrax® (UTC-115KT)
for 15 minutes, with an interval of 15 minutes
repeated 3 times. 50% ethanol was used as
extracting liquid and the material obtained dur-
ing the extraction process was subjected to fil-
tration and lyophilization for 24 hours, placed in
a plastic bottle and stored in a freezer (-20°C).
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- Quantification of total phenols.

The content of total phenols present
in AMRLE was determined using the
phosphomolybdotungstic reagent by the
Folin-Ciocalteu method. The samples and the
previously validated standard curve were read
in a spectrophotometer (A = 760 nm) (BRASIL
Anvisa, 2010).

- Animals and experimental design.

Sixty female Wistar rats aged 55 days were
used, provided by the Maringa State University’s
Central Bioterium and kept in an experimental
bioterium. The animals were weighed and
randomly divided into 6 groups of 10 animals:
Group 1 (G1) — Experimental group treated with
50 mg/kg of AMRLE + DMBA (65 mg/kg)
Group 2 (G2) — Experimental group treated with
100 mg/kg of AMRLE + DMBA (65 mg/kg)
Group 3 (G3) — Experimental group treated with
200 mg/kg of AMRLE + DMBA (65 mg/kg)
Group 4 (G4) — Group treated only with 200 mg/
kg ofAMRLE

Group 5 (G5) — DMBA treated group (65 mg/kg)
Group 6 (G6) — Negative control group (without
AMRLE/DMBA)

The animals were housed in polypropylene
boxes under standardized conditions of
temperature of 22 + 1°C; 50 + 10% relative
humidity and 12h day-night cycle with free
access to feed and water. On the first day
of the experiment, animals from G1; G2; G3
and G5 groups received 65 mg/kg of DMBA
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri/USA)
diluted in 1 mL of corn oil orogastrically
(gavage) in a single dose. For 20 weeks, all
animals in groups G1; G2; G3 and G4 received
1mL of AMRLE at concentrations of 50 or 100
or 200 mg/kg which was also administered
by gavage. While animals in groups G5 and
G6 were administered 1 mL of sterile water.
At the end of the 20th week, all animals were
euthanized using a thiopental solution at dose
of 30 mg/kg, administered intravenously. After
euthanasia, part of the breast tissue and lung,
liver and kidney fragments were surgically
removed and fixed in 10% formalin solution
and sent for histological processing. Part of the
large intestine was also removed and stored in
70% ethanol until the quantification of aberrant
crypts (AC) and Aberrant Crypt Focus (ACF).

- Weight development assessment.
All animals were weighed on the first day of the
experiment, and later on each day for 20 weeks.
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- Histopathological Analysis.

Fragments of breast tissue, lungs, liver and
kidneys were dehydrated in alcoholic solutions
with increasing degrees, cleared in xylene and
embedded in paraffin. The paraffin blocks were

AMRLE did not influence the development of
the treated animals, since weight gain showed
a progressive increase in the animals’ body
mass, and there was no statistically significant
change between the analyzed groups (Table 1).

sectioned in a semi-automatic microtome,
obtaining histological sections of 4 - 5 p, which
were used to make permanent slides stained
with Hematoxylin-Eosin (HE). The reading of
the slides was performed using an optical

Table 1. Demonstration of the weight evolution
of Wistar rats belonging to experimental groups
G1 to G6 during a period of 20 weeks.

Weight evolution Experimental groups

microscope with a camera (Opticam Microscopy

Technology — Lopt 14003) with magnification of G1| G2 | G3 | G4 | G5 | G6
400X. Histopathological changes were identified (n=10) | (0=10) | (n=10)| (n=10) (n=10)| (n=T10)
and noted for the presence or absence of Initial body mass (week 1) 149.50 | 142.95|140.36 | 142.33| 143.11| 140.30
animals belonging to each group. +25.18|+24.93|+28.13|+24.03| £23.54| +26.59
- Final body mass (week 20) 296.16| 291.50) 287.16| 261.33 277.55 318.20
- Quantification of Aberrant Crypts (ACs) and +02.34|£21.16|+23.47 | +23.93| +21.17| £22.60
Aberrant Crypt Focus (ACF). _ Weight gain within twenty weeks | 146.66 | 148.55| 146.80| 119,00| 134.44|177.90
The colonic mucosa was stained with 1% +33.45|+29.57 | +30.69 | +36.79| +33.88| £25.32

methylene blue as described by Sousa et al.
(2010). The ACs and FCAs were identified and
quantified according to the criteria established

(Values expressed in grams, corresponding to the mean and standard
deviation of the initial and final body mass, as well as the weight gain.
Comparative analysis between analysed groups using Fisher Test.

by Bird (1987). After this procedure, the intestinal
tissue was also submitted to histopathological
analysis, where ACF were classified as
hyperplasia or dysplasia according to Yoshimi
et al. (2004).

- Statistical analysis.

Results were expressed as mean + standard
deviation (SD). And the statistical analysis was
evaluated by the Fischer and Kruskal Wallis
tests. Values of P < 0.05 were considered
statistically significant.

- Ethical aspects.

All experiments involving animals were done in
conformity with the worldwide accepted ethical
guidelines for animal experimentation and
approved by the Ethics Committee for Animal
Experimentation of Maringa State University
(Protocol n® 4816181115).

Results

- Chemical composition.

Approximately 1 kg of AMRLE was obtained,
corresponding to approximately 3% of total
weight of the leaves. The number of total
phenols was determined to be 274.4 + 1.62
mg/g of AMRLE.

- Effect of DMBA and/or AMRLE on weight
development.

Apparently, administration of 65 mg/kg of
DMBA and/or 50, 100 and 200 mg/kg of

p value> 0.05

- Histopathological analysis to assess the toxic
effects of DMBA and/or AMRLE.

The histopathological analysis identified some
pathological alterations, such as: hepatic
steatosis; inflammatory foci in the liver, kidney
and lung; pulmonary lymphoid hyperplasia,
ectasia and hyperplasia mammary glandular
epithelium (Figure 1).

Table 2 shows that many animals in G1, G2,
G3 and G5 groups showed histopathological
changes in liver, kidney, lung and breast tissue.
These histopathological changes may be related
to the isolated toxic action of DMBA and/or
associated with AMRLE, since these changes
were not seen in animals belonging to group 6
(negative control - without DMBA/AMRLE.

- Quantification of Aberrant Crypts (CA)
and Aberrant Crypt Focus (ACF) and
histopathological analysis.

In Figure 2A, ACF present in the large intestine
andstained withmethyleneblue canbeidentified.
The quantification results are shown in Table 3,
and in the animals in group G6 (negative control
without DMBA and/or AMRLE there was no
development of AC or ACF. However, the mean
values of the number of AC and ACF present
both in the proximal and distal regions of the
colon of animals in G1, G2, G4 and G5groups
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Figure 1: Histopathological alterations in organs or tissues of Wistar rats resulting from
the performance of DBMA and/or AMRLE 400X magnification. A) hepaticsteatosis;
B - D) inflammatory foci in the hepatic, renal and pulmonary parenchyma; E)
bronchial lymphoid hyperplasia; F) ectasia ductal; G) mammary cell hyperplasia.
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Table 2. Demonstration of the weight evolution
of Wistar rats belonging to experimental groups
G1 to G6 during a period of 20 weeks.

Experimental Groups

Alterations G1 G2 G3 G4 G5 G6
Histopathological (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Hepatic steatosis (P > 0.05)

Absent 80%(8) 60%(6) 40%(4) 100%(10) 80%(8) 100%(10)
Presence 20%(2)  40%(4) 60%@6) 0%0) 20%(2) 0%(0)
Hepatic inflammatory focus (P > 0.05)
Absent 0%(0) 0%0)  0%0) 0%0) 20%(2) 100%(10) — e &lﬁ"
< 1focus/field ~ 100%(10) 100%(10) 100%(10) 100%(10) 80%(8) 0%(0) e -
Renal inflammatory focus (P > 0.05) Figure 2B: Hyperplasic crypts

characterized by abundant glandular

Absent 20%(@2)  30%(@)  50%() 70%(7)  60%(6) 100%(10) formation arranged in several layers.

<Tfocus/field — 80%(8) 70%(7) 50%(5) 30%(3) 40%(4) 0%(0)

Pulmonary inflammatory focus (P > 0.05)

Absent 40%(  70%(7)  30%(3) 100%(10) 80%(8) 100%(10)
<1focusffield  60%(6) 30%(3) 70%(7) O%(0) 20%(2) 0%(0)

Pulmonary lymphoid hyperplasia (P > 0.05)

Absent 60%(6) 40%(4) 30%(3) 100%(10) 50%(5) 100%(10)
Presence 40%(4)  60%(06) 70%(7) 0%(0)  50%(5) 0%(0)
Breast ectasia (P > 0.05)
Absent 0%(0)  20%(2) 40%(4) 100%(10) 60%(6) 100%(10)
Presence 100%(10) 80%(8) 60%(6) 0%(0)  40%(4) 0%(0)
Breast hyperplasia (P > 0.05)
Absent 70%(7)  60%(6)  70%(7) 100%(10) 80%(8) 100%(10)
Presence 30%(3)  40%(4) 30%@3) 0%(0) 20%(2) 0%(0)
@Data presented as percentage values (number of animals used). Figure 2C: Dysplasia crypt represented by
p value obtained by Fisher's exact test. cells with cytoplasmic basophilia, alteration

in the nucleus-cytoplasm relationship
and reduction in mucin production.

]
Figure 2A: Colonic mucosa stained with methylene Figure 2D: Hyperplasic and diffuse

blue representing an FCA Composed of four CAs |ympho|d nodules occupying a |arge
with irregular luminal opening and thicker epithelial extension of the colonic mucosa.

lining compared to normal adjacent crypts.
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Table 3. Mean values in the number of aberrant
crypts (ACs) and aberrant crypt foci (ACF) present
in the proximal and distal regions of the colon of
animals belonging to the experimental groups
submitted to treatment with DMBA and/or AMRLE.

Colon proximal

AC
1 crypt

2-3 crypts

ACF
4-9 crypts

210

Colon distal
AC ACF
Torypt  2-3crypts 4-9crypts 210

G 0.40£0.52
G2 0.10+0.32
G3 1.50+0.53
G4 1.20£0.42
G5 1.00+0.67
G6 0.00+0.00

0.70+0.48
0.70+0.52
5.00+1.49
3.00+1.33
2.000.82
0.00+0.00

0.60+0.52
0.70-0.48
2.300.67
1.80£0.92
2.000.94
0.00+0.00

0.00<0.00
0.000.00
0.00+0.00
0.30+0.48
0.10+0.32
0.00+0.00

0.10<0.32 0.70+0.48 0.60+0.62 0.20+0.42
0.300.48 1.30+0.48 1.60+0.52 0.10£0.32
0.80+0.42 4.60+0.84 2.10+0.87 0.00+0.00
0.300.48 1.50+0.53 1.80+0.79 0.30£0.48
0.20<0.42 2.40=0.70 1.60+0.52 0.00£0.00
0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00

®Comparative analysis between analyzed groups using the
Kruskal Wallis Test. p value> 0.05

were very similar to each other. Kruskal Wallis
test was used for statistical analysis, obtaining
a P = 0.4895. The portion of the intestinal colon
used for the quantification of ACs and ACF was
also submitted to histopathological analysis,
showing that in Figures 2B and 2C hyperplasia
and dysplasia were observed in all groups,
except in groups G1 and G6. While lymphoid
nodules (Figure 2D) were observed in animals
from groups G2 and G3.

Discussion

The Brazilian population and also from different
regions of the world consume soursop and also
parts in the form of teas or infusions due to its
antioxidant, anti-inflammatory, analgesic and
also cytotoxic properties against different forms
of cancer (Baskar et al. 2007; Roslida et al.
2010; Abdullah et al. 2017; Ekaprasasti 2012).
The number of total phenol spresent in AMRLE
was like that described in other studies (Rady
et al. 2018). The phenolic components are
responsible for the antioxidant activity present
in A. muricata extracts (George et al. 2015;
Moghadamtousi et al. 2015; Coria-Téllez et al.
2018; Rady et al. 2018).

Ethanolic extract of A. muricata leaves has low
toxicity. It's requiring exaggerated daily con-
sumption (Sousa et al. 2010; Abdullah et al.
2017). This low toxicity was also observed dur-
ing the treatment of animals with AMRLE that
showed a progressive increase in body mass,
but there was no statistically significant differ-
ence in weight development between the nega-
tive control group (G6) and the groups treated
with DMBA and/or with AMRLE, even when ad-
ministered simultaneously with the environmen-
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tal pollutant DMBA, which after hepatic metabo-
lism gives rise to 7-hydroxymethyl — 12 - methyl-
benzanthracene (7-HMBA); 12 — hydroxymethyl
—7 -methylbenzanthracene (12-HMBA) and 7,12
- dihydroxymethylbenzanthracene (7,12-HMBA)
which are active metabolites and responsible for
oxidative damage (Ravi et al. 2005).

The study of histopathological changes in or-
gans or tissues of Wistar rats was also use-
ful in the assessment of toxicity resulting from
the use of AMRLE alone or in conjunction with
DMBA. Hepatic steatosis (Figure 1A and Table
2) is areversible cell lesion caused by the action
of exogenous chemical substances or xenobi-
otics (da Silva and Escanhoela 2009). Inflam-
matory foci in the hepatic, renal and pulmonary
parenchyma (Figure 1B-1D and Table 2) may be
due to toxic action of the active metabolites of
DMBA (7-HMBA, 12-HMBA and 7,12-HMBA)
and/ or AMRLE, but it should be noted that in
the composition of AMRLE there are phenolic
components with potent antioxidant properties,
capable to neutralize the active metabolites
(George et al. 2015; Rady et al. 2018).

The harmful effects of 7-HMBA, 12-HMBA and
7, 12-HMBA may have been partially neutral-
ized by the phenolic components of AMRLE,
reducing formation of cell and tissue lesions,
and consequently formation of moderate or
intense inflammatory processes. The anti-in-
flammatory activity of A. muricata extracts has
already been described (Roslida et al. 2010;
Sousa et al. 2010).

In Figures 1E-1G, bronchial lymphoid hyper-
plasia and breast ductal cell ectasia and hyper-
plasia were observed. These histopathological
changes were observed in all animals, except
those in groups G4 and G6 without contact
with DMBA, which is a polycyclic aromatic hy-
drocarbon (PAH), found in tobacco combustion,
having a strong association with lung diseases
and breast carcinogenesis (Macejova and Brtko
2001).

Ductal cell hyperplasia is not considered a
pre-neoplastic lesion, but it presents a very
low risk for the development of invasive
breast carcinoma. Furthermore, there is also
a relationship between smoking and the
formation of ductal ectasia (Guray et al. 2006).
As DMBA is one of the combustion products of
tobacco, there is a possibility that this chemical
compound may participate in the formation of
these pathological changes in the breast tissue.
Bronchial lymphoid hyperplasia and intestinal
mucosa can be considered as a defense
mechanism of the body against the harmful
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action of DMBA and/orAMRLE, since the
lymphoid system has a large area of interface
between the internal and external environment,
being prepared to inactivate or neutralize
aggressive agents of chemical, physical and
biological origin through a structure organized
in follicles composed of B lymphocytes and
interfollicular zone with T lymphocytes, in
addition to dendritic follicular cells that present
antigens to B Ilymphocytes, providing co-
stimulatory signals which increase the activation
and proliferation of germinal centers, resulting in
lymphoid hyperplasia (Halle et al. 2009).

The number of isolated AC and ACF in the distal
and proximal portions of the colon was similar
and there was no statistical difference between
the analysed groups. However, in Table 3, it is
observed that groups G1 and G2 (distal and
proximal region) presented a decrease in the
number of ACF with 02-03 and 04-09 crypts/
focus compared to group G3. Although this
decrease has not been confirmed by statistical
analysis, the prospect still opens up that the
experimental treatment with 50 and 100 mg/
kg of AMRLE may have contributed to the
inhibition of ACF development, controlling the
multiplicity of crypts/focus probably due to
the chemoprotective action of the phenolic
components present in AMRLE, whose action
may be related to the administered dose.

During the investigation of the antioxidant activity
of essential oils, the quantification of ACF was
considered useful for studies that assess the
antioxidant activity that acts in all stages of
the carcinogenesis process, thus promoting a
reduction in the potential risk of cancer. Since
antioxidant substances can inactivate reactive
oxygen and nitrogen species that play an
important role in carcinogenesis (Lima et al. 2020).
In the histopathological analysis using HE
stains, hyperplastic and dysplastic ACF were
visualized in all groups, except in groups G1
and G6, suggesting that AMRLE, was effective
in controlling the clonal expansion of AC and
ACF, although it was not demonstrated statistical
significance. Furthermore, it should be noted that
no tumour was observed in the experimental
groups, which is relevant information, since the
development of tumours is related to the large
number of ACF (Ansil et al. 2013; Kilari et al. 2016).
Conclusions

Histopathological alterations and the formation
of ACs and ACF did not show a statistically
significant difference between the groups
analysed. However, although AMRLE has
antioxidant effects due to the presence of

phenolic components, there was still the
formation of some pathological processes that
may be related to the isolated toxic action of
DMBA and/ or associated with other components
of AMRLE, since these changes were not seen in
the negative control group.
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Resumen. La vida y obra del literato Horacio Quiroga ha estado signada por venenos en varias oportunidades. Profundo
conocedor de la selva misionera, plasmoé en sus personajes el conocimiento de ponzofias y venenos que poseia su flora y su
fauna. En cuanto a su vida personal y la de sus familiares, el veneno estuvo presente hasta sus ultimos dias. Se describen en este
trabajo tanto los venenos detallados en su obra como también el desenlace de su suicidio con cianuro de potasio.

Palabras clave: Horacio Quiroga; Venenos; Cianuro de potasio.

Abstract. The life and the work of the writer Horacio Quiroga has been marked by poisons and venoms on several occasions.
Connoisseur of the flora and fauna of the Misiones jungle, he reflected in his characters the knowledge of poisons and venoms
that he possessed. As for his personal life and that of his family, the poison was present until his last days. Both the poisons and
venoms detailed in his work as well as the outcome of his suicide with potassium cyanide are detailed in this work.

Key words: Horacio Quiroga; Poisons; Potassium cyanide.

Introduccion

“2No es lo suficientemente impresionante en si el hecho de quitarse la vida para

Horacio Silvestre Quiroga Forteza (1878-1937)
es apreciado como uno de los primeros y prin-
cipales escritores que inicio el espacio del rela-
to en Latinoamérica, por lo que sus contempo-
raneos ya lo consideraron “el primer cuentista
en lengua castellana”. Su obra se ubica entre
el fin del modernismo y el comienzo de las van-
guardias, en lo que se diera en llamar “la gene-
racion del novecientos”.

Nacido en Salto, Uruguay, trabajé en tareas tan
variadas como ser docente en gramatica cas-
tellana, fotégrafo de Leopoldo Lugones, Juez
de Paz en San Ignacio, Misiones, y al final de
sus dias, diplomatico. Sus obras publicadas in-
cluyen poesias, prosas liricas y novelas breves
(Figura 1).

que se anden buscando motivos?”
Emil Cioran. “En las cimas de la desesperacion”

Figura 1. Horacio Quiroga. Fuente: Wikipedia.
(https://commons.wikimedia.org/wiki/
File:Horacio_Quiroga.jpg).
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Pero su genio se evidencié en los casi 240
cuentos que escribié, donde la estructura, la
tension narrativa, la consumacion de la historia
y el impacto del final estuvieron inspirados en
sus autores preferidos: Edgar Allan Poe, Rud-
yard Kipling, Guy de Maupassant y Antén Ché-
jov. Muchos de sus cuentos describen anima-
les ponzofiosos y ciertos venenos que hacen
a la trama de la obra. En los tragicos cuentos
inspirados en la selva misionera hizo alarde de
envenenamientos por viboras, arafas, enjam-
bre de abejas asesinas, rayas y otros animales
ponzofosos, como también realizé descripcio-
nes pormenorizadas acerca de los efectos de
drogas psicoactivas.

En la antologia “Suicidas” (2003), Quiro-
ga aparece junto a otros tres autores (Ernest
Hemingway, Silvia Plath y Cesare Pavese) en
una seleccion prologada por el poeta espafol
Benjamin Prado, quien subraya que el suicidio
de un autor convierte el acto de lectura en una
actividad policial que fuerza al critico a buscar
las huellas de un crimen (Mendoza 2018).
Veamos la presencia y variedad de venenos
que se encuentran en su obra.

A la deriva

Uno de los mejores relatos de “Cuentos de
amor de locura y de muerte”, de 1917, es el
titulado “A la deriva” (Quiroga 2003). El co-
mienzo nos introduce subitamente en la pro-
blematica toxicoldgica de la siguiente manera:
“El hombre pisé algo blanduzco, y enseguida
sintié la mordedura en el pie. Salté adelante,
y al volverse con un juramento vio una yarara-
cusu que arrollada sobre si misma, esperaba
otro ataque...”. En este cuento, Quiroga esta-
blece una magistral descripcion del proceso de
envenenamiento que sufre un canoero por la
mordedura de una yarara (Bothrops jararacus-
su), sin omitir detalles clinicos desde el acci-
dente hasta la muerte, poniendo en evidencia
Su experiencia en algun caso real.

Los cazadores de ratas

En 1904, Quiroga, recién llegado de un frus-
trante viaje a Paris, se radica en el Chaco, en
una chacra que compra en el paraje El Saladito,
a 7 kilbmetros de Resistencia. Fue su primera
experiencia con la dura vida en el monte, inclu-
yendo el riesgo de la exposicion a la fauna ve-
nenosa, que luego profundizaria en Misiones.
En el cuento “Los cazadores de ratas”, narra
las vicisitudes que padece una familia de colo-
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nos presuntamente alemanes radicados en el
Chaco, que se apropian de un terreno que las
“cascabeles” consideraban como propio. De a
poco las serpientes se animan a ingresar en la
vivienda, atraidas por la proliferacion de ratas.
Cuando el hombre las descubre, mata a un ma-
cho, provocando que la hembra, en venganza,
muerda a Otto, el pequefio hijo que juega solo,
bajo el sol de la siesta.

Un peén

Este cuento de 1924 relata un episodio en el
cual Cirila, una joven empleada del relator, es
mordida por una “yararacusu”. Quiroga hace
una descripcién de la patologia inicial de esta
afeccioén y luego del tratamiento que se aplico
al no contar con el suero antiofidico: “En casa
le habian ligado el tobillo, tratando en seguida
de inyectarle permanganato. Pero no es facil
darse cuenta de la resistencia que a la entrada
de la aguja ofrece un taldn convertido en pie-
dra por el edema. Examiné la mordedura, en la
base del tenddn de Aquiles. Yo esperaba ver
muy juntos los dos clasicos puntitos de los col-
millos. Los dos agujeros aquellos, de que aun
fluian babeando dos hilos de sangre, estaban a
cuatro centimetros uno de otro; dos dedos de
separacion. La vibora, pues, debia ser enorme.
Cirila se llevaba las manos del pie a la cabeza, y
decia sentirse muy mal. Hice cuanto podia ha-
cer; ensanche de la herida, presion, gran lavaje
con permanganato, y alcohol a fuertes dosis.
Entonces no tenia suero; pero habia interveni-
do en dos casos de mordedura de vibora con
derroche de cafia, y confiaba mucho en su efi-
cacia. Acostamos a la muchacha, y Olivera se
encargo del alcohol. A la media hora la pierna
era ya una cosa deforme, y Cirila —quiero creer
que no estaba descontenta del tratamiento—
no cabia en si de dolor y de borrachera... al
dia siguiente, a las cinco de la mariana, Cirila
estaba fuera de peligro inmediato, aunque la
hinchazdn proseguia.”.

La serpiente de cascabel

En 1906, Quiroga publico en la revista “Caras
y Caretas” el relato “La serpiente de cascabel”,
que no tiene la estructura literaria de un cuento
sino el de la narracién de sus primeras expe-
riencias con estos ofidios en el monte chaque-
fio. El autor hace una amplia descripcién de la
serpiente, de sus habitos y de los mitos popu-
lares sobre la misma, para finalizar con el relato
de su propia experiencia.
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La caceria de la vibora de cascabel

Entre enero y abril de 1924, Quiroga publico
cuentos dirigidos al publico infantil en la po-
pular revista “Billiken”, a los que llamé “Cartas
de un cazador”, que luego serian recopilados
en un volumen, constituyendo una de las obras
menos conocidas del prolifico cuentista. El au-
tor consideraba que estaban dirigidos espe-
cialmente para niflos de 6 a 10 afos, aconse-
jando que un adulto acompafara al nifio en su
lectura, dado el caracter tenebroso habitual de
sus relatos. En cada carta, el cazador, en pri-
mera persona, narra su Ultima caceria a quie-
nes llama siempre “Mis chiquitos”. En uno de
los cuentos, que se llama “La caceria de la ser-
piente de cascabel”, Quiroga vuelve a demos-
trar sus amplios conocimientos sobre la ana-
tomia y fisiologia de estos reptiles, asi como
sus experiencias en los efectos locales y sisté-
micos de la mordedura y del veneno: “Tienen
dos glandulas de veneno que comunican con
sus dos colmillos. Estos dientes son huecos, o,
mejor dicho, poseen un fino canal por dentro,
exactamente como las agujas para dar inyec-
ciones. Y como esas mismas agujas, los dien-
tes de la vibora de cascabel estan cortados en
chanfle o bisel, como los pitos de vigilante y los
escoplos de carpintero.

Cuando las viboras hincan los dientes, aprie-
tan al mismo tiempo las glandulas, y el veneno
corre entonces por los canales y penetra en la
carne. En dos palabras: dan una inyeccion de
veneno”.

La miel silvestre

Asi como el canoero de “A la deriva” conocia
de sobra el riesgo al que se exponia al caminar
por la selva, en otro cuento del mismo libro,
“La miel silvestre”, el protagonista es Gabriel
Benincasa, un joven contador urbano de visita
en el obraje de su padrino, de quien desoye las
advertencias sobre los peligros de la selva. Es
asi que ingiere miel de las celdas de un panal
que encuentra en el monte, y apenas comien-
za a percibir sintomatologia neurolégica, toma
conciencia que quedara paralizado y presa de
hormigas carnivoras que lo devoraran.

“~Qué curioso mareo... —penso el contador-. Y
lo peor es...

Al levantarse e intentar dar un paso, se habia
visto obligado a caer de nuevo sobre el tron-
co. Sentia su cuerpo de plomo, sobre todo las

piernas, como si estuvieran inmensamente hin-
chadas. Y los pies y las manos le hormiguea-
ban. —jEs muy raro, muy raro, muy raro! —se re-
pitié estupidamente Benincasa, sin escudrinar
sin embargo el motivo de esa rareza—.

Como si tuviera hormigas... La correccion —
concluyad.

Y de pronto la respiracion se le cortd en seco,
de espanto.

—iDebe de ser la miel...! jEs venenosa...! jEstoy
envenenado!

Y a un segundo esfuerzo para incorporarse, se
le erizd el cabello de terror: no habia podido ni
aun moverse. Ahora la sensacion de plomo y
el hormigueo subian hasta la cintura. Durante
un rato el horror de morir alli, miserablemente
solo, lejos de su madre y sus amigos, le cohibio
todo medio de defensa.

—iVoy a morir ahora...! jDe aqui a un rato voy a
morir...! jYa no puedo mover la mano...!

En su panico constatd sin embargo que no te-
nia fiebre ni ardor de garganta, y el corazon y
pulmones conservaban su ritmo normal. Su an-
gustia cambid de forma.

—iEstoy paralitico, es la paralisis! jY no me van
a encontrar..!

Pero una invencible somnolencia comenzaba a
apoderarse de él,

dejandole integras sus facultades, a la par que
el mareo se aceleraba...”

En este caso el autor se toma una licencia li-
teraria habida cuenta que no se encuentran
registros toxinoldgicos acerca de un veneno
neurotdxico proveniente de hormigas, abejas o
avispas que pudiesen justificar el cuadro clini-
co descripto en un ser humano.

Anaconda

Un afo después de la publicacién de los cuen-
tos de la selva para adultos, Quiroga empren-
de la edicion de una serie similar pero esta vez
dirigido al publico infantil. En 1917, luego de la
muerte de su mujer, Ana Maria, el escritor se
muda a Buenos Aires con sus hijos Eglé y Da-
rio. Como los pequefios extrafian la vida en el
monte misionero, el padre crea para ambos un
conjunto de cuentos animados por los anima-
les que tan bien conocian y recordaban, com-
pilados bajo el titulo de “Cuentos de la selva”,
publicado en Buenos Aires en 1918. Pronto la
obra trascendio el circulo familiar y progresiva-
mente fue convirtiéndose en un clasico de la
literatura rioplatense para nifios.

El cuento mas famoso del libro es “Anaconda”,
que incluye un dialogo entre serpientes vene-
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nosas y no venenosas, en el que comentan la
instalacion de un instituto para la creacién de
suero antiofidico, como también la sistematica
para la produccién de sueros heterdlogos.

“La Casa, motivo de preocupacion de la selva,
habiase convertido en establecimiento cienti-
fico de la mas grande importancia. Conocida
ya desde tiempo atras la particular riqueza en
viboras de aquel rincén del territorio, el Go-
bierno de la Nacion habia decidido la creacion
de un Instituto de Seroterapia Ofidica, donde
se prepararian sueros contra el veneno de las
viboras. La abundancia de éstas es un punto
capital, pues nadie ignora que la carencia de
viboras de que extraer el veneno es el principal
inconveniente para una vasta y segura prepara-
cion del suero. El nuevo establecimiento podia
comenzar casi en seguida, porque contaba con
dos animales -un caballo y una mula- ya en vias
de completa inmunizacion. Habiase logrado or-
ganizar el laboratorio y el serpentario. Este ulti-
mo prometia enriquecerse de un modo asom-
broso, por mas que el Instituto hubiera llevado
consigo no pocas serpientes venenosas, las
mismas que servian para inmunizar a los ani-
males citados. Pero si se tiene en cuenta que
un caballo, en su dltimo grado de inmunizacion,
necesita seis gramos de veneno en cada inyec-
cion (cantidad suficiente para matar doscientos
cincuenta caballos), se comprendera que deba
ser muy grande el numero de viboras en dispo-
nibilidad que requiere un Instituto del género.”
Aqui el autor evidencia conocimiento del tema,
aunque con algunas inexactitudes ya que la
cantidad de veneno utilizado por aquella época
para inmunizar, rondaba el gramo por caballo,
siendo actualmente la cantidad que se usa por
equino muchisimo menor, de entre veinte a cin-
cuenta miligramos, por lo que con un gramo de
veneno de Bothrops se puede inmunizar hasta
cincuenta caballos. Asimismo, si bien es muy
dificil decir con exactitud cuantos caballos
podrian morir con seis gramos de veneno de
Bothrops, tedricamente, dependiendo del tipo
de veneno botrépico vy la talla de los equinos,
podria suponerse entre treinta y sesenta.

Las medias de los flamencos

Cuento que recoge leyendas populares que
explicaban el color y el comportamiento de los
flamencos a partir del contacto con las serpien-
tes de coral (Micrurus sp) y las falsas corales.
“Ademas, las viboras de coral estaban seguras
de que los flamencos iban a morir, porque la
mitad, por lo menos, de las viboras de coral
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que los habian mordido, eran venenosas.

Pero los flamencos no murieron, corrieron a
echarse al agua, sintiendo un grandisimo dolor.
Gritaban de dolor, y sus patas, que eran blan-
cas, estaban entonces coloradas por el veneno
de las viboras. Pasaron dias y dias, y siempre
sentian terrible ardor en las patas, y las tenian
siempre de color de sangre, porque estaban
envenenadas”.

La tortuga gigante

Este relato describe la conservacién y el trasla-
do de las peligrosas serpientes venenosas.
“Habia también agarrado, vivas, muchas vibo-
ras venenosas, y las llevaba dentro de un gran
mate, porque alla hay mates tan grandes como
una lata de querosene”.

En la noche

También la picadura del aguijon caudal vene-
noso de la raya de agua dulce, muy comun en
el rio Parana, tiene su presencia en la obra de
Horacio Quiroga. En el cuento “En la noche”
(1921) el protagonista, que junto a su mujer vie-
ne navegando por el Parana luchando contra
las corrientes, al hacer un alto para descansar
en la ribera pisa un ejemplar de raya. El dolor
es lacerante, pero finalmente no pone en peli-
gro la vida del accidentado. El tema principal
es entonces el sobreesfuerzo de la mujer para
llegar remando sola al destino en el cual espera
encontrar el tratamiento que considera salva-
dor: la aplicacién del aji macho quemado.

Mas alla

En 1935, Quiroga publica uno de sus ultimos
libros de cuentos, “Mas alla”, que merecid el
Premio del Ministerio de Instruccién Publica del
Uruguay de 1936. La obra recopil6 once cuen-
tos que ya habian sido publicados, con el co-
mun denominador de referirse a experiencias
extremas de naturaleza psiquica, con su séquito
de locura y muerte. El cuento “Mas alla” (1925)
relata la historia de amor de una pareja, prohibi-
da por la oposicion de la familia de la mujer. Sin
poder superar esta situacion, la pareja decide
suicidarse ingiriendo un veneno mortal.

“A un tiempo tomamos el veneno. En el brevisi-
mo espacio de tiempo que media entre recibir
de su mano el vaso y llevarlo a la boca, aquellas
mismas fuerzas de los abuelos que me preci-
pitaban a morir se asomaron de golpe al borde
de mi destino a contenerme... jtarde ya! Brus-
camente, todos los ruidos de la calle, de la ciu-
dad misma, cesaron. Retrocedieron vertigino-
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samente ante mi, dejando en su hueco un sitio
enorme, como si hasta ese instante el ambito
hubiera estado lleno de mil gritos conocidos.
Permaneci dos segundos mas inmoviles, con
los ojos abiertos. Y de pronto me estreché con-
vulsivamente a él, libre por fin de mi espantosa
soledad.

iSi, estaba con él; e ibamos a morir dentro de
un instante!

El veneno era atroz, y Luis inicid primero el paso
que nos llevaba juntos abrazados a la tumba.

— Perddname— me dijo oprimiéndome todavia
la cabeza contra su cuello. Te amo tanto que te
llevo conmigo”™.

—Y yo te amo—Ile respondi—, y muero conti-

go”.

Pasado amor

Entre las pocas novelas escritas por Horacio
Quiroga se encuentra “Pasado amor” (1929)
que narra la historia conflictiva de un triangulo
amoroso. En un momento de la relacion, el au-
tor mostré también conocimiento acerca de la
resistencia de ciertos animales a determinadas
ponzofas.

“De las jaulas del zoo surgio Ekdal con un coati
bajo un brazo, y una vibora colgada por la cola,
del otro.

—Cuando usted tenga tiempo para mi —dijjo a
Moran—, vamos a estudiar la resistencia del coa-
t/ al veneno de las viboras. He hecho morder a
éste por la yarara que usted ve, hace una hora. Y
esta, yo creo, tan sano como usted y como yo”.

Historia de un amor turbio

Se trata de una de las primeras obras de Qui-
roga, publicada en 1908 y con un evidente ca-
racter autobiografico, ya que por entonces se
habia enamorado de una de sus alumnas del
colegio normal, Ana Maria Cires, a quien lleva-
ba diez afios de diferencia. En el libro, el autor
utiliza también al veneno como un recurso lite-
rario, incorporandolo como metafora de dichos
y situaciones mal intencionadas.

“2Por qué Eglé no le habia dicho entonces que
habia tenido novio?

El veneno habia entrado ya. Evocd en un se-
gundo todas sus certidumbres de la honradez
de su novia compradas tras dias de martirio, y
ni una siquiera resistio a esta pregunta....
—iNo, por favor!... —gimid Eglé, volviéndose al
otro lado. Pero Rohan tenia tras él tres dias de
emponzofiada amargura, y cada noble evasiva
de Eglé era una nueva inyeccion de veneno en
la herida emponzofada”.

El haschich

“El crimen del otro” es el segundo libro de Qui-
roga, publicado en 1904, integrado por doce
cuentos, incluyendo el titulado “El haschich”,
en el cual hace la descripcién pormenorizada y
en primera persona de los distintos estadios y
las sensaciones percibidas tras el consumo de
una importante dosis de drogas, que por aque-
lla época eran de facil adquisicién. “En cierta
ocasion de mi vida tomé una fuerte dosis de
haschich que me puso a la muerte. oy a con-
tar lo que senti: 1° para instruccion de los que
no conocen practicamente la droga; 2° para los
apologistas de oidas del célebre narcdtico.

La cuestion pasé en 1900. Diré de paso que
para esa época yo habia experimentado el opio
en forma de una pipa de tabaco que, a pesar
de la brutal cantidad de opio (1 gramo), no me
hizo efecto alguno; habiame saturado -toda
una tarde- de éter, con nauseas, cefalgia, etc.;
sabia de memoria el cloroformo que durante
un afio me hizo dormir cuando no tenia suefio,
cogiéndome éste a veces tan de improviso que
no tenia tiempo de tapar el frasco; asi es que
mas de una noche dormi ocho horas boca aba-
Jjo, con 100 gramos de cloroformo volcado so-
bre la almohada. Al principio lo respiraba para
alucinarme gratamente, lo que consegui por un
tiempo; después me idiotizaba, concluyendo
por no usarlo sino en insomnios; lo dejé. Y un
buen dia llegué al haschich, que fue lo grave”.
A continuacién, Quiroga acude a la colabora-
cion de Alberto Brignole, un amigo estudiante
de medicina y compafiero de cuarto, para que,
cuaderno en mano, anotara detalladamente los
efectos del téxico durante las trece horas que
duré el experimento. En las notas que cierran
el cuento, Brignole discrimina los periodos de
la intoxicacion en horas y hasta en minutos.
Quiroga transcurre por sintomas como la su-
doracion, las alteraciones del pulso, las visio-
nes monstruosas, la fijacion en los objetos y la
estimulacion de la lucidez.

De los veintitrés cuentos con tematica suicida,
solamente doce de ellos serian recopilados en
colecciones publicadas en vida y dos de ellos
— “Los ojos sombrios” (1911) y “El infierno ar-
tificial” (1913) fueron suprimidos a partir de la
tercera edicion de “Cuentos de amor de locura
y de muerte”.

Los ojos sombrios

El tema del cuento es el amor ya que todos
los personajes del mismo se encuentran ena-
morados de otro personaje, pero también es la
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muerte porque Vecerra se termina suicidando
cuando se da cuenta que su novia Maria y su
mejor amigo Zapiola se encuentran enamora-
dos uno del otro y por su enfermedad (tisis).

El infierno artificial

Desde el inicio Quiroga deja en claro que su
cuento tendra como tema recurrente las adic-
ciones, convirtiéndolo en leitmotiv y usandolo
como medio para crear a los personajes. Un
sepulturero adicto al cloroformo sufre la aluci-
nacién de estar conversando con un hombreci-
llo amarillo, situado en la base del craneo de un
cadaver. Este hombrecillo le relata cémo varios
afos de adiccién primero a la morfina 'y luego a
la cocaina terminaron llevandolo al suicidio. Sin
embargo, su adiccion lo acompanaria incluso
mas alla de su muerte.

Este cuento es, junto con “El haschich”, uno de
los cuentos que mas se centran en el consumo
de drogas en su obra.

Seguramente sus peligrosas experiencias ju-
veniles con el haschich y el cloroformo, pue-
dan confirmar las palabras de Emir Rodriguez
Monegal, cuando sobre el tema decia que “un
suicida no se hace en un dia: es un lento traba-
jo de afios” (Rodriguez Monegal 1967).

Su tragica vida

Desde el nacimiento, su vida estuvo rodeada
de un inverosimil nimero de muertes violen-
tas. Suicidios, asesinatos y accidentes fatales
fueron tragedias que estuvieron entre sus fa-
miliares y seres queridos, lo que impacté en la
lectura de su vida y obra, motivando la indaga-
cion sobre los verdaderos motivos de su suici-
dio. La acumulaciéon de macabros eventos en
la vida de Horacio Quiroga lo han convertido en
el paradigma del autor tragico dentro las letras
latinoamericanas.

En el primero de estos eventos tragicos, su pa-
dre, Prudencio Quiroga, viceconsul argentino
afincado en Salto, se disparé accidentalmente
un escopetazo durante un viaje de caza, por lo
que guedd huérfano a los dos meses de vida.
Su madre, Pastora Forteza se volvié a casar en
1891 con Mario Barcos, pero laimagen paterna
volveria a desdibujarse cuando en 1896 quedd
paralizado a raiz de un derrame cerebral. La
tragedia en la familia volvié a ocurrir en 1899
en Salto, cuando Horacio, de 16 afios de edad
en ese momento, fue testigo del momento en
que su padrastro quién, habiendo quedado pa-
ralitico, fue capaz de accionar el gatillo de la
escopeta con el dedo del pie.
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La escritura no fue su Unica pasién. Cultivo
también el ciclismo, la fotografia y hasta la qui-
mica, datos no menores que nos permitiran
conjeturar mas adelante. En 1901 vio el lanza-
miento de su primera coleccion literaria “Los
arrecifes de coral”’, que se la dedicé a Leopol-
do Lugones, a quien admiraba desde que leyo
“Oda a la desnudez” del poeta cordobés. Pero
el logro editorial fue eclipsado por la muerte de
sus dos hermanos, Prudencio y Pastora, quie-
nes sucumbieron a la fiebre tifoidea ese mismo
ano.

No habia pasado un afio de estas pérdidas
cuando Quiroga disparé y maté accidental-
mente a su amigo Federico Ferrando mientras
auspiciaba de “padrino” y limpiaba la pistola
con que éste se batiria a duelo con el periodis-
ta German Papini Zas. Luego de cuatro dias
de detencion, Quiroga fue finalmente absuelto
y liberado por parte de la policia por considerar
el episodio como un accidente fatal. Sin em-
bargo, el sentimiento de culpa que sentia fue
tan grande que decidi6 abandonar Uruguay
para radicarse en la Argentina, donde pasaria
el resto de su vida.

Cuando Leopoldo Lugones proyectd un viaje
de estudio a las misiones jesuiticas de San Ig-
nacio, le propuso llevarlo como fotografo. Fue
en este viaje que Quiroga se deslumbrd con
una tierra de la que quedaria prendado para
siempre. En 1908 comprd una chacra de 185
hectareas sobre el Alto Parana en San Igna-
cio, provincia de Misiones, y una vez-instalado
en plena selva misionera, comenzé a publicar
historias que permitieron adentrar al lector a la
jungla junto con él.

Desempefiandose como maestro, en 1909, y a
pesar de la oposicién de los padres franceses,
se cas6 con una de sus alumnas, Ana Maria
Cires. Aunque tendrian dos hijos en los proxi-
mos anos, la vida remota y peligrosa que llevo
la familia, resulté demasiado para Ana, lo que
la llevé a suicidarse a la edad de 25 afos ingi-
riendo uno de los preparados que su marido
usaba para el revelado fotografico, falleciendo
en diciembre de 1915 tras ocho dias de tortuo-
sa agonia.

La fotografia, que lo habia anclado a Misiones,
luego de esta tragedia, ahora lo alejaba de ese
lugar. Quiroga regres6 con sus hijos a Buenos
Aires y trabajo en el consulado uruguayo mien-
tras continuaba con su produccién literaria.
Entre 1919 y 1922 mantuvo una estrecha re-
lacion con la poetisa Alfonsina Storni, a quien
le propuso irse juntos a Misiones. La poetisa,
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indecisa, le consulté a su amigo, el pintor Quin-
quela Martin, quien le respondié “;Con ese
loco? iNo!”.

Sin embargo, su espiritu enamoradizo hizo que
tras esta negativa comenzara a prestar aten-
cion a una de sus alumnas, Ana Maria Palacio,
de 17 afos. En este caso, sus padres no solo
se opusieron a la relacion, sino que la llevaron
lejos del alcance del escritor. Finalmente, en
1927 se casé con Maria Elena Bravo, compa-
fera de su hija Eglé. La joven y flamante espo-
sa tenia solo 19 afos y Quiroga le llevaba casi
30 aflos mas. En 1928 tuvieron una hija, Maria
Elena, “Pitoca”.

En 1932 la familia regresé a su chacra en Mi-
siones, pero las dificultades que habian sig-
nado a Quiroga durante toda su vida, no lo
abandonaron. En medio de una enfermedad
persistente y que cada vez complicaba mas su
estado de salud, publicé su ultimo trabajo en
1935, época en que su esposa lo dejo y regre-
s6 a Buenos Aires. Después de un par de afios
en solitario, Quiroga vuelve también a Buenos
Aires por problemas de salud, supuestamente
por lo que creia una infeccion urinaria. Hora-
cio Quiroga fue asistido y diagnosticado en el
Hospital de Clinicas “José de San Martin” con
el diagndstico de cancer de préstata terminal,
tras una internacién que duré cinco meses. En
su transcurso, los cirujanos le practicaron una
talla vesical para aliviar su padecimiento. Se-
gun Rodriguez Monegal, para justificar la de-
mora en encarar la operaciéon que tanto espe-
raba el paciente, le comentaban que habia que
esperar el regreso del prestigioso cirujano José
Arce. Aunque separado de hecho, fue cuida-
do diligentemente por su esposa durante ese
tiempo.

Muchas historias se han escrito y se han repe-
tido acerca de su tragica historia de vida. Uno
de estos relatos refiere que, durante su prolon-
gada internacion en el hospital, Quiroga cono-
ci6é a Vicente Batistessa, paciente afectado de
una elefantiasis que por darle un aspecto de
monstruo era mantenido oculto en el sétano,
lejos de la vista del publico. El escritor se indig-
nd y exigié que fuera su comparero de cuarto.
Parece ser que fue el propio Batistessa quien
escuchd una conversacion de los médicos
tratantes de Quiroga en la que comentaban la
situacion ominosa de su companero de cuar-
to. Batistessa se lo conté a su nuevo amigo,
el cual exigidé a los médicos que le dijeran la
verdad. Ya en conocimiento de su prondstico
inexorable, Horacio Quiroga pidié dar un pa-

seo. Regres6 a la noche, con una cantidad de
cianuro de potasio que nadie supo donde lo
habia comprado. Lo ingirié6 esa misma noche y
murié al dia siguiente. Era el 18 de febrero de
1937 (Yasmin Ali 2022).

Esta historia contiene mucha similitud con Jo-
seph Carey Merrick, el llamado hombre elefan-
te, que vivio sus ultimos afos en el Royal Lon-
don Hospital. Sin embargo, no hay en la actua-
lidad documentacion en el Hospital de Clinicas
que avale dicha internacion y menos que exis-
tiesen pacientes internados en sétanos.
Consultado el registro obrante en la Direccion
de Estadistica y Archivos Médicos del Hospital
de Clinicas, a través de la busqueda en los li-
bros de guardia de todo el afio 1936, no se en-
contré que el autor haya ingresado por guardia,
aunque si se pudieron constatar en ese perio-
do consultas por parte de cuatro pacientes
con el apellido Quiroga (Dolores de 25 afios de
edad y domiciliada en Maipu 723, Antonio de
17 afos domiciliado en Bermudez 771, Dolo-
res de 60 afos domiciliada en Rodriguez Pefia
1568 y Carlos de 3 afios domiciliado en Talca-
huano 451). No se encontré en estos pacientes
relacion filial ni de domicilio con el escritor.
Dirigidos entonces al Departamento de Archi-
vos del Registro Civil de la Ciudad de Bs As,
se pudo acceder al certificado de defuncion en
donde consta que el cuerpo fue hallado en su
casa de la calle Moreno 786. Este documento
certifica que el escritor no se suicidé en el Hos-
pital, sino en su domicilio (Figura 2).

Figura 2. Certificado del médico de policia donde
consta la direccidon donde fue hallado el occiso.
(Archivo del Registro Civil).
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Natalio Botana, director del diario “Critica”
fue quien pago los gastos del sepelio, ya que
Quiroga murié en la pobreza. Fue velado en
la Sociedad Argentina de Escritores, entidad
que habia fundado junto a Lugones. Su amiga
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Alfonsina Storni se ocup6 de despedirlo a la
manera que mejor sabia hacerlo: “Morir como
tu, Horacio, en tus cabales, y asi como en tus
cuentos, no esta mal; un rayo a tiempo y se
acabo la feria...

alla diran” (Figura 3).

Figura 3. Acta y registro de defuncién de Horacio
Quiroga. (Archivo del Registro Civil).

Su gran amigo, el médico y escritor Baldomero
Fernandez Moreno, quien se encargé de lle-
var las cenizas de Quiroga al cementerio de su
Salto natal en una urna tallada de quebracho,

escribi6 como homenaje y epitafio: “He aqui

las cenizas, oh Salto, de tu hijo. De ti salio y es
justo y es natural que vuelva. El corazdn de un
arbol ya es su eterno cobijo: el silencio, la som-
bra y el pavor de la selva” (Fernandez Moreno
1957).

Leopoldo Lugones diria luego que su amigo
Quiroga tuvo finalmente un “suicidio de muca-
ma”. Tal vez como una cruel burla del destino,
un afno después se suicidaria él también con
cianuro, en este caso rebajado con whisky, en
una habitacién del recreo del Delta del Parana
“El tropezon”, en el Tigre, el 19 de febrero de
1938. Quiroga y Lugones no solo compartieron
la eleccién del veneno para poner fin a sus vi-
das, ambos debieron enfrentar seria oposicion
familiar al enamorarse de mujeres jovenes. El
cianuro era por entonces un veneno econdémi-

CO, que se conseguia en las farmacias y que
lleg6 a ser el predilecto de los suicidas pobres
pero decididos.

Otros escritores, como Emir Rodriguez Mone-
gal, diran que Quiroga se envenena con cianu-
ro tras haber cumplido “su destino en la tierra”,
o que prefirié el suicidio “para eludir para siem-
pre la insistencia de una vida compleja y ad-
mirable” como sentenciara Juan Carlos Onetti.
El 25 de octubre de 1938 se sumaria su amor
imposible, Alfonsina Storni, en este caso, in-
ternandose en el mar en la ciudad de Mar del
Plata.

La impronta autodestructiva que roded su vida
no ceso con su muerte. Su hija Eglé se suicido
un afo después de su padre en San Ignacio y
su hijo Dario haria lo propio en 1952 en Bue-
nos Aires luego de dar una conferencia sobre
su padre. Su otra hija, Maria Elena, recorreria
el mismo camino en enero de 1988 lanzando-
se desde un noveno piso de un hotel de Bue-
nos Aires.
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Conclusiones

Podemos repetir las palabras de Castillo en
“Liminar”, cuando dice que “No hay casi cuen-
to de Quiroga donde el protagonista no sea la
muerte” (Castillo 2012), o que “las muertes, el
miedo, el horror... que lo rodearon siempre...
se erigen como el hilo conductor de gran parte
de sus cuentos” (Costa Toscano). Nada se pue-
de agregar a lo que tantos literatos e historiado-
res ya han escrito acerca de esta tragica vida.
Solo queda agregar el analisis de la eleccion del
veneno, la ultima decision de todo suicida.

El cianuro de potasio (KCN) es una sal inorga-
nica, soluble en agua, cuya ingestion es suma-
mente peligrosa y que posee un caracteristico
olor a almendras amargas (aunque el 10% de
la poblacién posee una determinante genética
que le impide percibir este olor). Se lo utiliza en
actividades tan variadas como la joyeria para
dar brillo al oro, en mineria para extraer meta-
les de los minerales, la galvanoplastia o las ca-
maras de gas, método de ajusticiamiento legal
utilizado en los Estados Unidos para la pena
de muerte desde 1920 hasta 1990 (DPIC 2006).
Pero el cianuro es utilizado también en fotogra-
fia en los banos fijadores de accion rapida a fin
de eliminar el haluro de plata que no ha sido
revelado. Quiroga, como fotdgrafo, tenia estos
productos en su cuarto oscuro para revelar sus
fotografias. Su esposa se suicidé bebiendo es-
tos, lo mismo que él hiciera en su domicilio. Y
si bien la muerte de ambos no fue un pacto de
amor, como lo plasmé en su obra “Mas alla”,
el cianuro de potasio terminaria igualando la
muerte de la pareja.
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Toxicologia Clinica
Fundamentos para la prevencion, diagnédstico y tratamiento de las intoxicaciones
Libro de Editorial Panamericana. Damin y colab. 2022. 712 paginas. Edicion impresa y en version digital

Después de un largo paréntesis, con la consecuente
evolucion del conocimiento en el area de la toxi-
cologia, sale a la luz en abril de 2022 una nueva
obra, que ha logrado amalgamar el conocimiento
y la experticia de 80 profesionales, distinguidos en
el campo de la toxicolégica de Argentina, Brasil,
Chile, Guatemala, México, Nicaragua, Paraguay,
Uruguay, junto a sus colaboradores.

Libro que sin duda sera un documento de consulta
y estudio tanto para la formacion de grado, como
de posgrado en el area de la toxicologia clinica,
que si bien en un comienzo fue pensado como
texto para los estudiantes de la Primera Catedra
de Toxicologia de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Buenos Aires, creada en el afo
1892. Durante su edicidon, dejé en evidencia la
necesidad existente en la region de contar con
una obra, actualizada, en idioma espanol, que no
solo fuera de consulta y estudio para la formacion
de grado de estudiantes de medicina, sino tam-
bién para estudiantes de farmacia, enfermeria, y
de las carreras de posgrado en toxicologia, me-
dicina laboral, medicina legal y salud ambiental,
sumado al requerimiento que existia por parte de
los Centros de Informacion y Asesoramiento Toxi-
colodgicos de la region. En este sentido es que, al
primer grupo de autores, en su mayoria médicos
docentes de la Primera Céatedra de Toxicologia de
Facultad de Medicinas de la Uni-
versidad de Buenos Aires, se su-
maron Directores de Centros de
Toxicologia y Profesores del area
de la toxicologia de distinguidas
Universidades de América, los que
aportaron vastos conocimientos
y enriquecieron la obra con valio-
sos aportes y distintas miradas
sobre las problematicas toxico-
|6gicas de la region, que permite
introducir a los avidos lectores en
los mas importantes avances en
las distintas facetas que contiene
esta ciencia.

La obra mantiene una estructura
clasica, con el desarrollo de 24
capitulos, agrupados en 3 par-
tes, una de toxicologia general,
otra de temas especificos, donde se detallan las
intoxicaciones mas frecuentes por gases, hidro-
carburos, alcoholes, plaguicidas, causticos, me-

Toxicologia
Clinica

tales y metaloides, medicamentos, consumo de
sustancias psicoactivas, plantas, hongos y una
gran variedad de animales, finalizado con una
parte especial de integracion, donde trata sobre
intoxicaciones por productos de uso doméstico,
alimentos y sobre los efectos carcindgenos, mu-
tagenos y disruptores endocrinos y toxicologia
reproductiva. Cerrando ésta ultima parte con el
desarrollo de aspectos que tienen que ver con la
toxicologia laboral, las emergencias toxicoldgicas
masivas, radiaciones ionizantes y no ionizantes,
toxicologia ambiental y vigilancia epidemiolégica
de las intoxicaciones. Contenido que permite a los
estudiosos, cualquiera que sea su conocimiento
previo, introducirse directamente en cada uno de
los temas de la toxicologia y de las intoxicacio-
nes mas frecuentes; con especial atencion en los
nuevos conocimientos y mecanismos de toxici-
dad, asi como en sus abordajes terapéuticos e
interpretacion de los resultados analiticos.

En su desarrollo, los autores han agregado nume-
rosas ilustraciones clinicas y otras de utilidad para
el reconocimiento de los animales y las plantas que
son de interés toxicoldgico. Sin dejar de lado, que
como herramientas pedagdgicas, se presentan
distintos casos clinicos, que ademas de ilustrar
los cuadros descritos en cada tema, ayudan a
integrar los conceptos tedricos con la atencion
clinica, y permiten sintetizar los
contenidos en un resumen al final
de cada capitulo.

En definitiva, se trata de una obra
que ha logrado el equilibrio entre
los nuevos conocimientos, sin
dejar de lado las dimensiones
bésicas de la toxicologia, que en
su conjunto da como resultado
un texto que atrae al estudioso y
se transforma en una herramienta
valida para la docencia universi-
taria. Dando por sentado el éxi-
to que tendra este libro, donde
las opiniones de los profesores
y alumnos que la utilicen, lo re-
saltaran a medida que avancen
en su facil lectura.

et ba PIEVERC AN,
¥ tratasvieato ade fas

ProF. MGTR. ALDO SERGIO SARACCO
Presidente Asociacion Toxicologica Argentina
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INSTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol.
Argent.) (ISSN 0327-9286) es el 6rgano oficial
de difusion cientifica de la 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: resu-
men 200, texto 1000 y no mas de 12 referencias.
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 de
la seccion de Acta Toxicoldgica Argentina en la
pagina web de la Asociacion Toxicolégica Ar-
gentina (https://toxicologia.org.ar/formulario-
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acta/).

Gratuidad de las publicaciones

El envio, revision, edicion y publicacion 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 tipo
de costo para su publicacién ni para ninguna
de las etapas previas.

Derechos de autor

Acta Toxicologica Argentina es una publica-
cion de acceso abierto y posee una Licencia
Publica de Creative Commons (CC-BY-NC).
Los autores conservan los derechos de autor
y garantizan a la revista el derecho de ser la
primera publicacion del trabajo. Los autores re-
tienen el derecho sobre sus trabajos bajo las
normas de la licencia CC de tipo BY-NC, HY-
PERLINK "http://creativecommons.org/licen-
ses/by-nc/2.5/ar/"Licencia Publica de Creative
Commons que permite compartir el trabajo re-
conociendo su publicacién inicial en esta revis-
ta, pudiendo los autores disponer del trabajo
para el fin que consideren, con la sola excep-
cion de su reproduccion con fines comerciales,
de acuerdo a este tipo de licencia de CC.

Derechos de publicacion

Los autores retienen los derechos de publi-
cacion. Acta Toxicologica Argentina es una
publicacion de acceso abierto y posee una
Licencia Publica de Creative Commons (CC-
BY-NC). Los autores conservan los derechos
de publicacién y garantizan a la revista el de-
recho de ser el primer sitio de publicacién del
trabajo. Los autores retienen el derecho pa-
ra publicar sus trabajos bajo las normas de
la licencia CC de tipo BY-NC, "http://creati-
vecommons.org/licenses/by-nc/2.5/ar/"  Li-
cencia 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 exepcién de su repro-
duccién con fines comerciales, de acuerdo a
este tipo de licencia de CC.

Aspectos generales en la preparaciéon del
manuscrito para articulo original

Los manuscritos deberan redactarse con pro-
cesador de texto (Microsoft Word versién 2003
o superior), a doble espacio (incluso los resu-
menes, referencias y tablas) con un tamafo
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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, apellido, nombre de autor 1; apellido,
nombre de autor 2; apellido, nombre de autor
3; etc.; lugar de trabajo (hombre de la institu-
cion y direccion postal); de haber autores con
distintos lugares de trabajo se colocaran su-
perindices 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 posicién 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 tres a seis palabras clave, en el idioma
correspondiente. Si el trabajo estuviese escrito
en inglés, debera tener un resumen en espa-
fol. Las palabras clave iniciaran con mayuscu-
la 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 reproduccion de los ex-
perimentos.

Consideraciones éticas. En todos los estu-
dios clinicos se debera especificar el nombre
del Comité de Etica e Investigacidon que apro-
bo el estudio y que se contd con el consenti-
miento escrito de los pacientes. En todos los
estudios con organismos no humanos, se de-
beran especificar los lineamientos éticos con
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
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 sélo los datos importantes. Se
dejara para la seccion Discusién la interpreta-
cidon mas extensa.
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Las tablas se presentaran en hoja aparte,
numeradas consecutivamente con numeros
arabigos, con las leyendas y/o aclaraciones que
correspondan al pie. Las llamadas para las acla-
raciones al pie se haran empleando numeros
arabigos entre paréntesis y superindice. Soélo
los bordes externos de la primeray la ultima fila
y la separacion entre los titulos de las columnas
y los datos se marcaran con linea continua. No
se marcaran los bordes de las columnas. Ase-
gurese que cada tabla sea citada en el texto.
Las figuras se presentaran en hoja aparte, nu-
meradas consecutivamente con numeros ara-
bigos. Los dibujos deberan estar en condicio-
nes que aseguren una adecuada reproduccion.
Los graficos de barras, tortas o estadisticas
deberan tener formato GIF. Los nimeros, letras
y signos tendran dimensiones adecuadas para
ser legibles cuando se hagan las reducciones
necesarias. Las referencias de los simbolos uti-
lizados 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).
En los manuscritos en espafol los nimeros
decimales deben indicarse con coma, y los mi-
les con punto. En los manuscritos en inglés,
los decimales deben indicarse con punto y los
miles, con coma.

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 (Sl). No
obstante, los editores podran solicitar que, an-
tes de publicar el articulo, los autores afadan
unidades alternativas o distintas de las del SI.
Nomenclatura. En el caso de sustancias qui-
micas se tomara como referencia prioritaria a
las normas de la IUPAC. Los organismos se
denominaran conforme a las normas interna-
cionales, indicando sin abreviaturas el género
y la especie en itélica.

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

Agradecimientos. Deberan presentarse en le-
tra Arial con un tamafo de 10 puntos y en un
sé6lo parrafo.

Bibliografia

Parte 1: citas en texto

El nombre del autor y el afio de publicacion
aparecen entre paréntesis al final de la oracion:

Este reclamo fue refutado mas tarde (Jones
2008).

Si el nombre del autor se menciona claramente
en el texto, puede seguirse directamente por el
afno de publicacion, entre paréntesis:

Jones (2008) luego refutd esta afirmacion.

Si tanto el nombre del autor como el afo se
mencionan claramente en el texto, no es ne-
cesario incluir una referencia entre paréntesis:

En 2008, Jones refutd esta afirmacion.

Si esta citando una parte especifica de un do-
cumento (por ejemplo, una cita directa o una
figura, grafico o tabla), incluya el nimero de
pagina en la que se encuentra esa informacion:

"Estos resultados contradicen claramente los
publicados en 2004 por el laboratorio Smith".
(Jones 2008, p. 56).
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Mas de un autor

Si un documento tiene dos autores, incluya am-
bos apellidos separados por "y". Para trabajos
con tres 0 mas autores, incluya solo el nombre

del primer autor, seguido de “et al.”:

... (Andrews y Gray 1995).
... (Gémez et al. 2003).

Miuiltiples obras de diferentes autores.

Si cita varias fuentes a la vez, enumérelas en
orden cronolégico, o alfabéticamente si se pu-
blicaron dos o0 mas obras en el mismo afo, y
separe cada una con un punto y coma:

... (Samson 1963; Carter y Bowles 1975; Grimes
1975; Anderson et al. 1992).

Miuiltiples obras del mismo autor publicadas
en el mismo ano.

Si esta citando dos o0 mas obras escritas por el
mismo autor en el mismo afo, agregue un iden-
tificador (a, b, c...) para distinguirlas. Use los mis-
mos identificadores en la lista de referencia:

... (Dubois 1976a; Dubois 1976b).
Dubois J. 1976a. Deteccidon de tendencias en...
Dubois J. 1976b. Patrones de distribucién de...

Citando una fuente secundaria o indirecta

Si desea citar una fuente que se cita en otro do-
cumento, siempre es mejor consultar y luego ci-
tar la fuente original. Sin embargo, si no puede
localizar y verificar el documento fuente original,
debe citar la fuente secundaria y al mismo tiem-
po reconocer al autor de la idea original tanto
en la cita en el texto como en la referencia final:

... (Rawls 1971, citado en Brown 2008)

Rawls J. 1971. A Theory of Justice. Cambridge
(MA): Belknap Press. Cited in: Brown PG. 2008.
The Commonwealth of Life: Economics for a
Flourishing Earth. 2nd ed. Montreal (QC): Black
Rose Books.

Organizaciones como autores

Si el autor de un documento es una organiza-
cioén, corporacion, departamento de gobierno,
universidad, etc., use una forma abreviada de
la organizacion en la cita en el texto, reteniendo
la primera letra de cada palabra en el nombre, o
alguna otra reconocida abreviatura:

... (FAO 20086).
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Parte 2: lista de referencias

La lista de referencias se encuentra al final de
su trabajo e incluye informacién bibliografica
completa de todas las fuentes citadas en el
texto. Las referencias se enumeran en orden
alfabético por apellido del primer autor.

Componentes de referencias en la lista de
referencias.

Los siguientes componentes, si estan dispo-
nibles, se incluyen al citar una fuente, en la si-
guiente secuencia:

Libros y otras monografias.
Autor (es) o Editor (es)

Afno de publicaciéon

Titulo

Contenido o designador medio
Edicion

Autor (es) secundario (s)
Lugar de publicacion

Editor

Paginacion

Serie

Articulos de revistas y peridédicos.
Autor (es)

Ano de publicaciéon

Titulo del articulo

Contenido o designador medio
Titulo de revista o periédico
Volumen

NUmero

Paginacion

Autor (es) o Editor (es)

Enumere los apellidos e iniciales de los autores
en el orden en que aparecen en el documento
original, y separe cada uno con una coma.

Mary-Beth Macdonald y Laurence G. Kaufman
se convierten en Macdonald MB, Kaufman LG.

Si el documento tiene editores en lugar de au-
tores, coloque los apellidos y las iniciales se-
guidos de una comay "editor (es)":

Macdonald MB, Kaufman LG, editores.

Mas de diez autores.

Incluya siempre los nhombres de los primeros
diez autores. Si hay mas de diez, incluya solo
los primeros diez nhombres de autores, segui-
dos de una comay "et al".
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Autor (es) secundario (s)

Los autores secundarios incluyen traductores,
ilustradores, editores o productores, y pueden
incluirse en la referencia, ademas de los auto-
res principales, después del titulo del libro:

Marquez GG. 1988. Amor en tiempos del céle-
ra. Grossman E, traductor. Nueva York...

Organizaciones como autores

El nombre completo de la organizacién debe
identificarse en la lista de referencias, pero pre-
cedido por la abreviatura utilizada en el texto,
entre corchetes. Ordene la referencia alfabé-
ticamente por el nombre completo, no por el
acroénimo:

[FAQ] Organizaciéon de las Naciones Unidas
para la Alimentacién y la Agricultura. 2006.
Género y derecho: los derechos de las muje-
res en la agricultura...

Titulo

Incluya tanto el titulo como los subtitulos, con-
servando la puntuacién utilizada en el docu-
mento original. Para libros y titulos de articulos
de revistas, escriba en mayuscula solo la pri-
mera palabra, asi como los nombres propios,
siglas e iniciales. Todas las palabras importan-
tes en los titulos de las revistas pueden escri-
birse en mayuscula:

Libro: Cultivo de células vegetales: métodos
esenciales
Revista: Canadian Journal of Animal Science

Designador de contenido

Los designadores de contenido describen el
formato de un documento y pueden usarse
para proporcionar informacion adicional con
respecto a la naturaleza de un documento
(por ejemplo, disertaciones, tesis, bibliografias
y ciertos tipos de articulos de revistas, como
editoriales, cartas al editor, noticias, etc.) Los
designadores de contenido aparecen entre
corchetes directamente después del titulo:

Bernier MH. 2009. Assessing on-farm water
use efficiency in southern Ontario [thesis].
Montreal...

Designador medio

Los designadores medios indican que el docu-
mento esta en un formato no impreso, como
"microfichas", "CD-ROM" o "Internet". Se re-

quieren designadores medios y aparecen entre
corchetes directamente después del titulo:

Gooderham CB. 1917. Enfermedades de las
abejas [microfichas]. Ottawa...

Lugar de publicacién y editorial

El lugar de publicacion se refiere a la ciudad
donde se encuentra el editor. Esta informacion
generalmente se encuentra en la portada del
libro en cuestién, o en el registro del catalogo
McGill. Si no se puede encontrar un lugar de
publicacion, use las palabras [lugar descono-
cido] entre corchetes. Si aparece mas de una
ciudad, use solo la primera que aparezca. Cier-
tas ciudades pueden estar solas (por ejemplo,
Nueva York), pero para evitar confusiones, se
puede escribir el nombre del pais o incluir el
codigo de pais ISO de 2 letras (por ejemplo,
Reino Unido: GB). Para ciudades canadienses
o estadounidenses, se puede incluir el cédigo
de provincia o estado de dos letras.

Paginacion

Si usa solo una parte de un trabajo publicado
(es decir, un articulo de revista o un capitulo de
libro), indique la paginacién de la seccién a la
que se refiere. La paginacién es opcional si se
refiere a todo el trabajo.

Serie

Si el documento es parte de una serie, debe
agregar el titulo de la serie y el nUmero de volu-
men al final de la entrada.

Parte 3: ejemplos (impresos)

Articulo de revista

Autor (es). Ano. Titulo del articulo. Nombre de
la revista Volumen (Edicién): paginas.

Holmberg S, Osterholm M, Sanger K, Cohen
M. 1987. Drug-resistant Salmonella from ani-
mals fed antimicrobials. New England Journal
of Medicine. 311(2): 617-622.

Libro
Autor (es). Ano. Titulo del libro. Ediciéon. Lugar
de publicacién: Editorial.

Carson R. 1962. Silent spring. Boston (MA):
Houghton Mifflin.

Capitulo en un libro
Autor (es). Ano. Titulo del capitulo. En: Titulo del
libro. Edicion. Lugar de publicacion: Editorial.
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pags. Paginas del capitulo.

Carson R. 1962. Earth’s green mantle. En: Si-
lent spring. Boston (MA): Houghton Mifflin. p.
63-83.

Libro editado
Nombre (s) del editor, editores. Afo. Titulo del
libro. Edicion. Lugar de publicacion: Editorial.

Springate-Baginski O, Blaikie P, editors. 2007.
Forests, people and power: the political ecolo-
gy of reform in South Asia. London (GB): Ear-
thscan.

Capitulo o articulo en un libro editado
Autor (es). de la parte. Afo. Titulo del capitulo.
En: Nombre (s) del editor, editores. Titulo del
libro. Edicion. Lugar de publicacion: Editorial.
pags. Paginas del capitulo.

Banerjee A. 2007. Joint forest management in
West Bengal. In: Springate-Baginski O, Blaikie
P, editors. Forests, people and power: the po-
litical ecology of reform in South Asia. London
(GB): Earthscan. p. 221-260.

Articulo en un diccionario o enciclopedia.
Cite como lo haria un articulo en un libro edi-
tado; Si no se especifica el autor de la parte, el
editor asume el lugar del autor.

Libro en serie
Autor (es). Ano. Titulo del libro. Edicion. Lugar de
publicacion: Editorial. (Titulo de la serie; vol. #)

Tegos G, Mylonakis E, editors. 2012. Antimi-
crobial drug discovery: emerging strategies.
Wallingford, Oxfordshire (GB): CABI. (Advan-
ces in molecular and cellular microbiology;
vol.22).

Tesis o disertacion

Autor (es). Afo. Titulo [designador de conteni-
do]. [Lugar de publicacion]: Editorial (a menudo
una universidad).

Bernier MH. 2009. Assessing on-farm wa-
ter use efficiency in southern Ontario [te-
sis]. [Montreal (QC)]: McGill University.

Documentos de conferencia o actas

Autor (es). Afo. Titulo del trabajo. En: Nombre
(s) del editor, editores. Titulo del volumen. Nu-
mero y nombre de la conferencia; fecha de la
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conferencia; Lugar de la conferencia. Lugar de
publicacion: Editorial. pags. Paginas.

Clarke A, Crame JA. 2008. Importance of his-
torical processes in global patterns of diversity.
En: Blackburn TM, Gaston KJ, editors. Macro-
ecology: concepts and consequences. Proce-
edings of the 43rd annual symposium of the
British Ecological Society; 2002 Apr 17-19; Bir-
mingham. Malden (MA): Blackwell. p. 130-152.

Parte 4: ejemplos (electrénicos)

La proliferacién de informacion electronica ha
introducido nuevos desafios, ya que los docu-
mentos pueden existir en varios formatos dife-
rentes. Las fuentes electronicas se citan de la
misma manera que sus contrapartes impresas,
con algunos elementos especificos de Internet
agregados: un designador medio (consulte la
descripcion anterior), la fecha en que el docu-
mento se modificd o actualizé por ultima vez (si
esta disponible), la fecha citada y el URL del do-
cumento o DOI (identificador de objeto digital).
Las opiniones difieren sobre la mejor manera de
citar articulos de revistas electronicas. General-
mente, un articulo electrénico basado en una
fuente impresa, en formato PDF, se considera
inalterable y se cita como un articulo impreso.

Al ver articulos de revistas en linea, los enla-
ces que aparecen en el cuadro de direccion
de su navegador pueden ser temporales y
dejaran de funcionar después de unos dias.
Muchas bases de datos y editores propor-
cionaran un enlace permanente o persisten-
te, o buscaran el DOI (identificador de objeto
digital) del articulo, que a menudo aparece
junto con el resto de la informacién de citas.

Articulo electrénico en formato PDF.

Los articulos en formato pdf, basados en una
fuente impresa, pueden citarse como un arti-
culo de revista impresa (ejemplo en la Parte 3).

Articulo electréonico en formato HTML o de
texto.

Autor (es) Ano. Titulo del articulo. Nombre de la
revista [designador medio]. [fecha actualizada;
fecha de cita]; Volumen (Edicion): paginas (si
estan disponibles). Disponible en: URL o DOI

Woolf D, Amonette JE, Street-Perrott FA,
Lehmann J, Joseph S. 2010. Sustainable bio-
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char to mitigate global climate change. Na-
ture Communications [Internet]. [citado el 18
de agosto de 2010]; 1(Art. 56). Disponible en:
http://www.nature.com/ncomms/journal/vi/
n5/full/ncomms1053.html

Libro electrénico

Autor (es) o Editor (es). Ano. Titulo del libro
[designador medio]. Edicion. Lugar de publi-
cacion: editorial; [fecha actualizada; fecha de
cita]. Disponible en: URL

Watson RR, Preedy VR, editors. 2010. Bio-
active foods in promoting health: fruits and
vegetables [Internet]. Amsterdam: Academic
Press; [citado el 22 de abril de 2010]. Dis-
ponible en: www.sciencedirect.com/science/
book/9780123746283

Articulo en un diccionario electronico o
enciclopedia.

Cita como lo harias con un articulo en un libro
electrénico

Allaby M, editor. 2006. photosynthesis. In:
Dictionary of Plant Sciences [Internet]. Rev.
ed. Oxford: Oxford University Press; [cita-
do el 31 de agosto de 2010]. Disponible en:
www.oxfordreference.com/views/ENTRY.
html?subview=Main&entry=t7.e5147

Sitio web

Titulo del sitio web [designador medio]. Fecha
de publicacion. Lugar de publicacion: Editorial;
[fecha actualizada; fecha de cita]. Disponible
en: URL

Electronic Factbook [Internet]. 2007. Montre-
al (QC): McGill University; [actualizado al 30
de marzo de 2007; citado el 11 de enero de
2013]. Disponible en: http://www.is.mcgill.ca/
upo/factbook/index-upo.htm

Documento en linea

Autor (es) Fecha de publicacion. Titulo [desig-
nador medio]. Edicion. Lugar de publicacion:
Editorial; [fecha actualizada; fecha de cita].
Disponible en: URL

Kruse JS. 2007. Framework for sustain-
able soil management: literature review and
synthesis [Internet]. Ankeny (IA): Soil and
Water Conservation Society; [citado el 3 de
agosto de 2008]. Disponible en: http://www.
swcs.org/documents/filelibrary/BeyondTlit-
eraturereview.pdf
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INSTRUCTIONS TO CONTRIBUTORS
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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 Acta Toxicolégica Argentina section
in the website of the Argentine Toxicological
Association (https://toxicologia.org.ar/formu-
lario-acta/).

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
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.
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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 Pub-
lic License (CC-BY-NC). Authors retain the li-
cense of their article and the publication rights
on their work; nevertheless, they guarantee
the journal the right to be the first in its pub-
lication. Authors retain the license and rights
to their work under the guidelines of the li-
cense CC BY-NC, Creative Commons Public
License http://creativecommons.org/licenses/
bync/2.5/ar/". They can freely share their work
(recognizing its initial publication in this journal)
with the sole exception of reproduction of the
work published for commercial purposes, ac-
cording 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, surname, name author 1; surmame,
name author 2; surname, name author 3; etc.
and affiliations of all authors, workplace (name
of institution and postal address; if it differs
between authors, numerical superscripts, not
in parentheses, next to each author should be
used to identify it); fax and/or e-mail address
of the corresponding author (signaled by a
subscript asterisk next to the name).

Second page must include an English title and
the abstract, both in the language of submis-
sion and in English, each followed by three to
six keywords in the corresponding language.

If the article is written in English, then the ab-
stract in Spanish must be provided. Keywords
must be headed by capital letters and sepa-
rated 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 separate
pages. Drawings must be of good enough qual-
ity to ensure adequate reproduction. Bar, pie or
statistical charts must be prepared in GIF for-
maT. Numbers, letters and signs within figures
must be of the appropriate size to be legible
when the final sizing takes place. All signs used
must have a reference in the figure caption.
Black-and-white only photographs should
have proper contrast and a minimum resolu-
tion of 300 dpi. Submit all original drawings and
photographs in glossy paper with the authors’
name and figure number written in pencil in the
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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. Decimals should be in-
dicated by a point and thousands by a comma.

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.

Part 1: in-text citations

The author’s name and the year of publication
are listed in parentheses at the end of the sen-
tence:

This claim was later refuted (Jones 2008).

If the author’s name is clearly mentioned in the
text, it can be directly followed by the year of
publication, in parentheses:

Jones (2008) later refuted this claim.
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If both the author name and year are clearly
mentioned in the text, there is no need to in-
clude a parenthetical reference:

In 2008, Jones refuted this claim.

If you are citing a specific part of a document
(e.g. a direct quotation, or a figure, chart or
table), include the page number on which that
information is found:

“These results clearly contradict those pub-
lished in 2004 by the Smith lab.” (Jones 2008,
p. 56).

More than one author

If a document has two authors, include both
surnames separated by “and”. For works with
three or more authors, include only the first au-
thor name, followed by “et al.”:

... (Andrews and Gray 1995).
... (Gomez et al. 20083).

Multiple works by different authors

If you are citing several sources at once, list
them in chronological order, or alphabetically if
two or more works were published in the same
year, and separate each one with a semicolon:

... (Samson 1963; Carter and Bowles 1975;
Grimes 1975; Anderson et al. 1992).

Multiple works by the same author pub-
lished in the same year

If you are citing two or more works written by
the same author in the same year, add a des-
ignator (a, b, c...) to distinguish them. Use the
same designators in the reference list:

... (Dubois 1976a; Dubois 1976b).
Dubois J. 1976a. Detection of trends in...
Dubois J. 1976b. Distribution patterns of...

Citing a secondary or indirect source

If you would like to cite a source that is cited in
another document, it is always best to consult
and then cite the original source. However, if
you are unable to locate and verify the original
source document, you must cite the secondary
source while at the same time acknowledging
the author of the original idea in both the in-text
citation and end reference:

... (Rawls 1971, cited in Brown 2008)
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Rawls J. 1971. A Theory of Justice. Cambridge
(MA): Belknap Press. Cited in: Brown PG.
2008. The Commonwealth of Life: Economics
for a Flourishing Earth. 2nd ed. Montreal (QC):
Black Rose Books.

Organizations as authors

If the author of a document is an organization,
corporation, government department, univer-
sity, etc., use an abbreviated form of the orga-
nization in the in-text citation, by retaining the
first letter of each word in the name, or some
other recognized abbreviation:

... (FAO 20086).

Part 2: reference list

The reference list comes at the end of your pa-
per and includes full bibliographic information
for all of the sources cited in the texT. The ref-
erences are listed in alphabetical order by first
author last name.

Components of references in
the reference list

The following components, if available, are in-
cluded when citing a source, in the following
sequence:

Books and other monographs
Author(s) or Editor(s)

Year of publication

Title

Content or medium designator
Edition

Secondary author(s)

Place of Publication

Publisher

Pagination

Series

Journal and newspaper articles
Author(s)

Year of publication

Article title

Content or medium designator
Journal or newspaper title
Volume

Issue

Pagination

Author(s) or Editor(s)

List the last names and initials of the authors
in the order in which they appear in the origi-
nal document, and separate each one with a
comma.

Mary-Beth Macdonald and Laurence G.
Kaufman become Macdonald MB, Kaufman LG.

If the document has editors rather than authors,
follow the names with a comma and “editor(s)”:

Macdonald MB, Kaufman LG, editors.

More than ten authors

Always include the names of the first ten au-
thors. If there are more than ten, include the
first ten author names only, followed by a com-
ma and “et al.”

Secondary author(s)

Secondary authors include translators, illustra-
tors, editors or producers, and may be includ-
ed in the reference, in addition to the principal
author(s), after the book title:

Marquez GG. 1988. Love in the time of cholera.
Grossman E, translator. New York...

Organizations as authors
The full name of the organization must be iden-
tified in the reference list, but preceded by the
abbreviation used in the text, in square brack-
ets. Order the reference alphabetically by the
full name, not the acronym:

[FAO] Food and Agriculture Organization of the
United Nations. 2006. Gender and law: Wom-
en’s rights in agriculture...

Title

Include both the title and subtitle, retaining the
punctuation used in the original documenT. For
books and journal article titles, capitalize only
the first word, as well as proper nouns, acro-
nyms and initials. All significant words in jour-
nal titles may be capitalized:

Book: Plant cell culture: essential methods
Journal: Canadian Journal of Animal Science

Content designator

Content designators describe the format of a
document, and may be used to provide addi-
tional information with regards to the nature of
a document (e.g. dissertations, theses, bibli-
ographies, and certain types of journal articles
such as editorials, letters to the editor, news,
etc.). Content designators appear in square
brackets directly after the title:
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Bernier MH. 2009. Assessing on-farm water
use efficiency in southern Ontario [thesis].
Montreal...

Medium designator

Medium designators indicate that the docu-
ment is in a non-print format, such as “mi-
crofiche”, “CD-ROM?”, or “Internet”. Medium
designators are required and appear in square
brackets directly after the title:

Gooderham CB. 1917. Bee diseases [micro-
fiche]. Ottawa...

Place of publication and Publisher

The place of publication refers to the city where
the publisher is located. This information is
usually found on the title page of the book in
question, or in the McGill catalogue record. If no
place of publication can be found use the words
[place unknown] in square brackets. If more
than one city is listed, use only the first one that
appears. Certain cities may stand alone (e.g.
New York), but in order to avoid confusion, the
country name may be written out or 2 letter ISO
country code included (e.g. United Kingdom:
GB). For Canadian or U.S. cities, the two letter
province or state code may be included.

Pagination
If using only part of a published work (ie. a
journal article, or a book chapter), indicate the
pagination of the section you are referring to.
Pagination is optional if you are referring to the
entire work.

Series

If the document is part of a series, you must
add the series title and volume number at the
end of the entry.

Part 3: examples (print)

Journal article

Author(s). Year. Article title. Journal name.
Volume(Issue): Pages.

Holmberg S, Osterholm M, Sanger K, Cohen
M. 1987. Drug-resistant Salmonella from ani-
mals fed antimicrobials. New England Journal
of Medicine. 311(2): 617-622.

Book
Author(s). Year. Book Title. Edition. Place of
Publication: Publisher.
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Carson R. 1962. Silent spring. Boston (MA):
Houghton Mifflin.

Chapter in a book

Author(s). Year. Chapter title. In: Book title. Edi-
tion. Place of Publication: Publisher. p. Pages
of the chapter.

Carson R. 1962. Earth’s green mantle. In: Silent
spring. Boston (MA): Houghton Mifflin. p. 63-83.

Edited book
Editor name(s), editors. Year. Book title. Edition.
Place of Publication: Publisher.

Springate-Baginski O, Blaikie P, editors. 2007.
Forests, people and power: the political ecol-
ogy of reform in South Asia. London (GB):
Earthscan.

Chapter or article in an edited book

Author(s) of the parT. Year. Chapter title. In: Edi-
tor name(s), editors. Book title. Edition. Place of
Publication: Publisher. p. Pages of the chapter.

Banerjee A. 2007. Joint forest management in
West Bengal. In: Springate-Baginski O, Blaikie
P, editors. Forests, people and power: the po-
litical ecology of reform in South Asia. London
(GB): Earthscan. p. 221-260.

Article in a dictionary or encyclopedia

Cite as you would an article in an edited book;
if the author of the part is not specified, the edi-
tor assumes the place of the author.

Book in a series
Author(s). Year. Book Title. Edition. Place of
Publication: Publisher. (Series title; vol. #)

Tegos G, Mylonakis E, editors. 2012. Antimicro-
bial drug discovery: emerging strategies. Wall-
ingford, Oxfordshire (GB): CABI. (Advances in
molecular and cellular microbiology; vol.22).

Thesis or dissertation
Author(s). Year. Title [content designator]. [Place
of Publication]: Publisher (often a university).

Bernier MH. 2009. Assessing on-farm water
use efficiency in southern Ontario [thesis].
[Montreal (QC)]: McGill University.

Conference papers or proceedings
Author(s). Year. Title of paper. In: Editor name(s),
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editors. Title of Volume. Number and name of
conference; date of conference; location of
conference. Place of publication: Publisher. p.
Pages.

Clarke A, Crame JA. 2008. Importance of his-
torical processes in global patterns of diversity.
In: Blackburn TM, Gaston KJ, editors. Macro-
ecology: concepts and consequences. Pro-
ceedings of the 43rd annual symposium of the
British Ecological Society; 2002 Apr 17-19; Bir-
mingham. Malden (MA): Blackwell. p. 130-152.

Part 4: examples (electronic)

The proliferation of electronic information has
introduced new challenges, as documents can
exist in several different formats. Electronic
sources are cited in the same way as their print
counterparts, with some internet-specific items
added: a medium designator (see description
above), the date the document was last modified
or updated (if available), the date cited, and the
document URL or DOI (digital object identifier)

Opinions differ on how best to cite electronic
journal articles. Generally, an electronic ar-
ticle based on a print source, in PDF format, is
considered unalterable and is cited like a print
article would be. Electronic articles in html or
text format could easily be altered or exist in
several versions, and should be cited respect-
ing the rules for websites and other electronic
documents.

When viewing journal articles online,
the links that appear in your browser’s
address box may be temporary and will
no longer work after a few days. Many
databases and publishers will provide
a permanent or persistent link, or, look
for the article’s DOI (digital object iden-
tifier), which is often listed along with
the rest of the citation information.

Electronic article in PDF format

Articles in pdf format, based on a print source,
can be cited like a print journal article (example
in Part 3).

Electronic article in HTML or text format
Author(s). Year. Article title. Journal name [me-
dium designator]. [date updated; date cited];
Volume(lssue): Pages (if available). Available
from: URL or DOI

Woolf D, Amonette JE, Street-Perrott FA,
Lehmann J, Joseph S. 2010. Sustainable bio-
char to mitigate global climate change. Nature
Communications [Internet]. [cited 2010 Aug
18]; 1(Art. 56). Available from: http://www.na-
ture.com/ncomms/journal/vi1/n5/full/ncom-
ms1053.html

Electronic book

Author(s) or Editor(s). Year. Book Title [medi-
um designator]. Edition. Place of Publication:
Publisher; [date updated; date cited]. Available
from: URL

Watson RR, Preedy VR, editors. 2010. Bioac-
tive foods in promoting health: fruits and vege-
tables [Internet]. Amsterdam: Academic Press;
[cited 2010 Apr 22]. Available from: www.scien-
cedirect.com/science/book/9780123746283

Article in an electronic dictionary or ency-
clopedia

Cite as you would an article in an electronic
book

Allaby M, editor. 2006. photosynthesis. In:
Dictionary of Plant Sciences [Internet]. Rev. ed.
Oxford: Oxford University Press; [cited 2010
Aug 31]. Available from: www.oxfordreference.
com/views/
ENTRY.htmlI?subview=Main&entry=t7.e5147

Website

Title of website [medium designator]. Date of
publication. Place of publication: Publisher;
[date updated; date cited]. Available from: URL

Electronic Factbook [Internet]. 2007. Montreal
(QC): McGill University; [updated 2007 Mar 30;
cited 2013 Jan 11]. Available from: http://www.
is.mcgill.ca/upo/factbook/index-upo.htm

Online document

Author(s). Date of publication. Title [medium
designator]. Edition. Place of publication: Pub-
lisher; [date updated; date cited]. Available
from: URL

Kruse JS. 2007. Framework for sustainable
soil management: literature review and synthe-
sis [Internet]. Ankeny (IA): Soil and Water Con-
servation Society; [cited 2008 Aug 3]. Available
from:
http://www.swcs.org/documents/filelibrary/
BeyondTliteraturereview.pdf
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INSTRUGOES PARA OS AUTORES
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Acta Toxicologica Argentina (Acta Toxicol. Ar-
gent.) (ISSN 0327-9286) é o érgao oficial de di-
fusédo cientifica da Associagao Toxicoldgica Ar-
gentina. Integra desde o ano de 2007 o Nucleo
Basico de Revistas Cientificas Argentinas, tem
acesso a artigos e textos completos através da
SciELO Argentina. Acta Toxicolégica Argentina
tem como objetivo a publicacdo de trabalhos
relacionados com diferentes areas da Toxicolo-
gia, em formato de artigos originais, relatos de
casos, comunicacdes breves, atualizacdes ou
revisoes, artigos de divulgacdo, imagens, resu-
mos da tese, notas técnicas, cartas ao editor e
noticias.

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

Os relatos de casos sao descricoes de ca-
sos clinicos que tenham em suas caracteris-
ticas um significado ou aporte importante a
Toxicologia.

As comunicacoes curtas sao trabalhos de
menor extensdo, mas, com conotacdo toxico-
|6gica inovadora e com um aporte importante
ao campo toxicolégico.

As revisées ou atualizagbes 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.

As notas técnicas sao descricdes breves de
técnicas analiticas ou dispositivos novos ou
apoiados por trabalhos experimentais conclu-
sivos.

As imagens em Toxicologia podem corres-
ponder a imagens relacionadas a toxicologia,
dos aspectos artisticos aos biolégicos: plantas
téxicas, cogumelos toéxicos, animais veneno-
SOs, animais venenosos animais venenosos,
animais venenosos, floragdes de algas, qui-
micos, alteragbes ambientais, casos clinicos,
diagndstico por imagem (raios X, eletrocardio-
gramas, ecografias, angiografia, tomografia,
ressonancia magnética, microscopia optica ou
eletronica, etc.).

O objetivo da Secao Imagens em Toxicologia é

a publicagédo de imagens originais (1-2 figuras
de alta qualidade) ou classicos interessantes
ou descobertas incomuns que facilitem diag-
nostico clinico, laboratorial ou eco-epidemio-
l6gico com origem toxicolégica.

As imagens podem n&o ser excepcionais, mas
sim ilustrativas.

O titulo deve ser curto e descritivo. Se a ima-
gem €& uma imagem clinica, o texto deve ser
uma descricdo da apresentacdo do paciente
seguido de pontos explicativos relevantes e
o diagnéstico final. As imagens devem incluir
uma legenda descritiva. Se a imagem corres-
ponde a outros pontos da toxicologia uma bre-
ve descricdo do contexto deve ser incluida no
texto. Favor usar setas ou sinais para identifi-
car pontos de interesse na imagem. Nos casos
clinicos, favor remover qualquer caso de iden-
tificacdo de pacientes.

O maximo de palavras recomendada é: resumo
200, texto 1000 e nao mais de 12 referéncias.
Sera aceito um maximo de 3 autores por ima-
gem.

Caso a imagem néo seja original, ela deve ser
acompanhada pela autorizagao do proprietario
Oou quem quer que seja o proprietario dos direi-
tos, deve ser indicada na nota a ser submetida
ao Editorial ao Conselho Editorial da Acta To-
xicologica.

Resumos de tese: Resumos ampliados que
descrevem teses de Mestrado e Doutorado
aprovadas. Estas devem incluir copia da apro-
vagdo da tese com a declaracéo juramentada
do autor e seu orientador. O texto ndo deve ul-
trapassar 1000 caracteres.

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 publicacao o trabalho submetido a
sua consideracdo. A identidade dos autores e
revisores sera mantida de forma confidencial.

Envio de trabalhos

Os manuscritos devem ser submetidos através
do Acta Toxicologica Argentina en la pagina
web de la Asociaciéon Toxicoldgica Argentina
(https://toxicologia.org.ar/formulario-acta/).
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Gratuidade das publicacoes

O envio, revisao, edicao e publicacéo de qual-
quer tipo de material técnico cientifico ou de
divulgacao aceito pela Acta Toxicologica Ar-
gentina € completamente livre de custos para
os autores, que ndo sao obrigados a pagar
nenhum tipo de custo de publicacdo ou para
qualquer uma das etapas anteriores.

Direitos autorais

Os autores retém os direitos da publicagéo.
Acta Toxicoldgica Argentina € um acesso aber-
to e detém uma Licenga Publica Creative Com-
mons (CC-BY-NC). Os autores conservam os
direitos de publicagdo e garantia a revista o
direito para ser o primeiro local de publicacédo
do trabalho. Os autores retém o direito ao seu
trabalho sob o Regras da licenga CC do tipo
BY-NC "http://creativecommons.org/licenses/
by-nc/2.5/ar/"Licenca Publica Creative Com-
mons que permite compartilhar o trabalho,
reconhecendo sua publicacdo inicial nesta re-
vista, os autores podem dispor da obra para
qualquer finalidade que considerem adequada,
com a Unica excecao de sua reproducao para
fins comerciais, de acordo com este tipo de li-
cenga CC.

Direitos de publicacao

Os autores conservam os direitos de publica-
cao. Acta Toxicoldgica Argentina € um acesso
aberto

publicagéo de livre acesso e detém um Licenca
Publica Creative Commons (CCBY-NC). Os au-
tores retém os direitos de publicagdo direitos
de publicacéo e conceder a revista o direito de
ser a primeira ser o primeiro site de publicacédo
da obra. do trabalho. Os autores retém o direi-
to de publicar seu trabalho de acordo com as
regras do a licenga CC BY-NC, "http://creati-
vecommons.org/licengas/by-nc/2.5/ar/" Licen-
ca Publica Creative Commons que permite que
o trabalho seja compartilhado, reconhecendo
sua publicacdo inicial nesta revista, com os
autores os autores podem utilizar a obra para
qualquer finalidade a Unica excegéo de sua re-
producdo para fins comerciais de acordo com
este tipo de licenga CC.

Aspectos gerais na preparacao do manus-
crito para artigo original

Os manuscritos devem ser escritos usando um
processador de texto (Microsoft Word versao
20083 ou superior), espagamento duplo (incluin-
do resumos, referéncias e tabelas) fonte Arial
e tamanho minimo 12. As paginas devem ser
numeradas a partir da pagina de titulo. Negri-

to ou italico ou italico deve ser usado somente
quando apropriado.

Na primeira pagina deve ser indicado: titulo do
artigo, nomes e sobrenome (sobrenome Autor
1, nome; sobrenome Autor 2, nome; sobre-
nome Autor 3, nome; etc. etc.) de todos os
autores, local de trabalho (nome da instituicao
e endereco postal); se houver autores com di-
ferentes locais de trabalho, os sobrescritos nu-
méricos devem ser utilizados- nao colocar en-
tre parénteses - ao lado dos nomes, de modo a
identificar cada autor com seu respectivo local
de trabalho; fax e/ou e-mail do autor responsa-
vel pela correspondéncia (a ser indicada com
um asterisco em sobrescrito ao lado do nome).
A segunda pagina deve incluir o titulo em in-
glés e o resumo no idioma do artigo e em in-
glés, cada uma seguida por uma lista de trés
a seis palavras-chave m no idioma correspon-
dente. Se o artigo for escrito em inglés, deve
ter um resumo em espanhol. As palavras-cha-
ve devem comegar com uma letra maiuscula e
separados por ponto-e-virgula.

Introducao. Deve incluir antecedentes atuali-
zados sobre o tema em questdo e objetivos do
trabalho definidos com clareza.

Materiais e métodos. Devera conter a des-
cricdo dos métodos, equipamentos, reativos
e procedimentos utilizados, com detalhes su-
ficientes para permitir a repeticdo dos experi-
mentos.

Consideracgoes 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 consenti-
mento escrito dos pacientes. Em todos os es-
tudos com organismos ndao humanos, devem
estar especificadas os procedimentos éticos
com respeito ao manejo dos mesmos durante
a realizagcao do trabalho.

Andlises estatisticas. Devem ser informadas
as provas estatisticas com detalhe suficiente
para que os dados possam ser revisados por
outros pesquisadores descrevendo detalhes
de cada uma delas. Se for utilizado um progra-
ma estatistico para processar os dados, este
devera ser mencionado nesta secao.
Resultados. Deverdao ser apresentados atra-
vés de uma das seguintes formas: no texto, ou
através de tabelas e/ou figura/s. Deverao ser
evitadas repeticbes e serdo destacados so-
mente dados importantes. Devera ser deixada
para a secdo Discussdo a interpretacdo mais
extensa.

As tabelas deverado ser apresentadas em fo-
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Iha a parte, numeradas consecutivamente com
numeros arabicos, com as descri¢cdes corres-
pondentes no rodapé. Os avisos para escla-
recimentos de rodapé deverdo ser realizados
empregando numeros arabicos entre parénte-
ses e sobrescrito. Somente as bordas externas
da primeira e ultima linhas e a separacéo entre
os titulos das colunas e os dados deverao 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, pizza,
ou estatisticas deverédo estar no formato GIF.
Os numeros, letras e sinais deverao ter dimen-
sbOes adequadas para serem legiveis quando
necessario reducoes. As referéncias dos sim-
bolos utilizados nas figuras deverao ser inclui-
das 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 niumero
de ordem escritos com lapis.

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

O titulo das figuras devera ser apresentado
exclusivamente em folha a parte, ordenadas
€ numeradas, e deverao expressar especifica-
mente 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 lon-
gitude, tamanho, peso e volume deveréo 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-
matoldgicos e bioquimicos deverédo ser apre-

Acta Toxicol. Argent. (2022) 30 (1): 50-69

sentados em unidades do sistema métrico de-
cimal, de acordo com o Sistema Internacional
de Unidades (Sl). Nao obstante, os editores
poderao solicitar que, antes de publicar o arti-
go, os autores agreguem unidades alternativas
ou diferentes das do Sl.

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

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. Seréo indi-
cadas as conclusoes, evitando reiterar dados e
conceitos ja citados em secdes anteriores.
Agradecimentos. Deverdo ser apresentados
em letra Arial, tamanho 10 e em um paragrafo.

Bibliografia

Parte 1: citac6es no texto
O nome do autor e ano de publicagcao apare-
cem entre parénteses no final da frase:

Esta afirmacéo foi posteriormente refuta-
da (Jones 2008).

Se o nome do autor for claramente mencio-
nado no texto, pode ser seguido diretamente
pelo ano de publicagéo entre parénteses:

Jones (2008) posteriormente refutou essa
afirmacéo.

Se 0 nome do autor e o ano forem claramente
mencionados no texto, nao é necessario incluir
uma referéncia entre parénteses:

Em 2008, Jones refutou essa afirmacéo.

Se vocé esta citando uma parte especifica de
um documento (por exemplo, uma citagdo di-
reta ou uma figura, grafico ou tabela), inclua o
numero da pagina onde essas informacgodes po-
dem ser encontradas:

"Esses resultados contradizem claramen-
te o publicado

em 2004 pelo laboratério Smith". (Jones 2008,
p. 56).
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Mais de um autor
Se um documento tiver dois autores, inclua
n n

ambos o0s sobrenomes separados por ‘e".
Para trabalhos

com trés ou mais autores, inclua apenas o
nome do primeiro autor, seguido de “et al.”:

... (Andrews e Gray 1995).
... (Gémez et al. 2003).

Muiltiplas obras de diferentes autores.

Se citar varias fontes ao mesmo tempo, liste-
-as em ordem cronoldgica, se foram publica-
dos duas ou mais obras no mesmo ano liste-as
em ordem alfabética, e separe cada uma por
ponto e virgula:

... (Samson 1963; Carter e Bowles 1975;
Grimes 1975; Anderson et al. 1992).

Varios trabalhos publicados pelo mesmo
autor no mesmo ano.

Se voceé esta citando duas ou mais obras escri-
tas pelo mesmo autor no mesmo ano, adicione
um identificador (a, b, ¢ ...) para distingui-los.
Use os mesmos identificadores na lista de re-
feréncia:

... (Dubois 1976a; Dubois 1976b).

Dubois J. 1976a. Deteccao de tendéncia
dentro...

Dubois J. 1976b. Padrdes de distribuicao
de ...

Citando uma fonte secundaria ou indireta
Se deseja citar uma fonte que ja é citada em
outro documento, é sempre melhor consultar e
fazer a citacdo da fonte original. No entanto, se
nao conseguir localizar e verificar o documento
original, vocé deve citar a fonte secundaria e
ao mesmo tempo reconhecer o autor da ideia
original tanto na citagdo no texto quanto na re-
feréncia final:

... (Rawls 1971, citado em Brown 2008)
Rawls J. 1971. A Theory of Justice. Cam-
bridge (MA): Belknap Press. Citado em:
Brown PG. 2008. The Commonwealth of
Life: Economics para uma Terra flores-
cente. 22 ed. Montreal (QC): Black Rose
Books.

Organizag6es como autores
Se o autor de um documento for uma organiza-

¢ao, corporacao, departamento governamen-
tal, universidade etc., use uma forma abreviada
da organizacdo na citagdo no texto, mantendo
a primeira letra de cada palavra do nome, ou
alguma outra abreviatura reconhecida:

... (FAO 20086).

Parte 2: lista de referéncias

A lista de referéncias esta no final de seu tra-
balho e inclui informagdes bibliograficas com-
pletas de todas as fontes citadas no texto. As
referéncias sdo listadas em ordem alfabética
pelo sobrenome do primeiro autor.

Componentes de referéncias na lista de re-
feréncias.
Os seguintes componentes, se disponiveis,
sdo incluidos ao citar uma fonte, na seguinte
sequéncia:

Livros e outras monografias.
Autor (es) ou Editor (es)

Ano de publicacao

Titulo

Conteudo ou designador médio
Edicao

Autor (es) Secundario (s)

Local de publicacao

Editor

Paginacao

Série

Artigos de revistas e periédicos/jornais.
Autor (es)

Ano de publicacao

Titulo do artigo

Conteudo ou designador médio

Titulo de revista ou jornal

Volume

Numero

Paginacao

Autor (es) ou Editor (es)

Liste os sobrenomes e iniciais dos autores na
ordem em que aparecem no documento origi-
nal, e separe cada um com uma virgula.

Mary-Beth Macdonald e Laurence G. Kau-
fman se convertem em Macdonald MB,
Kaufman LG.

Se o documento tiver editores em vez de auto-
res, coloque os sobrenomes e as iniciais segui-
das de uma virgula e "editor (es)":
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Macdonald MB, Kaufman LG, editores.

Mais de dez autores.

Sempre inclua os nomes dos dez primeiros au-
tores. Se houver mais de dez, inclua apenas os
primeiros dez nomes de autores, seguidos de
uma virgula e "et al".

Autor (es) Secundario (s)

Os autores secundarios incluem tradutores,
ilustradores, editores ou produtores, e podem
ser incluidos na referéncia, além dos autores
principais, apés o titulo do livro:

Marquez GG. 1988. Amor em tempos de
célera. Grossman E, tradutor. Nova York...

Organizag6es como autores

O nome completo da organizagado deve ser
identificado na lista de referéncias, mas pre-
cedido pela abreviatura usada no texto, entre
colchetes. Ordene a referéncia em ordem alfa-
bética pelo nome completo, ndo por acrénimo:

[FAQ] Organizacao das Nacdes Unidas
para Alimentos e Agricultura. 2006. Géne-
ro e direito: direitos das mulheres na agri-
cultura ...

Titulo

Inclui o titulo como os subtitulos, mantendo a
pontuacdo usada no documento original. Para
livros e titulos de artigos de revistas, escreva
em maiusculo somente a primeira palavra, bem
como nomes proprios, siglas e iniciais. Todas
as palavras importantes nos titulos das revis-
tas podem ser escritas em letras mailsculas:

Livro: Cultura de células vegetais: méto-
dos essenciais

Revista: Canadian Journal of Animal
Science

Designador de conteudo

Os designadores de conteudo descrevem o
formato de um documento e podem ser usa-
dos para fornecer informacdes adicionais em
relacdo a natureza de um documento (por
exemplo, dissertacdes, teses, bibliografias e
certos tipos de artigos de revistas, como edito-
riais, cartas ao editor, noticias etc.) Os designa-
dores de conteldo aparecem entre colchetes
logo apos o titulo:

Acta Toxicol. Argent. (2022) 30 (1): 50-69

Bernier MH. 2009. Assessing on-farm
water use efficiency in southern Ontario
[tese]. Montreal ...

Designador médio

Os designadores médios indicam que o do-
cumento esta em um formato ndo impresso,
como " DISQUETES, "CD-ROM" ou "Internet".
E requerido designadores médios e aparecem
entre colchetes logo apos o titulo:

Gooderham CB. 1917. Doencas das abe-
lhas [DISQUETES]. Ottawa ...

Local de publicacao e editorial

O local de publicacao refere-se a cidade onde
o editor esta localizado. Esta informagédo é
normalmente encontrada na capa do livro em
questéo, ou no registro do catalogo McGill. Se
nao encontrar o lugar de publicacdo, use as
palavras [lugar desconhecido] entre colchetes.
Se aparecer mais de uma cidade, use apenas
a primeira que aparecer. Certas cidades po-
dem estar sozinhas (por exemplo, Nova York),
mas para evitar confusdo, se pode escrever o
nome do pais ou incluir o Codigo ISO de 2 le-
tras do pais (por exemplo, Reino Unido: GB).
Para cidades canadenses ou estadunidenses,
se pode incluir o cddigo do estado ou provincia
de duas letras.

Paginacao

Se vocé usar apenas parte de um trabalho pu-
blicado (isto €, um artigo de revista ou um ca-
pitulo de livro), indique a paginagéo da segao
que se refere. A paginacao é opcional se fizer
referéncia a todo o trabalho.

Série

Se o documento fizer parte de uma série, deve
se adicionar o titulo da série e o nimero do vo-
lume no final da entrada.

Parte 3: exemplos (impresso)
Artigo de revista

Autor (es). Ano. Titulo do artigo. Nome da revis-
ta. Volume (edi¢ao): paginas.

Holmberg S, Osterholm M, Sanger K,
Cohen M. 1987. Drug-resistant Salmonella
from animals fed antimicrobials. New En-
gland Journal of Medicine. 311 (2): 617-622.
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Livro
Autor (es). Ano. Titulo do livro. Edigcdo. Lugar
de publicacdo: Editora.

Carson R. 1962. Silent spring. Boston
(MA): Houghton Mifflin.

Capitulo em um livro

Autor (es). Ano. Titulo do capitulo. In: Titulo de
livro. Edicdo. Local de publicacdo: Editoria.
pags. Paginas do capitulo.

Carson R. 1962. Earth’s green mantle. In:
Silent spring. Boston (MA): Houghton Mif-
flin. p. 63-83.

Livro editado
Nome (s) do editor, editores. Ano. Titulo do li-
vro. Edicdo. Local de publicacdo: Editora.

Springate-Baginski O, Blaikie P, editores.
2007. Forests, people and power: the poli-
tical ecology of reform in South Asia. Lon-
don (GB): Earthscan.

Capitulo ou artigo em um livro editado

Autor (es). da parte. Ano. Titulo do capitulo. In:
Nome (s) do editor, editores. Titulo do livro. Edi-
cao. Local de publicacao: Editorial. pags. Pagi-
nas do capitulo.

Banerjee A. 2007. Joint forest manage-
ment in West Bengal. In: Springate-Ba-
ginski O, Blaikie P, editors. Forests, people
and power: the political ecology of reform
in South Asia. London (GB): Earthscan. p.
221-260.

Artigo em um dicionario ou enciclopédia.

Cite como faria com um artigo em um livro edi-
tado; Se o autor da parte nao for especificado,
o editor assume o lugar do autor.

Livro de série
Autor (es). Ano. Titulo do livro. Edigdo. Local
de publicacao: Editorial. (Titulo da série; vol. #)

Tegos G, Mylonakis E, editors. 2012. Anti-
microbial drug discovery: emerging strate-
gies. Wallingford, Oxfordshire (GB): CABI.
(Advances in molecular and cellular micro-
biology; vol.22).

Tese ou Dissertacao

Autor (es). Ano. Titulo [designador de conteu-
do]. [Local de publicagao]: Editor (frequente-
mente uma universidade).

Bernier MH. 2009. Assessing on-farm wa-
ter use efficiency in southern Ontario [te-
sis]. [Montreal (QC)]: McGill University.

Documentos de conferéncia ou atas

Autor (es). Ano. Titulo do trabalho. Em: nome
(s) do (s) editor (es), editores. Titulo do volume.
Numero e nome da conferéncia; data da con-
feréncia; Local da conferéncia. Local de publi-
cacéo: Editorial. p. Paginas.

Clarke A, Crame JA. 2003. Importance
of historical processes in global patterns
of diversity. En: Blackburn TM, Gaston
KJ, editors. Macroecology: concepts and
consequences. Proceedings of the 43rd
annual symposium of the British Ecologi-
cal Society; 2002 Apr 17-19; Birmingham.
Malden (MA): Blackwell. p. 130-152.

Parte 4: exemplos (eletronico)

A proliferacdo de informagdes eletronicas in-
troduziu novos desafios, como os documentos
que podem existir em varios formatos diferen-
tes. Fontes eletrbnicas séo citadas da mesma
forma que suas homodlogos impressas, com
alguns elementos especificos da Internet agre-
gados: um designador médio (ver descricdo
anterior), a data do documento foi modificada
ou atualizada pela ultima vez (se esta disponi-
vel), a data citada e a URL do documento ou o
DOI (identificador de objeto digital).

As opinides divergem sobre a melhor
maneira de citar artigos de periddi-
cos eletrénicos. Geralmente, um arti-
go eletrbnico baseado em uma fonte
impressa, em formato PDF, é consi-
derada inalteravel e citado como um
artigo impresso.

Artigo eletronico em formato PDF.

Artigos em formato pdf, baseados em uma
fonte impressa, podem ser citados como arti-
gos de revista impressa (exemplo na Parte 3).
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Artigo eletrénico em formato HTML

ou texto.

Autor (es) Ano. Titulo do artigo. Nome da revis-
ta [designador médio]. [data atualizada; Data
da citagao]; Volume (edicao): paginas (se esti-
verem disponiveis). Disponivel em: URL ou DOI

Woolf D, Amonette JE, Street-Perrott FA,
Lehmann J, Joseph S. 2010. Sustainable
biochar to mitigate global climate change.
Nature Communications [Internet]. [citado
el 18 de agosto de 2010]; 1(Art. 56). Dispo-
nivel em: http://www.nature.com/ncomms/
journal/v1/n5/full/ncomms1053.html

Livro eletrdnico
Autor (es) ou Editor (es). Ano. Titulo do livro [de-
signador médio]. Edicao. Local de publicagao:

editorial; [data atualizada; data da citagao].
Disponivel em: URL

Watson RR, Preedy VR, editors. 2010.
Bioactive foods in promoting health: fruits
and vegetables [Internet]. Amsterdam:
Academic Press; [citado el 22 de abril de
2010]. Disponivel em: www.sciencedirect.
com/science/book/9780123746283

Artigo em um dicionario eletrdnico ou enci-
clopédia.

Cite como faria com um artigo de livro Eletro-
nico

Acta Toxicol. Argent. (2022) 30 (1): 50-69

Allaby M, editor. 2006. photosynthesis.
In: Dictionary of Plant Sciences [Internet].
Rev. ed. Oxford: Oxford University Press;
[citado em 31 de agosto de 2010]. Dispo-
nivel em: www.oxfordreference.com/vie-
ws/ENTRY.html?subview=Main&entry=t7.
e5147

Site web

Titulo do site [designador médio]. Data de pu-
blicacdo. Local de publicagao: Editorial; [data
atualizada; Data da citagdo]. Disponivel em:
URL

Electronic Factbook [Internet]. 2007. Mon-
treal (QC): McGill University; [atualizado al
30 de marco de 2007; citado em 11 de ja-
neiro de 2013]. Disponivel em: http://www.
is.mcgill.ca/upo/factbook/index-upo.htm

Documento online

Autor (es). Data de publicagao. Titulo [designa-
dor médio]. Edicéo. Local de publicagédo: Edi-
torial; [data atualizada; Data da citagao]. Dis-
ponivel em: URL

Kruse JS. 2007. Framework for sustaina-
ble soil management: literature review and
synthesis [Internet]. Ankeny (IA): Soil and
Water Conservation Society; [citado em 3
de agosto de 2008]. Disponivel em: http://
www.swcs.org/documents/filelibrary/
BeyondTliteraturereview.pdf




