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ARTICULOS ORIGINALES

Evaluacion toxicoldgica y de metales (Cu, Pb, Ni, Zn y Cd) en el sedimento
del reservorio Paiva Castro en Mairipora-SP, Brasil
Toxicological and metal evaluation (Cu, Pb, Ni, Zn and Cd) in the sediment
of Paiva Castro reservoir, in Mairipora-SP, Brasil
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Resumen. El hombre ha cambiado el ambiente para sostener la demanda global de recursos naturales como el agua. La gestion
de los cuerpos hidricos tiene que ser constante, con el propdésito preventivo y correctivo, dependiendo del estado de antropiza-
cion de cada sistema. El objetivo de este articulo fue analizar la toxicidad del sedimento y los metales Mn, Zn, Pb, Ni, Cd y Cu, en
el reservorio Paiva Castro, que abastece la Region Metropolitana de Sdo Paulo. Se realizaron 2 muestreos (Mayo 2011, estacién
seca y Enero de 2012, estacion himeda) y se analizaron 5 puntos préximos a la captacion de agua por la Companhia de Sanea-
mento Basico do Estado de Sdo Paulo. Se realizaron ensayos de toxicidad aguda y crénica en sedimento, a través de ensayos
biolégicos con el cladécero Daphnia similis y el insecto Chironomus xanthus. El tratamiento de datos se realiz6 con el test de
Fisher (mortalidad). El nivel de asociacién entre las variables en sedimento y en los test ecotoxicolégicos fueron evaluados por
test no-paramétricos, a través del coeficiente de correlacién de Spearman’s. Los resultados del presente trabajo sefialaron bajas
concentracones de metales en el sedimento del area de estudio y ausencia de toxicidad en los organismos ensayados. Se puede
concluir que area estudiada del reservorio Paiva Castro se encuentra poco impactada por los metales, sin efectos directos sobre
la calidad de vida los organismos benténicos: D. similis y C. xanthus.

Palabras clave: Limnologia; Ecotoxicologia; Reservorios; Sedimentos

Abstract. Man had changed the natural environment in an attempt trying to supply the global demand for resources. The man-
agement of the hydric bodies has to be constant, with preventive and corrective purpose, depending on the eutrophization state
of each one. The objective of this article was to analyze the sediment toxicity and the metals Mn, Zn, Pb, Ni, Cd and Cu, in the
Paiva Castro reservoir, that supply the Metropolitan Region of Sdo Paulo. It was made 2 collections (May 2011, dry season and
January 2012, wet season). It was analyzed 5 points next to the water captation station by the Companhia de Saneamento Basico
do Estado de Séo Paulo. The sediment was analyzed as for acute and chronic toxicity through bioassays with the cladocerans
Daphnia similis and the insect Chironomus xanthus. Data treatment was done with Fisher Exact Test (mortality). The association
level between the variables in sediment and ecotoxicological tests was available in non-parametric tests, through the Spearman’s
correlation coefficient. Oriented on the results presented in this work, pointing low concentrations of heavy metals in the sedi-
ments presented in the collect local, and the absence of toxicity, we can say that at this reservoir, at least in the collect area, it’s
low impacted, not implicating in direct interferences in the quality of life of benthonic organisms.

Keywords: Limnology; Ecotoxicology; Reservoir; Sediments

Introducién

En la actualidad muchos de los problemas am-
bientales relativos al agua se deben a activida-
des antrépicas. El hombre modifica el ambiente
en su intento por suplir la demanda global de
recursos naturales. El agua es un recurso esen-
cial parala vida en la tierra y como resultado del
crecimiento demografico y econémico del ulti-
mo siglo, aumentdé la demanda global de agua
(Biemans y col. 2011).

En relacién al abastecimiento de agua potable,
la construccion de reservorios constituyé una
solucién a esa mayor demanda, una vez que
el aglomerado de personas crecia sustancial-
mente. De esta forma, con la acumulacion de
agua en regiones estratégicas, su distribucion
puede ser controlada, y las aguas pueden ser
conducidas por largas distancias, abastecien-
do asi regiones con mayor déficit hidrico.
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El perimetro urbano del municipio de Mairi-
pora (Sao Paulo, Brasil), en donde esta inser-
to el reservorio de Paiva Castro contaba, en
1970, con una poblacién de 4.000 habitan-
tes (Ab’saber 1978) y en 2013 alcanzaba los
86.240 habitantes (Fabhat 2013).

El reservorio Paiva Castro es el ultimo que
compone el Sistema Cantareira, un sistema
compuesto por una serie de cinco reservo-
rios interligados por tuneles y canales, cons-
truidos para abastecer la Regién Metropoli-
tana de Séao Paulo (RMSP) (Whately y Cunha
2007). Para el periodo de 2004-2012, el reser-
vorio Paiva Castro tuvo flujo medio de salida
de 30,85 m%/s, con tiempo de residencia de
10,7 dias (Agéncia Nacional de Aguas). En la
actualidad el agua producida por el sistema
Cantareira abastece 8,8 millones de personas
residentes en las zonas norte, centro, parte del
este y oeste de la capital y los municipios de
Franco da Rocha, Francisco Morato, Caieiras,
Osasco, Carapicuiba y Sao Caetano do Sul y
regiones de Guarulhos, Barueri, Taboao da Se-
rra’y Santo André (Whately y Cunha 2007). Son
pocos los estudios realizados en este reservo-
rio, destacandose Cardoso-Silva (2013) y Silva
(2013), que analizaron el agua y sedimento.

La autorizacién para la derivacidon de agua para
la RMSP de hasta 33 m3/s fue dada por la ley n°®
750, en el Ministerio de las Minas y Energia, de
1974. El mismo establecia un plazo de 30 afios
de vigencia, pero con la necesidad de renova-
cion de aquella autorizacion. La Companhia de
Saneamento Basico do Estado de Sao Paulo
(SABESP), protocolizé junto a el Departamento
de Aguas e Energia Elétrica (DAEE) y a la Agén-
cia Nacional de Aguas (ANA) un pedido de li-
cencia de derecho de usos de recursos hidricos
para continuar realizando esta derivacion (ANA
2004). Con la legislacion pertinente, entrada en
vigor en el municipio de Mairipora, se ecuen-
tra el 80,1% de su area total bajo la protecciéon
de los manantiales. Sin embargo, el embalse no
esta a salvo de los problemas generados por
una urbanizacion desenfrenada (Giatti 2000).
Uno de los principales problemas que impac-
ta sobre el reservorio es que se a intesifica-
do su uso. Es posible observar el surgimiento
de complejos inmobiliarios residenciales y de
ocio. Se establecié un proceso creciente de
ocupaciéon del suelo entorno de los reservo-
rios de toda la region. Dicha utilizacién ocu-
rre sin la debida planificacion y puede acarrear
impactos negativos para la calidad del agua
en el sistema (Whately y Cunha 2007).

La ausencia de planificacién en la utilizacion
y ocupacion se puede comprobar por la baja
cobertura de servicios de recoleccién y trata-
miento de aguas residuales en los municipios
de la regién. Varios municipios destinan las
aguas residuales a rios y arroyos que alimen-
tan el sistema, sin ningun tratamiento previo
(Whately y Cunha 2007).

Los cuerpos hidricos, también estan formados
por el sedimento que se encuentra en el lecho,
de forma el agua circundante y el sedimento
interactian como un todo, dependiendo de las
condiciones ambientales a las que son some-
tidos (Esteves 2011).

El sedimento puede actuar como depdsito de
metales que se van acumulando con el tiempo
y son responsables del transporte de muchos
contaminantes (Saleem y col., 2018). Depen-
diendo de las condiciones ambientales, tales
como cambio de pH y condiciones de anoxia,
el sedimento puede convertirse en fuente de
sustancias toxicas para la columna de agua,
causando una alteracién general en las condi-
ciones del sistema. Ademas, elevadas concen-
traciones de estas sustancias pueden causar
toxicidad y tener impacto en la supervivencia
y crecimiento de los organismos benténicos
(Dornfeld 2006; Gao y col. 2018).

Los metales pueden encontrarse en la natura-
leza (metales traza) o principalamente tienen
origen en la emision antropogénica, siendo
omnipresentes en el ambiente. Estos contami-
nantes, asociados a los sedimentos, pueden
influir en las concentraciones de metales tanto
en la columna de agua como en la biota, si se
puden absorver o pueden quedar disponibles
para los organismos bentonicos (Milenkovic
y col. 2005). Los metales pesados son, en su
mayoria, toxicos, persistentes y no degrada-
bles en los ecosistemas acuaticos. La concen-
tracion de estos contaminantes en ecosiste-
mas naturales es generalmente baja, pero las
fuentes antropogénicas pueden aumentar sus
concentraciones de forma considerable. Estos
metales ingresan a los ecosistemas acuaticos
a través de fuentes puntuales, como dese-
chos industriales, municipales y domésticos, y
fuentes difusas, como escorrentia superficial,
erosion del suelo y deposicion atmosférica
(Saleem y col. 2018; Pal y Maiti 2018).

En este sentido, los analisis ecotoxicolégicos
y fisicos-quimicos son fundamentales para la
caracterizacion del sedimento para informar
del nivel de polucién al cual esta sometido. La
gestion de los cuerpos hidricos debe ser cons-



tante, con propésito preventivo y correctivo.

El presente trabajo tuvo por objetivo determinar
la concentracién de metales encontrados en el
sedimento del reservorio Paiva Castro, y corre-
lacionar los elementos con los datos obtenidos
en pruebas de toxicidad con el cladécero Chiro-
nomus xanthus y el insecto Chironomus xanthus.

Materiales y métodos

El estudio se realizé en el reservorio Paiva
Castro (figura 1), situado en el municipio de
Mairipora (Sao Paulo, Brasil).

Los muestreos fueron realizados en el area
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Figura 1. Reservorio Paiva Castro a) Puntos de
toma de muestras b) Localizacion geografica
(Sao Paulo, Brasil). Los puntos de toma de
muestras fueron georeferenciados de acuerdo
con sistemas de coordenadas UTM (datum
SADGB9 y meridiano central 45°).

de captacién de agua para ser enviada (a tra-
vés de una plataforma elevadora) al reservorio
Santa Inés, y de alli el agua es tratada y ofreci-
da a la poblacion.

Se realizaron muestreos en el periodo seco,
mayo del 2011, y en periodo lluvioso, en enero
de 2012, segun la media histoérica de precipita-
cién para el lugar (figura 2).
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En los periodos de estudios se tomaron mues-
tras de 5 puntos en las respectivas coorde-
nadas: (1) 0329445, 7414987; (2) 0329357,
7415202; (3) 0329413, 7415264; (4) 0329415,
7415110; y (5) 0329412, 7415356, siendo las
muestras de sedimento colectadas con un re-
colector Eckman-Birge (analisis ecotoxicoldgi-
cos) y Ambuhl Buhrer (analisis de metales).

El sedimento recolectado (regidén neferomérica
entre 0-3 cm) fue utilizado en la determinacién
de metales (Mn, Zn, Pb, Ni, Cd y Cu), materia
organica, granulometria y pruebas ecotoxico-
I6gicas. Durante el muestreo fueron realizadas
in situ medidas de pH y temperatura en el pri-
mer centimetro de la capa de sedimento. Las
muestras fueron entonces almacenadas en
potes de polietileno previamente esterilizados
(HNO3 10% v/v) y acondicionadas en ambien-
te refrigerado a aproximadamente 4 °C, hasta
el momento de analisis.

Los valores utilizados para analizar el grado de
contaminacion por los metales, con vistas a la
proteccion de la biota acuatica, fueron los es-
tablecidos por el Canadian Council of Minis-
ters of Environment — CCME (1999). Basados
en concentraciones totales y en la probabili-
dad de ocurrencia de efecto nocivo sobre la
biota, el menor limite — TEL (Thereshold Effect
Level) o el nivel 1, representa la concentraciéon
que por debajo, no hay efectos adversos para
los organismos. El mayor limite — PEL (Proba-
ble Effect Level) o nivel 2, representa la con-
centracion encima de la cual son esperados
efectos adversos en los organismos. Los va-
lores de toxicidad entre TEL y PEL son consi-
derados inciertos (Tabla 1). Las cantidades de
metales fueron comparados también con valo-
res de referencia establecidos para la represa
Paiva Castro (Cardoso-Silva, 2013).

Tabla 1. Valores guias de calidad del sedimento para
. . metales TEL (Thereshold Effect Level) y PEL (Probable
Sistema Cantareira Effect Level) (CCME, 1999) y valores de referencia (VR)
400 regionales establecidos para la represa Paiva Castro
(Cardoso-Silva, 2013). Valores expresados en mg.kg™.

300
05/11
£ 200 =01/12 Metales TEL | PEL VR
E Cadmio - Cd 0,6 3,5 -
100 Plomo - Pb 350 | 913 | 240
0 Cobre - Cu 35,7 | 197,0 | 14,0
Pluviometria  Média Histérica Niquel - Ni 18,0 35,9 28,0
Figura 2. Datos pluviométricos del sistema Zinc - Zn 123,0 | 3150 | 61,0
Cantareira en el periodo de mayo de 2011 y . - _
Enero de 2012. Fuente: Sabesp (Sin fecha). Manganeso - Mn 378,0
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En laboratorio las muestras fueron secadas en
estufa a 60 °C por 48 hs, y después de eso
fueron maceradas. La extraccion de los meta-
les ocurrio a través de la digestion acida con
HNO, en un bloque digestor. Para el analisis
se siguié el protocolo 3050-B estipulado por
la USEPA (1996). Las lecturas de las muestras
fueron hechas en espectrofotémetro de absor-

cién atémica (AAS), Thermo Série S, y los re-
sultados expresados en mg.kg™.

La exactitud y precision de los datos fueron de-
terminados con material certificado de referen-
cia SS1 (suelos de la EnviroMAT™). En la tabla
2 estan representadas la media, desviacion es-
tandar, precision y exactitud obtenidos para los
analisis del material certificado de referencia.

Tabla 2. Valores (mg.kg™") obtenidos para el material de referencia (SS1).

Concentracion .. . .
Metal | certificada (mg/ Con_centracmn PreC|S|:>n Exactltud (n)
kg) medida (mg/ kg) | (RSD)% (RE) %
SS1 SS1 SS1 SS1
Cd 34 32,3+2.4 6,3 5,9 3
Cu 690 688,8+7.6 1,1 0,2 3
Ni 231 234,1+18.0 7,7 1,4 3

Para el analisis granulométrico se utilizé el mé-
todo de tamizacién mecanica segun Suguio
(1973), realizando el pesaje de sub-muestras
de 100g de sedimento seco. En este analisis
las particulas fueron clasificadas conforme el
tamano: arena gruesa (>0,2 a 2,0 mm), arena
fina (>0,07 a <0,2 mm) y limo + arcilla (inferior
a 0,07 mm).

En los analisis ecotoxicolégicos fue utilizado
el microcrustaceo Chironomus xanthus para
la evaluacion de la toxicidad aguda segun la
norma ABNT 12713 (Associacao Brasileira de
Normas Técnicas 2009) y el insecto Chirono-
mus xanthus para la evaluacién de la toxici-
dad cronica segun el protocolo concebido por
Fonseca (1997). Ambos organismos cultiva-
dos en laboratorio.

Para la determinacioén de la toxicidad aguda,
neonatos de D. similis con edad entre 8 y 24
horas fueron expuestos por un periodo de 48
horas, a 23 + 2 °C y fotoperiodo 12-12 h, al
elutriado obtenido a partir de las muestras
de sedimento. La toxicidad cronica fue de-
terminada utilizando larvas del 2° estadio de
C. xanthus. Estas larvas fueron colocadas en
recipientes con 75 g de sedimento de la re-
presa Paiva Castro. La exposicién ocurrioé por
un periodo de 8 dias. Al final de los ensayos,
agudo y croénico, se evalud la mortalidad e in-
movilidad de los organismos. Los resultados
se expresaron como “téxicos” y “no toéxicos”.

-4 -

Los datos obtenidos en las pruebas ecotoxi-
coldgicas, proceden de los ensayos agudos y
crénicos, realizados para verificar la existencia
de diferencias significativas entre las estacio-
nes de recoleccion y el control; agua de cultivo
(D. similis) y arena de cultivo (C. xanthus) de la-
boratorio. Se utilizé el software TOXSTAT ver-
sion 3.4°, con Fisher Exact test p<0,05 para
andlisis de mortalidad/inmovilidad. Para los
analisis estadisticos, los valores de las varia-
bles fueron estandarizados por la amplitud de
variacion —ranging [X =X )/ (X, = X_.)]-

Para el grado de asociacion entre las variables
fisicas, quimicas (metales, granulometria y can-
tidad de materia organica) y ecotoxicolégicas
se utilizd test no-paramétrico, a través del co-
eficiente de correlacion de Spearman con nivel
de significancia de p<0,05. Para todos los ana-
lisis se uso el paquete estadistico Statistica 7°.

Resultados

Las medias de los valores de pH en el sedi-
mento del reservorio Paiva Castro en estacion
seca Y lluviosa fueron de 6,0 y 6,5 respectiva-
mente. En relacion a la temperatura, las me-
dias fueron en 19,0 oC (estacién seca) y 20,0
oC (estacion lluviosa).

La materia organica en estacion seca fue de
7,4%,y en estacion lluviosa de 9,2%. Los valo-
res medios de arena gruesa, arena fina y limo/
arcilla fueron de: 15,6%, 66% y 18,4% para la
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estacion ceca y de 20,8%, 53,6% y 25,5% en
la estacion lluviosa, respectivamente. En total,
el sedimento presenté una media de 59,8% de
arenafina, 21,9% de limo y arcilla, seguido por
18,8% de arena gruesa.

das en mg.kg-1, son presentadas en las tablas
3y 4 (estacion seca y lluvia). No hay valores de
TEL y PEL para Mn. La ausencia de contami-
nacion de los metales fue corroborada por la
comparacion de los niveles encontrados con

Las concentraciones de los metales expresa-

los valores de referencia (Figura 3).
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Figura 3. Cantidades de metales en los sedimentos del area de captacion de la
represa Paiva Castro. VB: valores basales determinados por Cardoso-Silva (2013).
Valores de TEL (Thereshold Effect Level) y PEL (Probable Effect Level) (CCME).
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Tabla 3. Concentraciones medias de metales (mg.kg-1) en los sedimentos del

area de captacion de la represa Paiva Castro en el periodo de seca.

Metal Media Vi \. DE TEL PEL VR
Cd 0,07 0,0 0,34 0,15 0,6 3,5 -
Cu 7,91 5,97 11,92 2,41 35,7 | 197,0 | 14,0
Ni 14,98 11,31 20,11 3,46 18,0 35,9 28,0
Mn 311,92 148,15 | 563,46 155,84 - - 378,0
Pb 5,42 0,0 14,21 5,70 35,0 91,3 24,0
Zn 16,32 5,27 30,0 11,11 123,0 | 315,0 | 61,0

V.- Valor minimo; V- Valor méximo; DE: Desviacion estandar; TEL: Thereshold Effect Level; PEL: Probable Effect Level; VR: Valor de referencia.
Tabla 4. Concentraciones medias de metales (mg.kg-1) en los sedimentos del
area de captacion de la represa Paiva Castro en el periodo de lluvia.

Metal Media Vi \. DE TEL PEL VR
Cd 3,26 2,10 4,01 0,70 0,6 3,5 -
Cu 8,41 4,76 11,21 2,46 35,7 | 197,0 [ 14,0
Ni 14,90 13,46 16,48 1,45 18,0 35,9 28,0
Mn 117,13 17,64 | 232,33 77,94 - - 378,0
Pb 3,35 0,0 9,76 3,76 35,0 91,3 24,0
Zn 24,82 8,32 37,46 12,50 123,0 | 315,0 | 61,0

V,,,,: Valor minimo; Vi, : Valor maximo; DE: Desviacion estandar; TEL: Thereshold Effect Level; PEL: Probable Effect Level; VR: Valor de referencia.

5). Sélo un punto presenté efecto toxico agu-
do en sedimento, en la estacion lluviosa. No
se registraron efectos de toxicidad en los test
cronicos.

Los resultados de los andlisis ecotoxicoldgi-
cos se presentan como diferencia “significa-
tiva” o “no significativa” en relacién al control,
es decir como “toxico” o “no toxico” (Tabla

Tabla 5. Resultado de los bioensayos agudo y crénico
del sedimento en el periodo seco y lluvioso.

Test Agudo Test Crénico
Punto Seca Lluvia Seca Lluvia
PCA1 NT NT NT NT
PC2 NT NT NT NT
PC3 NT NT NT NT
PC4 NT TOX NT NT
PC5 NT NT NT NT




Se evidenciaron correlaciones significativas
(p<0,05) entre las variables analizadas en el
sedimento (Tabla 6).

Tabla 6. Coeficiente de correlacion de Spearman
entre las variables de la Represa Paiva Castro
con correlaciones significativas (p<0,05).

AG | AF [ L+A | Ni Zi Cu | TAS

AG - |07 * |-077]| * * *
AF - * 1079-081] * |-07
S+A ; *~ |o79 079 *

TAS

Notas: AG = Porcentaje de Arena Gruesa; AF = Porcentaje de Arena Fina; L/A =
Limo/Arcilla; Ni = Niquel Zi = Zinc; Cu = Cobre; TAS = Test Agudo Sedimento.
Los parametros arena gruesa, arena fina, y Ni se correlacionaron negativamente
con r=-0,70 -0,77, respectivamente. El parametro arena fina se correlaciono
negativamente con Zn y con el test agudo y, positivamente con Ni (= -0,81;
-0,70; 0,79). Mientras que entre limo y arcilla con Zi'y Cu se evidencié una
correlacion positiva con r= 0,79y r= 0,79 respectivamente.

Discusion

Los metales son elementos importantes y esen-
ciales en los ecosistemas acuaticos cuando se
encuentran en pequefias concentraciones, pe-
ro en altos niveles, muchos son téxicos y pue-
den bioacumular y biomagnificarse en las cade-
nas alimenticias. En estos ambientes, los me-
tales pueden estar de forma libre en solucion,
en forma de complejos con la materia organica
disuelta, o coloides en el agua intersticial liga-
dos a las particulas del sedimento (Lamberson
y col. 1992; Luoma y Rainbow 2008; Zhang y
col. 2014).

El sedimento esta formado por extractos de
particulas minerales y organicas, que se en-
cuentran en contacto con el hipolimnion. En
relacion a la granulacién sedimentaria, se sabe
que uno de los parametros que mas afecta a
las interacciones del metal con el sedimento es
el tamano de la particula del sedimento (Luoma
y Rainbow 2008; Zhang y col. 2014). La inte-
raccion se relaciona con que a mayor area su-
perficial de los sedimentos finos, mayor capa-
cidad de adsorcion del sedimento, llevando a la
inmovilizacion de estos elementos en el sedi-
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mento de la represa (Cardoso-Silva y col. 2016;
Kangy col. 2017). Para metales en particular, se
sabe que existe mayor afinidad en sedimentos
compuestos por grandes concentraciones de
limo, arcilla y materia organica - fraccién menor
que 63 pym (Araujo y col. 2006; Campana y col.
2012; Zhang y col. 2014). En los reservorios, la
granulometria tiende a ser menor conforme se
aproxima a la presa, ya que la decantacion de
las particulas que entran en el sistema ocurre
de manera mas lenta mientras menor es el ta-
mano de la particula, por lo que puede existir
un gradiente de concentracién de contaminan-
tes en el sedimento desde la cabecera hacia el
sitio proximo a la presa.

Podemos sefalar el sedimento del sitio de es-
tudio con bajo poder de adsorcién de metales,
debido a que su material particulado posee
granulometria con fraccién predominantemen-
te mayor que 63 pm, es decir, con predominio
de la fraccién arena. A pesar del bajo porcenta-
je de la presencia de la fraccion menor que 63
uUm en el reservorio, se observo que los metales
Zi'y Cu se correlacionaron positivamente con la
arcilla presente en el lugar. Al evaluar la presen-
cia de metales en los sedimentos de la represa
Paiva Castro, Cardoso-Silva y col. (2016) ob-
servaron una correlacion positiva entre Cu y ar-
cilla, relacionando con la aplicacién de CuSO4
como algicida en el area de estudio.

La cantidad de materia organica en el sedimen-
to es un parametro importante, ya que regula
la sorcion y biodisponibilidad de diversos con-
taminantes (Power y Chapman, 1992; USE-
PA, 2005; Zhang y col. 2014). Segun Vigano y
col. (2007) la materia organica y los nutrientes
pueden causar gran influencia en los ambien-
tes acuaticos, a través de la interaccion con los
productores pimarios y consumidores prima-
rios. De este modo, se ha dado gran atencién
los materiales particulados ya que puedan ser
una fuente contemporanea de energia y téxicos
para la cadena alimentaria (Vigand y col. 2007).
Para ser considerado organico, el sedimento
debe contener mas de 10% de materia orga-
nica en su peso seco (Esteves 2011), mientras
que la materia organica en el sitio de estudio
fue de 8,3%. Por lo tanto, los resultados evi-
dencia baja asociacion del sedimento de este
reservorio con los metales aqui analizados.
Silva (2013), en su trabajo sobre los Reservorios
Guarapiranga y Billings identifico el sedimento
de ambos sitios como organico, con mas de
10% de cantidad de materia organica, y con
concentraciones medias superiores a 30% de
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limo y arcilla. Hubo correlaciones significativas
del sedimento de los reservorios Guarapiranga
y Billings con varios metales analizados. Ade-
mas, factores de transporte y carga causados
en otros rios poden dificultar la sedimentacién
y retencion de materia organica en el sedimen-
to. La cuenca del Rio Piracicaba, por ejemplo,
estudiada en el afo 2000, revel6 que la canti-
dad de materia organica en el sedimento tuvo
variacion de 1,2% y 15,5%. Los valores en-
cima de 10% fueron observados en represas
menores, y los valores menores en los rios (Del
Grande 2003). En en presente estudio, el area
de muestreo posee un brazo estrecho de cap-
tacion, con una considerable corriente y flu-
jo de agua, por lo que las condiciones locales
parecidas con ambientes loticos explicaria la
mayor granulometria del sedimento y menor
cantidad de materia organica.

Un factor que pudo interferir en la cantidad de
materia organica, es la concentracién de O2 en
el sedimento y en la interface de éste con el
agua, que puede llevar a una degradacién mas
rapida de materia organica y finalmente a una
reduccion en la cantidad de ésta (Delistraty y
Yokel 2007).

Segun Araujo y col. (2006), la toxicidad de los
contaminantes puede verse afectada depen-
diendo de las caracteristicas de los extractos
minerales y organicos, asi como a la comple-
jacién y biodisponibilidad del contaminante.
Delistraty y Yokel (2007) sugieren que los se-
dimentos causan efectos adversos en la bio-
ta que vive en ese compartimento, siendo que
los riesgos parecen estar asociados a los me-
tales y factores como baja cantidad de O2 y
altas cantidades de amonio. Una vez mas ve-
mos que en ambientes léticos, la dinamica lo-
cal influencia positivamente los patrones de
toxicidad del sedimento.

Las areas loticas tienden a acumular menores
cantidades de metales, en este sentido Kem-
ble y col. (2013) obtuvieron un nimero limitado
de correlaciones significativas entre la toxici-
dad y la concentracion de metales en siete rios
de Norteamérica.

Rodgher y col. (2005) encontraran contamina-
cién por metales en el sedimento y agua del
lugar de estudio, causados por efluente sani-
tario, industrial y de agricultura. Los test eco-
toxicoldgicos de muchas muestras indicaron
efectos toxicos sobre los organismos bioindi-
cadores, posiblemente resultante de la entra-
da constante de materia de las areas adyacen-
tes del reservorio.

Evidencias de toxicidad por metales en re-
servorios son descritas en el informe de la
CETESB (2012), donde se destacan las altas
concentraciones de Cu en el sedimento del re-
servorio Guarapiranga y la correlacién de este
metal con la toxicidad.

Los valores de referencia TEL y PEL sirven
para comparar la existencia de posibles efec-
tos sobre la biota en relacién a la concentra-
cién de metales encontradas en el ambiente.
En este sentido, los elementos Pb, Cu, Niy Zn
permanecieron por debajo de los valores de
TEL, por lo que se puede concluir que el sedi-
mento del reservorio en el area de captacion
para abastecimiento publico no presenta po-
tencial toxico para los organismos bentonicos
de los sitios muestreados.

Segun Zagatto y Bertoletti (2008), la evalua-
cion de la ecotoxicidad, se constituye en un
abordaje exploratorio que evidencia un pro-
blema de calidad en cuerpos hidricos que re-
ciben efluentes domésticos e industriales. En
este trabajo, tales andlisis fueron realizados a
fin de obtener datos que sefalen la calidad del
sedimento del reservorio Paiva Castro y aso-
ciar posibles contaminantes con su toxicidad
sobre los organismos bentonicos. En el anali-
sis de correlacion de Pearson no hubo corre-
laciones significativas entre la toxicidad y los
metales del sedimento.

Cabe aclarar que si bien no se obervard dafno
en los organismos ensayados, es necesario
hacer un seguimiento en el tiempo del esta-
do del reservorio ya que no de los principales
problemas que los metales pesados poseen
una vida media bioldgica larga (Milenkovic y
col. 2005), es decir que una vez en el organis-
mo, el metal puede bioacumularse por largos
periodos de tiempo y puede existir porcesos
de biomagnificacion en las redes tréficas. Por
lo que seria necesario cumplimentar el estudio
con la evaluaciéon de la presencia de metales
en organismos bentdncicos.

Los resultados presentados en este trabajo se
sefalan bajas concentraciones de metales en
el sedimento, asi como la ausencia de toxici-
dad de las especies ensayadas. En este senti-
do, podemos decir que el reservorio, al menos
en el area de estudio, se encuentra poco im-
pactada y no estaria produciendo interferen-
cias directas en la calidad de vida de los orga-
nismos bentonicos.

Agradecimientos: A la FAPESP (Fundagdo de Amparo a Pes-
quisa do Estado de Sao Paulo - procesos 2009/16652-1 vy
2006/51705-0), CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento
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Scorpion stings in Buenos Aires, Argentina: Epidemiological and clinical aspects
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Abstract. In Argentina scorpion stings are the leading cause of venom-related injury to human. Since the beginning of the 20th
century Tityus trivittatus is found in Buenos Aires. Scorpion envenomation is a neurotoxic syndrome with local symptoms and
systemic manifestations. It could develop cardiac failure, acute pulmonary edema, shock and death. Fortunately, most of the
scorpion stings in adult people in Buenos Aires are mild envenomations. A retrospective, descriptive and cross sectional study
based on data collected from medical records of patients followed between 1982 and 2013 were done. We compiled a total of 141
human scorpion stings and 115 arthropod captures: 88 T. trivittatus, 10 Bothriurus bonariensis and 17 missed data. The accidents
occurred more frequently in the eastern and oldest neighborhoods of the city. Eighteen patients had mild systemic manifestation.
There was not any death. Twelve patients received scorpion antivenom. Although recently there was a severe case in 5 years old
boy and in some provinces in Argentina death have been reported, most of the envenomations are mild. We observed inadequate
treatment in some patients; it is important training on the correct management and prevention of this envenomation.

Keywords: Scorpion stings; Buenos Aires; Tityus trivittatus; Bothriurus bonariensis.

Resumen. En Argentina el escorpionismo es el principal envenenamiento por animales ponzofiosos. Desde comienzos del siglo
XX, Tityus trivittatus ha sido descripto en Buenos Aires. El escorpionismo es una intoxicaciéon que produce un sindrome neuro-
toxico con sintomas locales y manifestaciones sistémicas. Puede desencadenar insuficiencia cardiaca, edema agudo de pulmoén,
shock y muerte. Afortunadamente, la mayoria de los accidentes con escorpiones en adultos en Buenos Aires son intoxicaciones
leves. Se realizé un estudio retrospectivo, descriptivo y transversal basado en informacién recolectada de las historias clinicas
desde 1982 hasta 2013. Se recolecté informacién sobre un total de 141 intoxicaciones por escorpiones y 115 capturas de ar-
tropodos: 88 T. trivittatus, 10 Bothriurus bonariensis y 17 sin identificar. Los accidentes sucedieron mas frecuentemente en los
barrios del este y mas antiguos de la ciudad. Dieciocho pacientes tuvieron sintomas sistémicos leves. No hubo ninguna muerte.
Doce pacientes recibieron antiveneno. La mayoria de los envenenamientos fueron leves, aunque recientemente se produjo un
caso grave en un nifio de 5 afios y en algunas provincias se han registrado muertes. Hemos observado un tratamiento inade-
cuado en algunos pacientes por lo que consideramos que seria importante capacitar en el correcto manejo y prevencion de este
envenenamiento.

Palabras claves: Escorpionismo; Buenos Aires; Tityus trivittatus; Bothriurus bonariensis.

Introduction

Scorpion envenomation is a major public health
problem in certain parts of the world, such
as North Africa and North and South Ameri-
ca (Chippaux and Goyffon 2008; Khattabi et
al. 2011). Although the mortality is low there
is substantial morbidity and, among children,
a risk of death (Isbister and Bawaskar 2014).
In Argentina, scorpion stings are the leading
cause of venom-related injury to the human
in the lasts decades (Ministerio de Salud de la
Nacién 2011). It is an emergent public health

problem on the most important cities in the
center and north of the country.

There are many different species of scorpi-
ons in the country. Some of them, such those
belonging to Bothriuridae family, do not have
medical importance in humans. On the other
hand, members from Buthidae family, like those
scorpions that constitute the Tityus genus, can
be responsible for severe envenomation.

The species B. bonariensis, from Bothriuri-
dae family, are commonly found in the sub-
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urban belt around the City of Buenos Aires.
The Tityus genus is represented by 8 species
in Argentina: T. trivittatus, T. confluens, T. ar-
gentinus, T. uruguayensis, T. bahiensis, T. ser-
rulatus, T. paraguayensis and T. curupi (Mar-
tino et al. 2001; de Roodt et al. 2003, 2014;
Ojanguren-Affilastro et al. 2017). While T.
serrulatus has been described in two north-
east provinces (Camargo and Ricciardi 2000),
along with the border with Brazil (Bortoluzzi
et al. 2007), it would not considered as a local
established species yet.

Tityus trivittatus, T. serrulatus, T. bahiensis
and T. confluens sting can be life-threatening,
especially in children and elderly people with
comorbidities. T. trivittatus is found in Buenos
Aires since beginnings of the 20th century.
Fortunately, most of the scorpion stings in
adult people in Buenos Aires are mild enven-
omations. Until nowadays, it has been com-
municated only two severe scorpion enven-
omation in a 4 years-old girl in 2009 (Docam-
po and Fernandez 2011; Blanco et al. 2012)
and at the beginning of 2017, in a 5 years-old
boy (ATA 2018).

Scorpion envenomation is a neurotoxic syn-
drome with local and systemic symptoms.
Usually, local pain appears immediately, it is
intense and stinging, and irradiates to close
anatomic areas. Discrete edema could be ob-
served at the sting site, and occasionally is
possible to localize the point of inoculation.
Other local symptoms are paresthesia, pilo-
erection, and chills without tissue damage.
Systemic manifestations are due to neuronal
excitation which results in autonomic stimula-
tion (sympathetic and parasympathetic). They
could develop cardiovascular, respiratory
and/or neurological disorders with or without
some general manifestations such as glandu-
lar hypersecretion, abdominal pain, muscles
cramps and vomiting. Unusually, they could
progress to cardiac failure, acute pulmonary
edema, shock, and death, which up to date,
were not observed in Buenos Aires city.

In Argentina, for therapeutic guidance and
prognostic, envenomation is classified as
mild, moderate and severe according to the
intensity of the symptoms.

Mild: presence of local manifestations only.
Moderate: low-intensity systemic manifesta-
tions may occur, such as diaphoresis, nau-
sea, few vomiting episodes, without cardio-
vascular or respiratory involvement.

Severe: systemic symptoms as alternating
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agitation and prostration, vomiting episodes,
excessive salivation, profuse diaphoresis,
hypothermia, tachydyspnea, bronchorrhea,
tachy or bradyarrhythmias, arterial hyper or
hypotension and, rarely, muscle spasms and
seizures.

According to Argentinean scorpion stings
guidelines, moderate and severe scorpion en-
venomation require hospitalization in a critical
care unit and early antivenom administration,
while mild severity intoxication needs 6 hours
observation (Boyer et al. 2009; Ministerio de
Salud de la Nacion 2011; Blanco et al. 2012;
de Roodt 2014).

The aims of this study were to describe clini-
cal, epidemiological data and species of scor-
pions captured linked to the envenomation
cases assisted at the Tropical Medicine Unit
between 1982 and 2013.

Method

This manuscript is a single-center retrospec-
tive, descriptive and cross-sectional study
based on data collected from patient’s medical
records at the Tropical Medicine Unit between
January 1982 and December 2013.

The final studied population consisted of 145
medical records, which were analyzed and
reviewed using a specific research form. The
variables collected from the patients were gen-
der, age, time of sting, location of sting, clinical
symptoms and treatment, and features from
the accident like identification of the scorpion
species, place and date of the accident.

Results

We compiled a total of 141 human scorpion
stings and four scorpion captures without
stings, between 1982 and 2013.

The gender distribution of the victims was:
54% males and 46% females. The average
age of the patients was 37 years old (range
1.5 - 81 years old). Scorpion stings have been
mostly seen in patients between 21 - 50 years
old, this group consists 71% of the population
in this series. The gender distribution of the
patients by age is displayed on Figure 1.

In the last decade, the number of notifications of
scorpion envenomation has slightly increased
in our series, in concordance with the observa-
tions at national level as it shows in the Figure 2.
Seventy-one percent of the scorpion stings
occurred in Buenos Aires City, 26% in the
suburban belt around Buenos Aires, and 3%
in other provinces. There was a total of 115
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Figure 2. a) Distribution of scorpion sting notifications per year in the Tropical Medicine Unit

between 1996 and 2013. b) National distribution of scorpion stings, arachnidism and ofidism
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between 2002 and 2015 (SNVS- Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud).
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scorpion captures: 88 T. trivittatus, 10 B.
bonariensis and 17 missed data. In Buenos
Aires City, 99% were T. trivittatus and 1% B.
bonariensis. In the suburban belt, 48% were
T. trivittatus, 35% were B. bonaerensis and
the rest were missed data.

The accidents occurred more frequently in
the eastern and oldest neighborhoods of the
city and were related to trains and metro rail-
ways as it is shown in Figure 3, as described
by Blanco et al. (2015).

Most of the accidents (85%) occur between
October and March (spring and summer sea-
son) (Figure 4).

Sixty-eight percent of the scorpions were
found inside the home (40% in rooms, 18%
in kitchens, 10% in bathrooms, 11% in base-
ments, and the rest did not specify the area),
13% peri-domiciliary and 19% on the streets,
pavements and squares.

The anatomical site of envenomation was avail-
able in 138 patients. The most common sites
of stings were in limbs, 47% in upper limbs
and 42% in lower limbs. The stings in feet
were mainly due to an accidental encounter
with the scorpion while putting on shoes. The
accidents in hands, more frequently in women
(24 women and 11 men), were due to domes-
tic activity such as cleaning, especially while
squeezing cloth, tiding and gardening. The
trunk stings occurred mostly while sleeping or
resting. Some uncommon stings localized in
head and neck happened while sleeping.

)

& 0
\

Figure 3. Scorpion location in Buenos Aires
city (https://mapa.buenosaires.gob.ar). The
subways lines are represented by green,
red, light blue, pink, yellow and blue lines
and the train rails by gray dotted lines.
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Figure 4. a) Distribution of scorpion stings along
the year. b) Buenos Aires City climate graph
showing average temperature along the year

(http://es.climate-data.org/location/1207/)

All patients referred local symptoms, 94%
had intensive pain, 55% had inflammatory
signs (erythema and mild edema) and 21%
had local paresthesias.

Only 18 patients had mild systemic mani-
festations: arterial hypertension or hypoten-
sion, tachycardia, myalgia, and sialorrhea. No
death events were registered.

Twelve patients were treated with scorpion
antivenom and 23 patients received gluco-
corticoid therapy, five patients received pro-
phylactic antibiotic therapy, as well as NSAID
(non-steroidal anti-inflammatory drugs) and
antihistamine therapy at the emergency unit.

Discussion

This study reports a single-center retrospec-
tive analysis of scorpion stings in patients
assisted in the Tropical Medicine Unit, in the
Metropolitan Area of Buenos Aires (“AMBA”
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from Spanish). Most patients were male and
adults and that could explain the lack of se-
vere envenomation cases, more frequent in
children. It has been reported that T. trivit-
tatus stings killed 30 children in provinces of
the Center and North of Argentina between
2001 and 2012 (Martino et al. 2001; Piola et
al. 2006; de Roodt 2009; de Roodt 2014).
Two more cases occurred in 2012 and 2016
in Catamarca province, two young patients of
15 and 17 years old had severe scorpion sting
envenomation, and one of them died (El An-
casti 2012; El Ancasti 2016).

In this study, T. trivittatus was the prevalent
scorpion with high-density distribution in the
old neighborhoods of the city, as has been al-
ready reported (Salomoén and de Roodt 2000;
de Roodtetal. 2003; 2014; Blanco et al. 2016).
As they described, it is possible to visualized
spreading route along the subway and train
rails from the east old neighborhoods to the
west side of the city.

Since 2003, T. confluens was recognized as
responsible for deaths in Argentina with some
fatal cases involving children in the North-
western provinces of Tucuman, Catamar-
ca and Jujuy (de Roodt 2009). T. serrulatus,
another species of medical importance, has
been occasionally captured on the Northeast
of Argentina. T. confluens and T. serrulatus
have not been identified in AMBA yet.

It has been observed a slight increase of scor-
pion envenomation reports in the last years,
the same phenomenon happens at national
level, while arachnoidism and ofidism reports
remain stable (Figure 2 a, and b). This could
be due to an increase of scorpions’ activity
and other environmental phenomena, such
as the facultative parthenogenetic character-
istic of T. trivittatus and the scarce of natural
predators in a big city like Buenos Aires (de
Roodt 2014).

Scorpions were found mostly inside the houses,
in relation with warm and humid places, such as
rooms, kitchens, and toilets. Specimens were
found in different levels from underground up to
the 9" floor, as well it was previously described
(de Roodt 2014; Blanco et al. 2016).

In concordance with other reports, this study
support there the density of T. trivittatus
for Buenos Aires City (99% of the scorpion
captures) is greater than for the surrounded
belt of Buenos Aires, where coexists with B.
bonariensis (Salomon and de Roodt 2001).
The specific antivenom anti-Tityus trivittatus is

produced by the National Institute for Produc-
tion of Biologics, ANLIS “Dr. C. Malbran” of
the Ministry of Health of Argentina, through the
immunization of horses with Tityus trivittatus’
venom. It is freely distributed all over the coun-
try by the Ministry of Health (de Roodt 2014).
Twelve patients with mild systemic symptoms
received specific antivenom. In these cases
patient’s anxiety and fear were mistaken as
systemic symptoms, probably due to physi-
cian’s little knowledge on scorpion envenom-
ation. Mild poisoning does not require anti-
venom administration, it can be manage with
NSAID or local lidocaine administration for
pain therapy, and to calm patient’s fears. In
addition, some patients received inappropri-
ate treatment (useless for scorpion sting), like
glucocorticoids and antibiotic prophylaxis.
Another important issue about scorpion
stings is prevention. People should receive
indications to shake out shoes, clothes, and
canvas; to dislodge any scorpions and to re-
move all trash, logs, boards, stones, bricks
and other objects around the house. It should
also be indicated to wear shoes and gloves
when working outdoors. Place mesh under-
neath the grate of the drain. Also, it is possi-
ble to conduct an active search, and capture
or Kill the scorpions. The use chemicals or the
introduction of natural predators (cats, chick-
ens) are other options available, although the
use of chemicals is not recommended un-
less an order and cleaning of the environment
has been previously conducted. (Ministerio
de Salud de la Nacién 2011; de Roodt 2014;
mayoclinic.org 2016; msal.gov.ar 2018).

Conclusions

We reported the epidemiological and clinical
characteristics of scorpion poisoning attend-
ed in a single center in AMBA. This enven-
omation could be life threatening, neverthe-
less, it is treatable and preventable. In general,
the findings regarding scorpion accidents are
consistent with others reports. The stings oc-
cur mostly in Buenos Aires city and the most
common specie found was T. trivittatus. Most
of the envenomations were mild, in contrast
with the severity described in some provinces
in Argentina, where death have been reported.
Even the antivenom produced in our country is
enough to cover the treatment demands, this
series shows it could be some overuse. It is
important a responsible use since the antive-
nom is a scarce resource difficult to obtain.
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This is a retrospective study, we considered
that a prospective one is needed, to focus
on potential complications of scorpion en-
venomation and identifying early markers of
severity, such as electrocardiogram changes,
echocardiographic changes, serum markers
of cardiac distress and others.

It is important to continue with the epide-
miological surveillance on new species that
could be introduced to AMBA with new clini-
cal manifestations and severity.
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Validacion de un método para la determinacion del acido
3-fenoxibenzoico en orina por QUEChERS, microextraccion liquido-liquido
dispersiva y cromatografia liquida de alta resolucién-arreglo de diodos

Validation of a method for the determination of 3-phenoxybenzoic acid
in urine using QUEChERS, microextraction liquid-liquid dispersive and
high-performance liquid chromatography-diode array
Herrero, Florencia; Rodriguez, Maria Soledad; Canas, Ana Irene; Lucero, Patricia Antonia

Unidad Agroquimicos. Centro de Excelencia en Productos y Procesos de Cérdoba (CEPROCOR). Ministerio de Ciencia y Tec-
nologia de Cérdoba.

Recibido: 9 de enero de 2018
Aceptado: 10 de mayo de 2018

Resumen. Los piretroides son insecticidas ampliamente usados no sélo en el ambito agropecuario y doméstico sino también en
salud publica. Una vez absorbidos, son rapidamente metabolizados a compuestos polares eliminados por via renal. Uno de los
metabolitos comun a un gran nimero de piretroides es el acido 3-fenoxibenzoico (3-PBA) el cual es utilizado como marcador de
exposicién. Se presenta en este trabajo, la validacién de una metodologia analitica para la determinacién del 3-PBA utilizando
QUECHhERS acoplado a microextraccion liquido-liquido dispersiva con tricloroetileno como disolvente extractivo y cromatogra-
fia liquida de alta resolucion con detector de foto-arreglo de diodos. La validacion se realizd con muestras aisladas de orina de
voluntarios adultos de ambos sexos sin exposicién conocida y orina sintética. El método resulté lineal en el intervalo 9 pg L-'-79
pg L los limites de deteccién y cuantificacion fueron de 3 ug L'y 9 pg L, respectivamente. No se observaron sefiales de inter-
ferentes a los tiempos de retencién del 3-PBA y del acido 2-fenoxibenzoico (2-PBA), estandar interno, en las muestras de orina
blanco. Las sefiales cromatograficas en las muestras enriquecidas fueron espectralmente homogéneas. Las precisiones intradia-
rias (RSD, %) (n=5) para 9 ug L™ estuvieron comprendidas entre 9,3%-9,9% y para 27 ug L' entre 5,9%-10,6%. Las precisiciones
interdiarias (RSDint%) (n=15) para los mismos niveles de concentraciéon fueron de 11,8% y 9,1%, respectivamente. El rango de
porcentajes de recuperacion para 9 pg L fue de 87%-119% y para 27 pg L' de 70%-91%. Se evalud la estabilidad del analito
en la muestra y en el extracto. El analito resulté estable a -20 °C durante 7 dias en la muestra y durante 1 dia en el extracto. Los
valores de incertidumbre relativa e incertidumbre expandida fueron evaluados mediante la ecuacion de Horwitz, los resultados
obtenidos fueron para el nivel 9 pg L' de 33% y 65% y para el nivel 27 pg L' de 28% y 55%. La aplicabilidad del método valida-
do fue evaluada con muestras reales de personas sin exposicién laboral conocida, quienes declararon haber usado insecticidas
piretroides. EI método resulté sensible y selectivo.

Palabras clave: Validacion; Acido 3-fenoxibenzoico; Piretroides; Orina.

Abstract. Pyrethroid insecticides are used not only in the agricultural and domestic environment, but also in public health. Once
absorbed, they are rapidly metabolized into polar compounds eliminated by the kidneys. One of the metabolites common to many
pyrethroids is 3-phenoxybenzoic acid (3-PBA) which are used to evaluate exposure. We present in this paper the validation of an
analytical methodology for the determination of 3-PBA using QUEChERS coupled to dispersive liquid-liquid microextraction with
trichloroethylene as an extractive solvent and high-performance liquid chromatography with a photodiode array detector. Vali-
dation was carried out with isolated samples of urine from adult volunteers of both sexes without exposure and synthetic urine.
The method was linear in the interval 9 pg L-'-79 pg L; the limit of detection and quantitation were 3 pg L-" and 9 pg L™, respec-
tively. Interfering signals were not observed in the blank urine samples and the chromatographic signals in the enriched samples
were spectrally homogeneous. The within-run precision (RSD,%) (n = 5) for 9 ug L™ were between 9.3%-9.9% and for 27 pg L™
between 5.9%-10.6%. The between-run precision (RSDint%) (n = 15) for the same concentration levels were 11.8% and 9.1%,
respectively. The recovery for 9 pg L' ranged from 87%-119% and for 27 pg L' from 70%-91 %. The stability of the analyte was
evaluated in the sample and in the extract. The analyte in the sample was stable at -20 °C for 7 days and in the extract was stable
for 1 day. The values of relative uncertainty and expanded uncertainty obtained by the Horwitz equation were 33% and 65% for 9
pg L, and 28% and 55% for 27 pg L. The applicability of the validated method was evaluated with real samples of people with-
out known occupational exposure, who declared having used pyrethroid insecticides. The method was sensitive and selective.

Keywords: Validation; 3-phenoxybenzoic acid; Pyrethroids; Urine.
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Introduccién

Los insecticidas piretroides se desarrollaron
como analogos estructurales del insecticida
natural piretrina, que se encuentra en las flores
de Chrysanthemum cinerariaefolium (Fortes y
col. 2013). Los piretroides son ampliamente
utilizados para controlar las plagas de insec-
tos en agricultura y salud publica debido a su
relativa seguridad para los humanos y alta po-
tencia insecticida (Tsuji y col. 2012).
Quimicamente, los piretroides son ésteres del
acido vinil ciclopropan carboxilico y un alcohol
ciclopentanona, que en la mayoria de los ca-
sos es el 3-fenoxibenciloalcohol (Wielgomas y
col. 2013). La mayoria de los piretroides son
moléculas quirales y existen como mezclas de
enantiomeros (Saillenfait y col. 2015).

El modo de accion de los piretroides en ma-
miferos es el mismo que en insectos, la alte-
racién de los canales de sodio dependientes
de voltaje. Estos se unen a la subunidad o del
canal de sodio y retrasan la activacion, asi co-
mo la velocidad de inactivacion (cierre) de este
canal, lo que lleva a un estado de hiperexcita-
bilidad y despolarizacion de la membrana neu-
ronal (Costa y col. 2008). Ademas de la neu-
rotoxicidad, los piretroides, producen efectos
negativos en la reproduccion de mamiferos,
son inmunotoéxicos y se ha informado que pro-
bablemente sean cancerigenos para los hu-
manos (Trunnelle y col. 2014).

La poblacion general se encuentra potencial-
mente expuesta a piretroides principalmente a
través del consumo de alimentos, pero la ex-
posicién también podria ocurrir por inhalacion
y absorciéon dérmica, especialmente después
del uso doméstico de estos plaguicidas (For-
tin y col. 2008). Se ha reportado la exposicién
ocupacional de trabajadores en plantas de
produccién de formulados de plaguicidas y de
aplicadores durante las operaciones de con-
trol de plagas (Saillenfait y col. 2015).

Una vez absorbidos, los piretroides son rapi-
damente metabolizados por escision hidroli-
tica del enlace éster a compuestos polares y
eliminados por via renal. La presencia de me-
tabolitos en la orina refleja exposicion reciente.
La fraccién alcohol del grupo de piretroides
que incluye permetrina, cipermetrina, delta-
metrina, fenvalerato, lambda-cialotrina, feno-
trina, cifenotrina, fluvalinato y tralometrina se
metaboliza a acido 3-fenoxibenzoico (3-PBA)
(Figura 1).
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Figura 1. Hidrdlisis de piretroides a acido
crisantémico y acido 3-fenoxibenzoico (3-PBA).

Este acido forma conjugados principalmente
con acido glucuronico para poder ser elimina-
do por orina (Bartosz y col. 2014). Este meta-
bolito urinario es un biomarcador genérico y util
para evaluar exposicién humana a piretroides
(Chuang y col. 2011; Glorennec y col. 2017).
Schettgen y col. (2016), en un estudio piloto,
analizaron muestras de orina de 38 personas
de la poblacién general para investigar posi-
bles niveles basales de 8 biomarcadores de ex-
posicion a piretroides. Detectaron en todas las
muestras cantidades cuantificables de 3-PBA,
con un valor promedio de 0,22 pg L' siendo
el valor maximo encontrado de 3,98 ug L. En
otro trabajo, en el cual se analizaron 305 mues-
tras de orina de nifias de entre 9 y 15 anos, se
detectaron en 270 muestras concentraciones
de 3-PBA en el rango de 0,005 ug L' a 28,16
pg L (Yey col. 2017).

En Argentina no existen datos sobre niveles de
biomarcadores de exposicion a insecticidas
piretroides. Por ello, seria conveniente contar
con métodos analiticos para la determinacién
de 3-PBA y otros metabolitos de piretroides en
orina suficientemente sensibles para evaluar la
exposicion a estas sustancias, dado su exten-
dido uso.

Los biomarcadores de exposicion a plaguici-
das pueden estar presentes en la poblacién
general en concentraciones de pocos pug L7,
y en consecuencia su determinacion requiere
meétodos analiticos sensibles y selectivos. Los
métodos analiticos instrumentales desarrolla-
dos para determinar metabolitos de piretroi-
des en orina se pueden dividir en: (a) métodos
por cromatografia gaseosa, con detectores de
captura de electrones o espectrometria de ma-
sas (Lin y col. 2011; Saito y col. 2014); (b) mé-
todos por cromatografia liquida de alta resolu-
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cién (HPLC), con detector de absorbancia uv-
visible (Smith y col. 2002) o foto-arreglo de dio-
dos (PDA) (Kumar y col. 2011; Wielgomas y col.
2013); y (c) ensayo por inmunoabsorcién ligada
a enzimas (ELISA) (Ahn y col. 2011; Chuang y
col. 2011). Hoy en dia, la cromatografia liqui-
da-espectrometria de masas en tandem se ha
convertido en la técnica analitica utilizada con
mayor frecuencia para el biomonitoreo de pla-
guicidas en orina (Roca y col. 2014).

La preparacion de la muestra es un paso clave
del método analitico y se deben emplear pro-
cedimientos adecuados de extraccion, limpieza
del extracto y preconcentracién. La técnica de
extraccion liquido-liquido (LLE) se ha utilizado
en forma rutinaria durante muchos afnos, pe-
ro debido a que consume tiempo y demanda
grandes cantidades de solvente, ha sido des-
plazada por técnicas miniaturizadas (Martinez
Vidal y col. 2009; Boyd Barr y col. 2010; Tao
y col. 2013). La microextraccién liquido-liquido
dispersiva (DLLME) permite la extraccion y con-
centracion simultanea de los analitos. Se fun-
damenta en el uso de un sistema ternario de
solventes (la fase acuosa y una mezcla de dos
solventes organicos) uno miscible con el agua,
que funciona como agente dispersante, y otro
inmiscible con agua y miscible con el agente
dispersante, llamado agente extractante. Las
3 fases forman una emulsioén, que incrementa
al maximo la superficie de contacto entre ellas,
favoreciendo asi la rapida transicion del analito
entre la muestra y el extractante (Mudiam y col.
2014). Las principales ventajas de estas técni-
cas son simplicidad de operacion, rapidez, bajo
costo, facil manejo, bajo consumo de solven-
tes organicos, alta recuperacion, alto factor de
enriquecimiento y compatibilidad con cromato-
grafia liquida y gaseosa (Bolzan y col. 2015).
La técnica QUEChERS (acréonimo inglés de
Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged y Safe
[rapido, facil, econémico, eficaz, sdlido y se-
guro]) es muy flexible ya que puede ser modi-
ficada en funcién de las propiedades del ana-
lito, de la composicién de la matriz y del equi-
pamiento disponible. El procedimiento QuE-
ChERS implica una extraccion con acetonitrilo
y una etapa de extraccién/particion luego de
la adicién de una mezcla de sales (Lehotaya
y col. 2010). Tradicionalmente es utilizada en
la determinacion de plaguicidas y sus meta-
bolitos en alimentos, ya que resulta una técni-
ca apropiada para la extracciéon y limpieza de
matrices complejas y andlisis simultaneo de
multiples analitos (Li y col. 2016). Esta técnica
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ha sido empleada para el analisis de biomar-
cadores de exposicion a plaguicidas en orina
humana (Roca y col. 2014).

El objetivo de este trabajo fue la validacion de
una metodologia analitica usando QUEChERS,
DLLME y HPLC con detector PDA para la de-
terminacion de 3-PBA en orina.

Materiales y métodos

Muestra bioldgica

Para la validacién del método se colectaron
muestras aisladas de orina de voluntarios adul-
tos, de ambos sexos y sin exposicién conocida
laboral a insecticidas piretroides (orinas blan-
co, OB). Sin embargo, puesto que el principio
activo de la mayoria de los insecticidas de uso
doméstico es un piretroide o una mezcla de pi-
retroides, fue dificil obtener muestras de orina
blanco. Se hizo un procedimiento de seleccion
para determinar que muestras de orina conte-
nian concentraciones no detectables de 3-PBA.
De 20 orinas analizadas se seleccionaron 6 que
no tenian niveles detectables de 3-PBA para
evaluar la selectividad. Por este motivo, para
determinar algunos parametros de la validacién
se utilizd una orina sintética (OS) preparada en
el laboratorio (B'Hymer 2011; Ye y col. 2017).

Estandares y reactivos

Los estandares de 3-PBA y 2-PBA de pureza
certificada (98%) fueron provistos por Sigma
Aldrich. Para la preparacién de la fase movil y
el tratamiento de las muestras se utilizaron los
siguientes reactivos: acetonitrilo (Sintorgan,
grado HPLC), acido acético (Merck, EMSU-
RE®); tricloroetileno, cloruro de sodio y acido
clorhidrico (Cicarelli, grado Pro-analisis); tiras
reactivas de orina (Wiener Lab.) y tiras de pH
(Merck). Se empled agua calidad HPLC obte-
nida mediante el sistema Milli-Q Plus®. Para
la técnica de QUEChERS se utilizé para ca-
da muestra: sulfato de magnesio anhidro (8
g) (Merck, ENSURE®), cloruro de sodio (2 g)
(Cicarelli, pro-analisis), citrato de sodio (2,14
g) (Sigma-Aldrich, ACS®), citrato de sodio ses-
quihidratado (1 g) (Sigma Aldrich, Plus®).

Los reactivos necesarios para preparar un litro de
orina sintética fueron: cloruro de potasio (3,80 g),
cloruro de sodio (8,53 g), urea (24,5 g), sulfato de
magnesio (1,03 g), fosfato de potasio (1,18 g), hi-
dréxido de sodio (0,64 g), bicarbonato de sodio
(0,47 g), todos marca Cicarelli, grado pro-anali-
sis; acido sulfurico (0,496 g) (Merck, pro-analisis),
acido citrico (1,03 g) (Sigma-Aldrich, ACS®), acido
ascorbico (0,34 g) (Sigma-Aldrich, BioXtra), crea-
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tinina (1,40 g) (PUREST) y agua calidad HPLC
(Milli-Q Plus®) (Gustafsson y Uzqueda 1978).

Equipamiento

Se empled un Cromatégrafo Liquido Alliance

2690 Waters con detector de foto-arreglo de
diodos (PDA) 996 Waters y sistema automatico
de registro de datos. El software utilizado
para adquisicion de los datos fue Empower
2 TM de Waters (Waters Corporation 2005).
Se utilizaron balanzas analiticas Shimadzu-
Modelo AUW220D-Legibilidad 0,01 mg vy
Shimadzu Libror AEG-220-Legibilidad 10 mg.

Preparacion de las soluciones patrones

Las soluciones stock de 3-PBA y 2-PBA se pre-
pararon pesando como minimo 10 mg (legibili-
dad 0,01 mg) del estandar y llevando a volumen
con metanol. A partir de estas soluciones se
prepararon por dilucion las soluciones interme-
dias y de trabajo. Todas las soluciones fueron
conservadas en frascos de vidrio y se almace-
naron a -20 °C hasta la fecha de vencimiento.

Analisis cromatografico

El analisis cromatografico se realizé a tempe-
ratura ambiente con una columna ZORBAX
Eclipse® XDB-C18, (250 x 4,6 mm) 5-Micron
(Agilent) y guarda columna XDB-C18 Guard (5
pm, 0,5 x 35 mm) (Agilent). Se empled una fase
movil constituida por: 60% de solucion acuo-
sa de acido aceético al 1% y 40% de acetoni-
trilo acidificado al 1% con acido acético, a un
flujo de 1 mL min'. El volumen de inyeccién
fue 40 pL. Se hizo un barrido espectral entre
210-400 nm y se cuantificé a 230 nm. En es-
tas condiciones los tiempos de retencion (en
minutos) fueron 13,4 para el 2-PBA (estandar

interno) y 20,7 para el 3-PBA (Figura 2).

Tratamiento de las muestras

Se realizé el andlisis fisico-quimico de las
muestras de orina con tiras reactivas. Se adi-
cionaron a 10 mL de cada muestra, cantidad
suficiente del estandar interno (El) en metanol
para obtener una concentracion final de 0,1 pg
mL-". Para liberar el 3-PBA de los conjugados,
se procedi6é a una hidrdlisis acida ahadiendo 1
mL de acido clorhidrico concentrado y calen-
tando en estufa a 90 °C durante 1 hora. Cada
muestra se dejé enfriar a temperatura ambien-
te. Después de la hidrdlisis, se realizaron las
extracciones por el método QUEChERS con
acetonitrilo para extraer el 3-PBAy el El de las
muestras. Una alicuota del extracto de aceto-
nitrilo se usé para la DLLME como disolven-
te dispersivo y tricloroetileno como disolven-
te extractivo para aumentar el factor de enri-
quecimiento del procedimiento de extraccion.
Brevemente, en un tubo de polipropileno de
50 mL se colocaron la orina hidrolizada junto
con las sales de QUEChERS y 10 mL de aceto-
nitrilo. Se agitaron vigorosamente por 1 minuto
y se centrifugaron por 10 minutos a 3500 rpm.
Se tomaron 9,5 mL de extracto de acetonitrilo
y se le agregaron 20 mL de agua desionizada,
0,5 g de cloruro de sodio y 200 pyL de acido
clorhidrico concentrado. A continuacion, se
adicionaron rapidamente con pipeta automa-
tica 1 mL de tricloroetileno, con posterior agi-
tacion en un agitador orbital durante 1 minuto
y se centrifugaron 5 minutos a 3000 rpm. El
extractante (tricloroetileno) fue separado y se
llevé a sequedad con corriente de nitrogeno
en bano de agua a 50 °C. Por ultimo, el residuo
se reconstituyé en 60 pL de fase movil.
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Figura 2. (A) Ejemplo del perfil cromatografico de una muestra de control de calidad (MCC).
(B) Espectro de absorbancia caracteristico del 2-PBA (acido 2-fenoxibenzoico).
(C) Espectro de absorbancia caracteristico del 3-PBA (acido 3-fenoxibenzoico).
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Validacion

Los parametros evaluados durante la valida-
cion fueron: linealidad, limite de deteccidn,
limite de cuantificacién, selectividad, preci-
sion, veracidad, arrastre (carry-over), estabili-
dad del analito en la muestra y en el extracto e
incertidumbre.

Linealidad

La linealidad fue evaluada analizando 5 estan-
dares de calibracién (EC) de concentraciones
de 3-PBA enelrangode 9 ug L' a 79 ug L;
una muestra blanco (muestra sin analito y sin
El) y una muestra cero (muestra con El). Los
EC se prepararon diariamente adicionando, a
40 mL de OB y OS, alicuotas de las solucio-
nes de trabajo de 3-PBA y 2-PBA en metanol
respectivamente. Cada nivel de concentracion
se realiz6 por duplicado. La curva de calibra-
cién se construy6 graficando la relacion de las
alturas 3-PBA/2-PBA versus la concentracion
nominal del analito. Se realizé un analisis de
regresion lineal de los datos, que proporcioné
una pendiente y una ordenada al origen. La li-
nealidad se evalué empleando las propuestas
de la ISO 8466-1 (International Standard Or-
ganization 1990): (1) la representacion grafica
de los datos con la recta de regresion lineal
calculada y (2) test estadistico: se calcula el
valor PG requerido para la prueba F. SiPG < F
la funcion de calibracion no lineal no da lugar a
una mejora significativa del ajuste y por lo tan-
to la funcién de calibracién es lineal. Se com-
paré la pendiente de las curvas de calibracion
generadas en orina humana y orina sintética
por andlisis de regresidn lineal con variables
auxiliares (Guerra Simones y col. 2007).

Limite de deteccion y limite de cuantificacion
El limite de deteccion (LD) se definio como la
concentracion mas baja a la que se cumplen
los criterios cualitativos (tiempo de retencion
y espectro UV-Visible) al menos en el 90% de
casos. Se analizaron 5 muestras de control de
calidad (MCC) en OS enriquecidas a la con-
centracion del LD. El limite de cuantificacion
(LC) es el punto de menor concentracion en
la curva de calibrado en ambas matrices (Da
Costa y Chasin 2004; EMA 2011).

Selectividad

Para la evaluaciéon de posibles interferentes
enddgenos de la matriz, se analizaron 6 mues-
tras de orina previamente seleccionadas vy ali-
cuotas de estas muestras enriquecidas con
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3-PBA en el LC. Una sefial se considero in-
terferente si es mayor que el 20% del LC del
3-PBA y mayor que el 5% del El. Se determi-
nod, ademas, la homogeneidad espectral de la
sefnal del analito y el El en las muestras enri-
quecidas a partir de las curvas de similitud y
umbral de pureza (EMA 2011).

Arrastre (carry-over)

Se evalud inyectando extractos de OB y OS
después de un EC o MCC de concentracion
elevada. Las sefales de los analitos en la mues-
tra blanco no deben ser mayores que el 20%
del LC del 3-PBA y el 5% del El (EMA 2011).

Precision

Se evalud la precision del método en términos
de repetibilidad (precision intradiaria) y precision
intermedia (precision interdiaria) y fue expresa-
da como el porcentaje de la Desviacion Estan-
dar Relativa (RSD%). Se utilizaron MCC en OS
de 2 niveles de concentracion: 9 ug L'y 27 ug
L. Para la precision intradiaria (RSDr%) se ana-
lizaron 5 réplicas por nivel de concentracion. La
precision interdiaria (RSDint%) se evalu6 anali-
zando 5 réplicas de cada nivel en diferentes dias
y por diferentes analistas. El RSD% no debe ex-
ceder el 15%, excepto en el LC en el que es
aceptable un RSD% de hasta 20% (EMA 2011).

Veracidad

La veracidad del método se evalu6 median-
te un ensayo de adicion/recuperacion. Las
recuperaciones se calcularon a partir de los
datos obtenidos durante la evaluacién de la
precision. Las MCC se enriquecieron en for-
ma independendiente de los EC utilizando so-
luciones preparadas por separado. Las MCC
se cuantificaron con curva de calibracién y las
concentraciones obtenidas se compararon
con el valor nominal. Los valores de recupera-
cién aceptables se encuentran dentro del ran-
go 70%-125% (AOAC 2002).

Estabilidad

Se evalud la estabilidad del analito en MCC de
concentracion 27 ugL'en OBy OS durante 3 eta-
pas relevantes del desarrollo de la metodologia.
Alicuotas de las MCC de OB se conservaron
en las siguientes condiciones: 4 °C durante 10
dias y -20 °C durante 60 dias. Las muestras
se analizaron por duplicado frente a curvas de
calibracién recientemente preparadas, y las
concentraciones obtenidas se compararon
con la concentracion nominal.
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Se evalud estabilidad del analito frente a las
condiciones de la hidrdlisis en 6 alicuotas de
MCC de OS. De las alicuotas, 3 se sometieron
al proceso completo y en las 3 restantes se
elimind la hidrdlisis.

La estabilidad del analito en el extracto con
MCC de OB y OS se evalu6 a -20 °C durante
24 y 48 horas.

Se realizd, para las muestras en las 3 condi-
ciones, analisis de la varianza de una via (ANA-
VA) con la prueba DGC de comparacion de
medias. Valores de p < 0,05 se consideraron
significativos.

Estimacion de la incertidumbre de la medicion
La estimacion de la incertidumbre de la medi-
cién (IM) es un parametro asociado al resulta-
do de la medicién que caracteriza la dispersiéon
de los valores que podrian atribuirse razona-
blemente al mensurado. Esta estimacién se
realizé utilizando la ecuacion de Horwitz: [u’ =
21 - 0,5 log c]; donde U’ designa la desviacion
estandar relativa de la reproducibilidad y c la
concentracion del analito en pg L. La IM re-
lativa expandida, U’ (al nivel de confianza del
95%) se calculdé mediante: U’ = 2 u'. Los valo-
res obtenidos a partir de la ecuacién de Horwitz
se consideraron como indicadores de la posi-
ble incertidumbre asociada con los resultados
del ensayo debido a la falta de datos de apoyo
(materiales de referencia, participacion en in-
terlaboratorios) (Codex Alimentarius, 2006).

Analisis de muestras reales

Para la verificacion del método desarrollado,
se procesaron 8 muestras de orinas de mic-
cién espontanea de 4 voluntarios, sin exposi-
cién laboral. Se recolectaron 4 muestras en el
periodo diciembre-marzo, época de uso fre-
cuente de insecticidas domésticos. Los volun-
tarios declararon haber usado productos in-
secticidas piretroides dentro de los 5 dias an-
teriores a la toma de muestra. Muestras de las
mismas personas fueron analizadas en época
de temperaturas mas bajas y menor uso de in-
secticidas domésticos, estacién junio-agosto.
Las muestras fueron analizadas en el mismo
dia de la recoleccién. La cuantificacion del
3-PBA se realizd por el método de adicion de
estandares.

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizd
con el software estadistico InfoStat version
2016 (Di Rienzo y col. 2016).

Resultados y discusion

En humanos, el proceso de transformacion de
los piretroides produce metabolitos urinarios
que son adecuados para el monitoreo biol6-
gico. La excrecion es rapida, por lo que los
niveles urinarios solo reflejan una exposicion
reciente. Actualmente, para propésitos de bio-
monitoreo solo se usa orina como material bio-
I6gico para el estudio (Wielgomas y col. 2013).
El 3-PBA es un metabolito comun de ciper-
metrina, deltametrina, permetrina, cialotrina y
fenvalerato y posiblemente otros insecticidas
piretroides. Por lo tanto, la deteccion de este
metabolito en la orina puede reflejar multiples
fuentes de exposicion ambiental a diferentes
insecticidas piretroides (Fortes y col. 2013).

Optimizacion de la metodologia analitica

En general, la determinacion de metabolitos de
piretroides en orina comprende 3 etapas: (1) hi-
drdlisis de los conjugados; (2) extraccion del me-
tabolito libre, concentracion y derivatizacion y (3)
deteccioén y cuantificacion (Ueyama'y col. 2009).
La hidrdlisis de los conjugados puede realizar-
se por métodos enzimaticos (B-glucuronidasa,
sulfatasa) o quimicos (acido clorhidrico o acido
sulfurico y calor). Se decidié realizar una hidro-
lisis acida (acido clorhidrico /90 °C / 1 h), tam-
bién empleada por otros autores (Wang y col.
2007; Wielgomas y col. 2013; Schettgen y col.
2016). Toshima y col. (2015) compararon dife-
rentes pretratamientos de la orina para el bio-
monitoreo de piretroides. Observaron un valor
mas bajo del metabolito en el andlisis precedi-
do por la desconjugacién enzimatica que en el
precedido por hidrélisis acida. Probablemen-
te esto se deba a la presencia de otros con-
jugados no hidrolizados por glucuronidasas y
sulfatasas.

Con la intencion de obtener éptima sensibili-
dad se evaluaron distintas variantes de DLLME
(con solvente organicos y liquidos i6nicos), y
método QUEChERS para extraer y concentrar
el 3-PBA. Se encontré que el procedimiento
QUEChERS simplificado propuesto por Roca y
col. (2014) era apropiado para la extraccién del
3-PBA de las muestras de orina. Sin embargo,
no se alcanzo un LD adecuado para el biomo-
nitoreo de la exposicion a piretroides. Por ello,
se decidié combinar QUEChERS y DLLME, de
tal forma que el 3-PBA fue extraido de la orina
por particién con acetonitrilo y luego concen-
trado en tricloroetileno por un procedimiento
de microextraccion dispersiva. Esta estrategia
ha sido empleada por otros autores para de-
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terminar residuos de plaguicidas en alimentos
(Ravelo-Pérez y col. 2009, Melo y col. 2012).
Durante el proceso de optimizacién de la se-
paracion cromatografica fueron probados di-
ferentes fases moviles, gradientes, flujos, fa-
ses estacionarias de columna, etc., para lograr
una buena separacion y definicién de los picos
del 3-PBA y del 2-PBA. Finalmente, se selec-
cionaron las condiciones presentadas en ma-
teriales y métodos.

Se cuantificé con estandar interno contra pa-
trones en matriz (unipuntual o multipuntual) o
por adicion de estandar (EMA, 2011).

Validacién intralaboratorio

Linealidad

En el curso de la validacién se realizaron 5
curvas de calibracion. No se observaron des-
viaciones de la linealidad en la representacion
grafica de los datos de la calibracién (Figura
3). Comparando el valor calculado de PG con
el valor tabulado de la distribucién de Fisher-
Snedecor, F (1, N-3 grados de libertad, nivel
de confianza 0,95), resulté PG < F en todos los
casos Yy por lo tanto el modelo lineal fue ade-
cuado para modelar los datos de calibracién
en el intervalo de 9 ug L' a 79 ug L' (Tabla 1).
Sin embargo, se observaron diferencias es-
tadisticamente significativas (p < 0,05) en las
pendientes de las curvas, especialmente entre
curvas realizadas con OB. Esta diferencia re-
fleja la naturaleza variable de la matriz orina.
Debido a que no es posible conservar inaltera-
das las muestras de orina por mucho tiempo,
las curvas se realizaron con OB frescas de dis-
tintos voluntarios.
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Limite de deteccion y limite de cuantificacion
El LC corresponde al punto mas bajo de la
curva de calibracion: 9 ug L (ver Precisiéon
y Veracidad). La concentracion mas baja que
generd una sefal cromatografica en todas las
MCC vy el espectro de absorcién caracteris-
tico de los analitos fue 3 pg L, considerado
LD. Tal como han informado otros autores se
detecto la presencia de 3-PBA en la mayoria
de las muestras de orina analizadas (Wei y
col. 2012; Le Grand y col. 2012; Morgan y col.
2016). Por esta razon, el LD se determiné em-
pleando MCC preparadas con OS. B'Hymer
(2011) empled orinas sintéticas durante la va-
lidacion de un método analitico para deter-
minar metabolitos de tolueno y benceno en
orina. Gari y col. (2018) usaron orinas sintéti-
cas para determinar el LD y la selectividad del
método analitico desarrollado para determinar
3-PBA. A diferencia de B'Hymer (2011) y Ga-
ri y col. (2018) que utilizaron orinas sintéticas
comerciales, en nuestro trabajo empleamos
orinas sintéticas preparadas en el laboratorio
siguiendo el protocolo propuesto por Gustafs-
son y Uzqued (1978). El LD obtenido es com-
parable al informado por Wielgomas Bartosz y
col. (2014). Estos autores desarrollaron un mé-
todo que combina microextraccion soportada
por fibra hueca y HPLC-DAD para determinar
3-PBA en orina y reportaron un LD de 15 pug
L. Cabe destacar que los métodos analiticos
que emplean cromatografia acoplada a espec-
trometria de masas (CG-MS o HPLC-MSMS)
permiten alcanzar LD mas bajos. Ueyama y
col. (2009) informan un LD de 0,02 pg L' con
un método que mide 3-PBA por CG-MS.

0,7+
0.5

0,4+

021 y=0,008x-0.015
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& 25 44 63 82
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Figura 3. Ejemplos de curvas de calibracién de 3-PBA (acido 3-fenoxibenzoico)
en orina humana (A) y orina sintética (B) en elrango 9 pg L' - 79 pug L.
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Tabla 1. Datos de las curvas de calibracion del 3-PBA (acido 3-fenoxibenzoico)

en orina humana y orina sintética en elrango 9 ug L' - 79 ug L.
Matriz a b PG F N
. 0,003 0,086 5,06
Orina humana
0,006 0,146 4,28
0,008 -0,015 0,66 18,51 5
Orina sintética 0,005 0,180 1,21
0,007 0,232 1,08

Nota: a: pendiente; b: ordenada al origen; PG: valor requerido para el test F; F= F tabulado (1, N-3),

nivel de confianza 0,95; N: niveles de concentracion.

Si bien no hay datos publicados sobre los
niveles de exposicion a insecticidas pi-
retroides en Argentina los valores infor-
mados para otras poblaciones indican
que los LD y LC del método validado son
adecuados para el biomonitoreo de la ex-
posicion a piretroides. Por ejemplo, las
concentraciones urinarias de 3-PBA en
trabajadores textiles del este de China estu-
vieron en el rango de 0,17 pg L'-261 pg L™
(Lu y col. 2013). En un estudio realizado en
USA que evalué la exposicion a piretroides de
las familias de trabadores rurales se detecto

3-PBA en el 80% de las 250 muestras de orina
analizadas en un rango de 0,3 ug L"-13 pg L'
(Trunnelle y col. 2014).

Selectividad

No se observaron sefales de interferentes en
las OB, en los tiempos de retencion del ana-
lito y del El. En las muestras enriquecidas las
sefales del 3-PBA y 2-PBA resultaron espec-
tralmente homogéneas, es decir la curva de si-
militud estuvo siempre por debajo de la curva
del umbral de pureza tal como se muestra en
la Figura 4.
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Figura 4. Curvas de similitud y umbral
de pureza de muestras enriquecidas.
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Arrastre (carry-over) Precision y veracidad

No se observaron sefiales en los tiempos de Los resultados para la precision y veracidad
retencién de los analitos en la OB inyectada se presentan en la Tabla 2. Los datos mues-
después de un EC de 133 ug L'y 100 pg L tran que el método cumple con los criterios de
para el 3-PBA y el El respectivamente. aceptacion.

Tabla 2. Valores de reproducibilidad, precision intermedia y recuperacion del método.

Precision Veracidad
Valor Nominal Media®@ . o , 3
(ug L) RSDr (%) RSDint (%) % Recuperacion
9 ug L 8 9,3-9,9 11,8 87 - 119
27 ug L 21 5,9-10,6 9,1 70 - 91
@ Valor promedio de 15 réplicas
Estabilidad
Como se muestra en la Figura 5 los resulta- tras de orina para la determinacion del 3-PBA
dos para las muestras conservadas a -20 °C pueden conservarse hasta 7 dias a -20 °C sin
no mostraron diferencias estadisticamente conservantes. Estos resultados difieren de los
significativas entre los grupos de datos hasta informados por Leng y Gries (2005) que con-
el dia 7. Las muestras conservadas a 4 °C se servaron las muestras de orina durante un afio
analizaron solo durante 4 dias ya que a partir a -20 °C. En cambio, Yoshida, (2017) reporta
del dia 1 se observaron diferencias estadisti- que las muestras de orina pueden ser conser-
camente significativas. Por lo tanto, las mues- vadas durante un mes a -20 °C.
337 c 337
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Figura 5. Estabilidad del 3-PBA (acido 3-fenoxibenzoico) en muestras de orina a -20
°C (A) y 4 °C (B). Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas
entre medias (p < 0,05) mientras que la linea vertical muestra la desviacion estandar.

No se observaron diferencias estadisticamen- Estos resultados concuerdan con los obteni-
te significativas en la concentracién de 3-PBA dos por Aprea y col. (1997).

en las MCC con y sin hidrélisis. Esto nos per- Los resultados de los extractos procedentes
mite sugerir que los patrones del analito no su- de OBy OS conservados a -20 °C no mostra-
fren modificaciones durante la hidrélisis acida. ron diferencias estadisticamente significativas
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hasta las 24 horas en la OB y hasta las 48 ho-
ras en la OS.

Complementariamente se evalué en OB lainte-
rrupcion por 24 horas de la técnica en 2 etapas
del proceso: luego de la hidrdlisis y luego de la
extracciéon con QUEChERS. El proceso puede
ser interrumpido luego de la hidrdlisis, conser-
vando la muestra por 24 horas a 4 °C ya que
no se observaron diferencias estadisticamente
significativas. Por el contrario, la interrupcién
luego de la extraccién con acetonitrilo produjo
diferencias estadisticamente significativas en
los resultados, esto sugiere que el proceso de
extraccioén y limpieza sélo puede ser detenido
luego de la hidrdlisis sin alterar los resultados.

Estimacion de la incertidumbre de la medicion
La estimacion de la IM se realizé en dos niveles
de concentracion: 9ug L'y 27 ug L. Los valores
de U’y U obtenidos fueron; 33% y 65% para el
nivel 9 ug L'y 28% y 55% para el nivel 27 pyg L,
respectivamente. Borello y col. (2017) estimaron
la incertidumbre de un método para medir 2,4-D
en orina por este mismo procedimiento.

Anadlisis de muestras reales

En el grupo de muestras analizadas en época
de uso frecuente de insecticidas domésticos
se detecto 3-PBA en 3 de 4 muestras en el ran-
go de 3 ug L'-16 pg L. En las muestras ana-
lizadas en época de temperaturas mas bajas y
menor uso de insecticidas domésticos, no se
detecté la presencia del metabolito en ninguna
muestra. Estos datos sugieren que la frecuen-
cia de uso de plaguicidas asociado a la época
del afo podria influir en la presencia del 3-PBA
en orina. Otros autores observaron variaciones
de los metabolitos urinarios asociadas a las
estaciones; asi, Attfield y col. (2014) informa-
ron que las mediciones repetidas de metaboli-
tos urinarios de piretroides en nifios exhibieron
una mayor variabilidad interpersonal que intra-
personal en verano e invierno. En otro estudio
similar se detectaron los valores mas altos de
metabolitos de piretroides en las muestras to-
madas en invierno y otofo (Lu y col. 2009).

Conclusion

El método analitico propuesto, en el que se
combinaron las técnicas de extraccion y con-
centracion QUEChERS, DLLME y deteccién
HPLC-PDA, resulté adecuado para la cuanti-
ficacion del metabolito 3-PBA en orina. Esta
metodologia permitié obtener limites de detec-
cién y cuantificacion aceptables, muy buena

reproducibilidad, recuperacion y selectividad
optima. Es lineal, preciso y exacto en el inter-
valo de concentracion evaluado cumpliendo
con los criterios de aceptaciéon establecidos
para estos parametros. Como posible mejora
al método se plantea estimar nuevamente la
estabilidad del analito en la muestra aplicando
conservantes y menores temperaturas.

Se detectaron concentraciones de 3-PBA en
muestras reales de voluntarios sin exposicion
laboral, estos hallazgos ponen en evidencia la
posible relacién entre la frecuencia de uso se-
gun la época del ano y la exposicién a estos
plaguicidas, asimismo, este dato confirma la
utilidad del método tanto para biomonitoreo
laboral como domeéstico.
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Resumen. La exposicion crénica al arsénico (As) inorganico a través del agua de bebida da lugar al desarrollo de la enfermedad
conocida como hidroarsenicismo. Esta enfermedad presenta sintomatologia caracteristica, sin embargo, para la mayoria de los
efectos téxicos que produce del As aln no se conoce en detalle el mecanismo de accién téxica. Los mecanismos moleculares
de accion del arsenito (union a grupos sulfhidrilos) y del arseniato (sustitucién del fosfato) estan bien identificados, sin embargo,
las consecuencias a nivel subcelular, celular, tisular y organico de esos mecanismos todavia presentan muchos huecos por llenar.
A nivel subcelular y celular, la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y de nitrégeno (ERN) son los mecanismos de
accion toxica del As mas estudiados Ultimamente. Se los ha vinculado con la diferenciacion y proliferacion de queratinocitos, con la
disfuncion endotelial, con la resistencia a la insulina, con la induccion de peroxidacion lipidica en higado, de necrosis tubular renal y
con cambios en la expresién del receptor estrogénico. Por Ultimo, la respuesta celular a proteinas no plegadas (como consecuen-
cia del estrés del reticulo endoplasmico) podria ser un mecanismo para explicar la afectacion de la inmunidad humoral y la celular.

Palabras clave: Arsénico; Mecanismos de accién, Hidroarsenicismo; Estrés oxidativo

Abstract. Chronic exposure to inorganic arsenic (As) through drinking water leads to the development of the disease known as
hydroarsenicism. This disease presents characteristic symptomatology but the mechanisms underlying most of the toxic effects
produced by As are not fully understand. The molecular mechanisms of action of arsenite (binding to sulfhydryl groups) and arse-
nate (phosphate substitution) are well identified, however, the consequences at the subcellular, cellular, tissue and organic levels of
these mechanisms still have many gaps to fill. At the subcellular and cellular level, the generation of reactive oxygen species (ROS)
and reactive nitrogen species (RNS) are the most studied mechanisms of toxic action. They have been linked to the differentiation
and proliferation of keratinocytes, endothelial dysfunction, insulin resistance, induction of lipid peroxidation in the liver, renal tubular
necrosis and changes in the expression of estrogen receptor. Finally, the cellular response to unfolded proteins (as a consequence
of the stress of the endoplasmic reticulum) could be a mechanism to explain the affectation of humoral and cellular immunity.

Keywords: Arsenic; Mechanisms of action, Hydroarsenicism; Oxidative stress

Introduccién Las primeras propuestas de mecanismos de

La exposicion cronica durante afos al As a
través del agua de bebida da lugar al desarro-
llo de la enfermedad conocida como hidroar-
senicismo. Esta enfermedad presenta sinto-
matologia caracteristica, sin embargo, para la
mayoria de los efectos toxicos que produce
del As aun no se conoce en detalle el meca-
nismo de accion toxica.

Las propiedades quimicas del As fueron las
que abrieron el camino hacia los potenciales
mecanismos moleculares de accion toxica.

accion aparecieron a principios del siglo XX
y estuvieron relacionadas a las propiedades
quimicas conocidas, hasta ese momento, de
los compuestos de As. Por ejemplo: la afini-
dad por los grupos sulfhidrilos del arsenito
(As") y la similitud estructural del arseniato
(AsY) con el fosfato. Un factor importante a
la hora de analizar los mecanismos de ac-
cion y la toxicidad de los compuestos del As
ademas de su valencia (trivalente o pentava-
lente), se relaciona con el tipo de compuesto
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(por ejemplo: metilado o no metilado).
Actualmente se investigan varios mecanis-
mos de acciéon como responsables de los
efectos adversos y toxicos del As y, ademas,
se cree que estos mecanismos podrian ser
interdependientes. Las lineas de investiga-
cién van desde las acciones a nivel molecular
de los compuestos de As, siguiendo con sus
efectos a nivel subcelular, celular, tisular, or-
ganico y sistémico.
Para una mejor comprensién de la toxico-
dinamia del As, esta revisidon se organiz6 en
tres niveles:
1. Mecanismos de accion moleculares y
efectos subcelulares y celulares
2. Efectos en tejidos, 6rganos y sistemas
y los mecanismos de accion involucrados
3. Mecanismos de accion asociados a
carcinogénesis

1. Mecanismos de accion moleculares y
efectos subcelulares y celulares

1.1. Union a grupos sulfhidrilos

La primera evidencia de accién téxica a tra-
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vés de este mecanismo se demostré sobre el
complejo enzimatico piruvato deshidrogena-
sa (PDHc). El PDHc esta compuesto por tres
enzimas: piruvato deshidrogenasa (PDH), di-
hidrolipoil transacetilasa (DLT) y dihidrolipoil
deshidrogenasa (DLD), y por varios cofacto-
res enzimaticos (Figura 7). Este complejo ca-
taliza la produccion de nicotinamida adenina
dinucledtido reducido (NADH), acetil coenzi-
ma A (ACoA) y flavina adenina dinucledtido
reducido (FADH,). Se comprobd que el arse-
nito y los arsenicales metilados trivalentes se
unen al acido lipoico, una molécula con gru-
pos sulfhidrilos vecinales, que participa del
PDHc como cofactor enzimatico (Figura 7).
De esta manera se interrumpe la produccion
de NADH, ACoA 'y FADH,. La ACoA es un pre-
cursor de los intermediarios del ciclo del aci-
do citrico y el NADH y el FADH, se utilizan en
la sintesis de adenosina trifosfato (ATP) por la
via de la fosforilacién oxidativa. La inhibicién
del PDHc interrumpe el ciclo del acido citrico
y la produccién de ATP llevando al dafioy a la
muerte celular.

co, Acetil-
TPP

Acetil
lipoato

CoASH

DLT

Acetil CoA

S
lipoato 7 I
~N

DLD

SH

HO— As—QH

OH

lipoato 7

SH

!

S
lipoato 7 \As—OH
S

Figura 1. Reacciones catalizadas por el complejo piruvato
deshidrogenasa (PDHc) e inhibiciéon provocada por el arsenito.

CO,: diéxido de carbono, Acetil-TPP: acetil tiamina pirofosfato, TPP: tiamina pirofosfato, PDH: piruvato
deshidrogenasa, DLT: dihidrolipoil transacetilasa, COASH: coenzima A, Acetil CoA: acetil coenzima A, DLD:
dihidrolipoil deshidrogenasa, FAD*: flavina adenina dinucleétido oxidado, FADH2: flavina adenina dinucleotido
reducido, NAD*: nicotinamida adenina dinucleétido oxidado, NADH: nicotinamida adenina dinucleétido reducido.
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Ademas, a través del mismo mecanismo de
unién a grupos sulfhidrilos, el arsenito y los
intermediarios metabdlicos trivalentes del As
inhiben casi 200 proteinas y enzimas. Entre
ellas, se pueden mencionar, la glutation re-
ductasa, la tiorredoxina, la tiorredoxina re-
ductasa, las ADN ligasas, las enzimas repa-
radoras de ADN y la piruvato kinasa (Hughes
2002, Shen y col. 2013). La inhibicion se pro-
duce por union del As a grupos sulfhidrilos
de cisteinas localizadas en posiciones clave
de la estructura proteica, de los sitios acti-
vos enzimaticos o por unién a cofactores en-
zimaticos ditidlicos. En muchos de los casos,
los intermediaros metabdlicos metilados tri-
valentes del As, como el acido monometilar-
senioso (MMAIII) y el acido dimetil arsenioso
(DMAIII), son inhibidores mas potentes que
el arsenito, y todos ellos, a su vez, son inhi-
bidores mucho mas potentes que los inter-
mediarios metabdlicos pentavalentes acido
monometilarsénico (MMAV) y el acido dimetil
arsinico (DMAV).

1.2. Sustitucion del grupo fosfato

El 4cido arsénico (AsO,H,) y el acido fosforico
(PO,H,) tienen una estructura quimica similar
y sus constantes de disociacién también son
similares, razén por la cual el arseniato pue-
de sustituir al fosfato en muchas reacciones
bioquimicas. En estas reacciones, el arsenia-
to se une a grupos hidroxilos dando como
resultado ésteres de arseniato. Sin embargo,
la unién éster formada por el arseniato tiene
mayor longitud que la formada por el fosfato,
lo cual lleva a que los ésteres de arseniato
sean mas labiles (menos estables) y se hidro-
licen mas facilmente (Hughes y col. 2011).

El arseniato desacopla la formacién de ATP in
vitro por un mecanismo que se conoce como
arsenolisis. La arsenolisis puede ocurrir en el
proceso de la glucdlisis y en la fosforilacion
oxidativa. En la glucdlisis, el arseniato forma
el 1-arseno, 3-fosfoglicerato (Figura 2) y en
la fosforilacién oxidativa el arseniato puede
acoplarse a la adenosina difosfato (ADP) para
formar el ADP-arseniato (Figura 3).

(0]

0 N\

I \C—O—Pof' ADP

HO—IT‘—OH
OH CHOH
ATP
fosfato H,C—O—POs*
o 0]
1,3-difosfoglicerato \
CH (’:_O
CHOH C|:HOH
H,C—O0—POz* H,C—0—PO*
0.
gliceraldehido 3-fosfato ) 3-fosfoglicerato
C—0—AsOs” .
ADP-arseniato
ﬁ CHOH
ADP
OH A|s OH HG— O PO
OH 1-arseno, 3-fosfoglicerato
arseniato

Figura 2. Esquema de la incorporacion de fosfato (arriba) o arseniato (abajo) en
el pasaje de gliceraldehido 3-fosfato a 3-fosfoglicerato de la glucdlisis.
ADP: adenosina difosfato, ATP: adenosina trifosfato
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Figura 3. Formacién de adenosina trifosfato (ATP) a partir de adenosina difosfato

(ADP) (arriba) y formacién de ADP-

ADP: adenosina difosfato,

1.3. Generacion de especies reactivas de
oxigeno y de nitrogeno

La generacion de especies reactivas de oxi-
geno (ERO) y de nitrégeno (ERN) son los me-
canismos de accion toxica del As mas estu-
diados ultimamente (Flora 2011, Hughes y
col. 2011). En estudios in vitro e in vivo se

arseniato a partir de ADP (abajo).
ATP: adenosina trifosfato

identificaron varias ERO: anién superoxido,
radical hidroxilo, peréxido de hidrégeno, en-
tre otras, como resultantes de la accion del
As. El mecanismo de produccién de ERO por
parte del As no esta totalmente establecido,
podria tratarse de un mecanismo directo de
induccién de peroxidacion lipidica por parte
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del arsenito o sus intermediarios metabdli-
cos, podrian generarse como consecuencia
de la inhibicién de la actividad de enzimas
como la glutation reductasa y la tiorredoxina
reductasa, las cuales son parte de la defensa
que tiene la célula contra el dano oxidativo
o podrian generarse debido a la estimulacién
de las enzimas NADH o NADPH oxidasas
(Hughes 2002, Samikkanu y col. 2003, Hei y
Filipic 2004, Flora 2011, Hughes y col. 2011,
Jomovay col. 2011, Dodmane y col.2013).
Otro mecanismo que se postula para la for-
macion de ERO es a través de la liberacion
del hierro (Fe) de la ferritina. El acido dimetil
arsenioso (DMAIIl) aumenta significativamen-
te la liberacion de Fe de la ferritina. El aci-
do dimetil arsinico (DMAV) produce el mismo
efecto solo en presencia de un reductor como
el acido ascorbico. El arseniato, el arsenito, el
monometil arsenioso (MMAIII) y el monometil
arsonico (MMAV) no parecen actuar por este
mecanismo (Hughes 2002).

2. Efectos en tejidos, 6rganos y sistemas.
Mecanismos de accioén involucrados
2.1 Efectos sobre la piel
Las lesiones cutaneas son las manifestacio-
nes mas conocidas de la exposiciéon cronica
al As. El tipo de lesiones que predominan son
queratosis, hiperpigmentacion y neoplasias.
Sin embargo, los mecanismos por los cuales
estas lesiones se originan, contindan siendo
investigados. Desde hace mas de 30 afios se
vienen proponiendo varios mecanismos celu-
lares, subcelulares y moleculares que podrian
estar vinculados al desarrollo de las alteracio-
nes dérmicas que provoca la exposicion cro-
nica al As. Entre ellos se pueden mencionar:
e | a supresion de la expresion de protei-
nas clave en el proceso de diferenciacion
de los queratinocitos epidérmicos (involu-
crina, transglutaminasas, proteina rica en
prolina 1 y filagrina, entre otras) (Kachins-
kas y col. 1994, Jessen y col 2001). Todas
estas proteinas y enzimas participan en la
formacién de la epidermis, particularmente
en la diferenciacion del queratinocito para
formar el estrato cérneo de la piel.
e Lainduccion de la sobreexpresion de fac-
tores de crecimiento (factor transformante
de crecimiento alfa, factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos y
receptor del factor de crecimiento epidér-
mico, entre otros) puede ocurrir en quera-
tinocitos, como respuesta a estimulos am-

bientales (Germolec y col. 1996).
e Induccién de la proliferacién de querati-
nocitos mediada por la regulacion de fac-
tores de transcripcion como el factor nu-
clear kappa beta (NF-kp) y el factor activa-
dor de proteinas-1 (AP-1) (Liao y col. 2004).
Piy col. (2008) mostraron que la activacion
del factor de transcripcion nuclear Nrf2 en
queratocitos humanos, en respuesta a es-
tresores oxidativos, incrementa la secre-
cion de multiples biomarcadores de trans-
formacion maligna, entre ellos la metalo-
proteinasa-9 (MMP-9) y citoqueratinas, que
contribuyen a la carcinogénesis de piel por
exposicion a arsénico. La citotoxicidad del
As inorganico y sus metabolitos metilados
trivalentes en queratocitos se relaciona con
respuestas al estrés mediadas por la acti-
vacion de Nrf2, interferon y p53 (Dodmane
y col. 2013).
¢ Induccion de apoptosis (mediada por re-
ceptor) en queratinocitos: con aumento en
la expresion del receptor Fas/FasL y con la
subsecuente activacion de las caspasas 8
(iniciadora) y 3 (ejecutora) (Liao y col. 2004).
e |La activacion de la respuesta mediada
por proteinas no plegadas (UPR, por sus
siglas en inglés, unfolded protein respon-
se). Esta activacion se produciria como
consecuencia de la generacién de estrés
oxidativo afectando particularmente al reti-
culo endoplasmico, y daria como resultado
una respuesta inflamatoria por parte de la
piel (Li y col. 2011). La respuesta a protei-
nas no plegadas (UPR) es la respuesta del
reticulo endoplasmatico al estrés oxidati-
vo. Se desencadenan una serie de eventos
que comienzan con la acumulacién de pro-
teinas no plegadas dentro del RE, su libe-
racién al citoplasma celular y la activacion
de vias proteoliticas que intentan recuperar
la homeostasis celular. Si ésta no se recu-
pera, la UPR lleva a la apoptosis.
Estos mecanismos pueden ocurrir simulta-
neamente aunque se ha descripto que algu-
nos podrian desencadenarse a concentracio-
nes biolégicas de As mayores que otros.

2.2. Efectos sobre el sistema cardiovascular

El aumento en la generacion de ERO y de
ERN, debidos a la exposiciéon cronica al As,
esta propuesto como uno de los mecanismos
relacionados con la aparicion de efectos car-
diovasculares (Singh y col. 2011). Las células
del endotelio vascular y las adyacentes del
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musculo liso vascular son blanco del arseni-
to y sus intermediarios metabdlicos. Algunos
autores atribuyen el aumento en la genera-
cion de ERO y de ERN, a la estimulacién de
la NADPH oxidasa, presente en la membrana
plasmatica de estas células (Edwards y col.
2013, Ellinsworth 2015). Este desbalance re-
dox provoca lo que se conoce como disfun-
cién endotelial (desbalance de los factores de
contraccion y relajacion del endotelio), la cual
es el marcador de efecto temprano de patolo-
gias como la ateroesclerosis, la hipertension
o la enfermedad vascular periférica.

2.3. Efectos sobre el metabolismo de la glucosa
La arsenolisis y la formacién del ADP-arse-
niato enlentecen el metabolismo de la gluco-
sa, bloquean la obtencion de energia e inter-
fieren con la secrecion (ATP-dependiente) de
insulina (Singh y col. 2011). También, median-
te la unién a grupos sulfhidrilos, el As puede
bloquear la accion de la insulina, del receptor
de insulina, del transportador de glucosa y de
las enzimas del metabolismo de la glucosa
(Singh y col. 2011). A su vez, la formacion de
ERO puede llevar a la sobreexpresiéon de es-
tresores involucrados en el desarrollo de re-
sistencia a la insulina (Singh y col. 2011). En
conjunto, estas acciones pueden favorecer el
desarrollo de diabetes mellitus en personas
expuestas en forma cronica al As.

2.4. Neurotoxicidad

Se ha descripto que la exposicién cronica al
As a través del agua de bebida produce alte-
raciones en el desarrollo neuroldgico y cog-
nitivo de los nifios (Rodriguez Barranco y col.
2013), las cuales incluyen la afectacién del co-
eficiente intelectual a escala completa, altera-
ciones en la memoria y la atencion. También
se ha asociado la exposicién cronica al As con
el desarrollo de la enfermedad de Parkinson y
de polineuropatias simil sindrome de Guillan-
Barré (Vahidnia y col. 2007, Singh y col. 2011).
Los mecanismos de accidn asociados a estos
efectos no estan dilucidados. Sin embargo,
varios trabajos proponen hipoétesis sobre me-
canismos de accion. El mecanismo mas men-
cionado es a través de la generacion de es-
trés oxidativo por aumento en la produccién
de ERO y disminucién en la capacidad anti-
oxidante de la célula neuronal (Singh y col.
2011, Prakash y col. 2015). Lu y colaborado-
res (2014) describieron algunos mecanismos
de induccion de apoptosis neuronal como el
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mediado por la kinasa c-Jun N-terminal y la
kinasa relacionada a la sefalizacion extrace-
lular (c-Jun N-terminal y extracellular signal-
related kinases, JNK y ERK por sus siglas en
inglés) o el mediado por las proteinas vincula-
das al estrés del reticulo endoplasmico como
la proteina reguladora de glucosa 78 y la pro-
teina homologa a C/ERP (glucose-regulated
protein, C/EBP homologue protein, GRP 78 y
CHORP, por sus siglas en inglés).

Otros mecanismos incluyen la alteracion del
metabolismo de neurotransmisores (dopa-
mina, noradrenalina y 5-hidroxitriptamina), la
modulacion del calcio intracelular y la sobre-
expresion y la activacion de calpainas (pro-
teasas tidlicas citosdlicas dependientes de
calcio) que pueden actuar sobre las proteinas
del citoesqueleto axonal, alterandolo (Florea
y col. 2005, Vahidnia y col. 2007, 2008, Rocha
y col. 2011, Prakash y col. 2016). La elevada
acumulacién de especies de arsénico en la
pituitaria, respecto a otras areas cerebrales
podria explicar los efectos neuroendocrinos
asociados con la exposicion a As (Sanchez-
Pena y col. 2010). Es probable que estos po-
tenciales mecanismos de accién del As sean
interdependientes y que, ademas, se vinculen
con los mecanismos por los cuales el As alte-
ra el metabolismo basal de todas las células
(glucdlisis y fosforilacion oxidativa).

2.5. Hepatotoxicidad

El As induce dano hepatico caracterizado por
hepatomegalia, fibrosis portal (no-cirrética) v,
en algunos casos, alteracion de las enzimas
aspartato aminotransferasa y alanino amino-
transferasa (Guha Mazumder 2005, Singh y
col. 2011). Otras alteraciones hepaticas, como
la hipertension portal (no cirrética), se descri-
bieron en casos de pacientes que recibieron
tratamiento crénico con triéxido de arsénico.
Los mecanismos vinculados a este tipo de
dafo se relacionan con un aumento en la ge-
neracion de ERO, ya sea por aumento de la
peroxidacion lipidica, por disminucién de los
niveles de glutation y tiorredoxina o a través
de la inhibicion de enzimas involucradas en
la defensa antioxidante de la célula (catalasa,
glutation peroxidasa, tiorredoxina reductasa y
glutation reductasa, entre otras) (Santra y col.
2000, Singh y col. 2011, Li y col. 2018). Esta
descripto que el estrés oxidativo puede llevar
a la apoptosis de células hepaticas (posible-
mente a través de la regulacion por incremen-
to de proteinas pro-apoptaoticas) (Singh y col.
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2011, Liy col. 2018). La apoptosis podria ver-
se favorecida en los casos de deficiencia de
folato o de hiperhomocisteinemia.

2.6. Nefrotoxicidad

El As se acumula en el rifién, y asi ejerce su
efecto toxico, especialmente en el tubo con-
torneado proximal. El dafio renal se caracteriza
por necrosis tubular con aumento de laureay la
creatinina en sangre. El mecanismo propuesto
es a través de la generacion de estrés oxida-
tivo (Singh y col. 2011), debido a la inhibicién
de la actividad de la glutation peroxidasa y la
glutatiéon S-transferasa (Matos y col. 2013), e in-
duciendo la sobreexpresion del gen codificante
de la hemooxigenasa 1 (Sasaki y col. 2007).

2.7. Toxicidad sobre el tracto gastrointestinal
Los efectos tdxicos y los mecanismos de ac-
cidon del arsénico inorganico y de sus metabo-
litos metilados sobre la mucosa gastrointes-
tinal no son bien conocidos. Estudios recien-
tes in vitro utilizando lineas celulares huma-
nas de epitelio intestinal, han mostrado que
las especies trivalentes de As producen dife-
rentes grados de toxicidad, induciendo apop-
tosis y necrosis celular. Los mecanismos que
afectan la viabilidad celular estan asociados
a la formacién de especies reactivas de oxi-
geno, reduccién de glutatién y peroxidacion
lipidica. Las especies pentavalentes de As no
mostraron toxicidad (Calatayud y col. 2013).

2.8. Efectos sobre el sistema inmune

El As juega un rol importante en la disrupcion
de la inmunidad innata y la inmunidad media-
da por células (Selgrade 2007, Dangleben y
col. 2013). Trabajos recientes que intentaron
dilucidar los mecanismos por los que estos
efectos se producen, sugieren que la respues-
ta a proteinas no plegadas (UPR) podria ser
un mecanismo para explicar la afectacion de
la inmunidad humoral y la celular tanto en fun-
cién como en numero (Banerjee y col. 2009,
Srivastava y col. 2013, Hunt y col. 2014).

Se demostré que el As también interfiere con
la via de transduccion de sefalizacion de la
activacion del complejo receptor de células
T (TCR) al aumentar los niveles de fosforila-
cion de las quinasas Lck y Fyn (primeras qui-
nasas asociadas al TCR). El incremento en la
secrecion del factor de estimulacién de gra-
nulocitos y monocitos (GM-CSF) produci-
ria un estado de inflamacion crénica que se
asocia con el desarrollo de cancer. El As re-

duce la proporcién de células T ayudadoras
(CD4) en relacion con la cantidad de células
T citotoxicas (CD8) [CD4/CD8], este parame-
tro de inmunosupresién también contribuye
a la carcinogénesis. Por lo tanto, repetidas y
prolongadas exposiciones a As alteran la ac-
tivacion de linfocitos T y producen cambios
funcionales del sistema inmune dependientes
de la dosis y de los mecanismos de inmuno-
toxicidad (Soto-Pena y col. 2006, Soto-Pena
y Vega 2008, Vega Loyo 2009).

2.9. Efectos sobre la reproduccion y el eje
adenohipofisario

Si bien se han reportado efectos adversos del
As inorganico sobre la funcion reproductiva,
poco se conoce de sus acciones sobre la libe-
racién hormonal y los mecanismos de accion
sobre la fisiologia adenohipofisaria. Estudios
en animales han mostrado que el As afecta
la salud reproductiva en hembras actuando
como citotoxico y como disruptor enddcrino,
restringiendo la funcién y estructura del ute-
ro, alterando los niveles de gonadotrofinas y
esteroides (estradiol), produciendo aumento
del peso corporal e intolerancia a la glucosa
a bajas dosis (Akram y col. 2009, Chattopad-
hyay y Ghosh 2010, Rodriguez y col. 2016).
En un trabajo reciente se demostrd por pri-
mera vez que la administracion de As inorga-
nico es capaz de inducir cambios en la expre-
sion del receptor estrogénico (Rea) en células
epiteliales y el estroma del utero (Ronchetti
2014). Este estudio también evidencié que el
As afecta de manera directa la adenohipéfisis
tanto in vivo como in vitro. Es capaz de ge-
nerar estrés oxidativo en la glandula alteran-
do la expresion de genes como HO-1, MT-1
y TRX-1 (codificantes de la hemooxigenasa
1, metalotioneina 1 y tiorredoxina, respecti-
vamente) (Ronchetti 2014). Ademas, el As
disminuye la viabilidad de las células adeno-
hipofisarias como consecuencia de la induc-
cion de apoptosis y disminuye la liberacién
de prolactina (PRL). Considerando que la PRL
cumple un rol fundamental en la fisiologia re-
productiva, es probable que el efecto sobre la
secrecidn de esta hormona contribuya a las
alteraciones reproductivas que se observan
por exposicion al As (Ronchetti 2014).

3. Mecanismos de accién asociados a
carcinogénesis

La Agencia Internacional de Investigacion del
Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) inclu-
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y6 al As inorganico en el Grupo 1, agentes
0 grupos de agentes carcindgenos para los
seres humanos, debido a su capacidad para
causar cancer de piel, vejiga, higado y/o pul-
mon (Jackson y Grainge 1975, Cantor y Lubin
2007, Liu y Waalkes 2008, IARC 2012). Sin
embargo, asi como ocurre para la mayoria de
los efectos téxicos del As, los mecanismos
por los cuales se desarrollan los canceres aun
permanecen sin esclarecerse. La exposicion
crénica al As se ha vinculado con una varie-
dad de procesos como proliferacion celular,
recombinacion genética, induccién de genes
e induccion de proteinas de choque térmico.
En seres humanos, se identificaron algunos
factores adicionales de riesgo de desarrollar
los efectos deletéreos del As. Estos son: me-
tilacion aberrante del DNA, estrés oxidativo,
hiperhomocisteinemia y deficiente capacidad
para metabolizar (metilar) al As (Niedzwiecki
y col. 2013, Howe y col. 2014, Niedzwiecki y
col. 2014). A continuacion se describen algu-
nos de los mecanismos de accion propuestos
para carcinogénesis.

3.1. Genotoxicidad

Aunque parece no ser un mutageno directo,
el As es responsable de causar dafio al ADN
en células de todos los mamiferos (Faita y
col. 2013). El dano puede ser a nivel cromo-
soémico y a nivel del ADN. Numerosos traba-
jos reportan que la exposicion cronica al As
produce un incremento de aberraciones cro-
mosoémicas, entre las que se mencionan: in-
tercambio de cromatides hermanas, delecio-
nes, micronucleos, aneuploidias, dafo oxi-
dativo y rotura de cadenas (Gradecka y col.
2001, Hughes y col. 2011, Faita y col. 2013).
Los arsenicales trivalentes son genotoxicos
mas potentes que los pentavalentes. El me-
canismo molecular mas relacionado con este
dafo es la produccién de estrés oxidativo (Liu
y col. 2001, Faita y col. 2013).

3.2.Alteracion de la reparacion del ADN

El As interfiere en la reparaciéon del ADN, afec-
tando enzimas de los sistemas de escisién y
reparacion de nucleétidos (NER) y de bases
(BER) (Hughes y col. 2011, Faita y col. 2013,
Holcomb y col. 2017). El sistema NER inter-
viene reparando grandes dafos en la doble
hélice del ADN y el sistema BER interviene re-
parando el dafo provocado por pequenas ro-
turas de la cadena simple de ADN. Una revi-
sion reciente destaca el rol de este mecanis-
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mo en la carcinogénesis producida por el As
(Gentry y col. 2010), principalmente a través
de la inhibicién de la enzima poli (ADP-ribosa)
polimerasa-1, que participa en la reparacion
del dafno al ADN de la célula (Huestis y col.
2016, Zhoe y col. 2016).

3.3. Modificacion de histonas

La alteracién de la metilacién, acetilaciéon y
ubiquitinacién de histonas puede afectar los
procesos de reparaciéon del ADN (He y col.
2010). Las enzimas encargadas de la mo-
dificacion de histonas son proteinas que se
caracterizan por presentar una estructura co-
nocida como dedos de zinc. El As se une a
esta estructura dedos de zinc inhibiendo la
actividad de las enzimas que actuan sobre las
histonas (Tam y col. 2017). En otras palabras,
la alteracion del proceso de modificacion de
histonas seria otro mecanismo por el cual el
As afecta la reparacion del ADN (Society of
Toxicology 2017).

3.4. Alteracion de la metilacion del ADN

La alteracion de la metilacion del ADN produ-
ce cambios en la expresién de los genes. Es-
ta descripto que el As induce tanto hipo co-
mo hipermetilacion del ADN. Estos cambios
epigenéticos pueden producir activacion de
oncogenes o silenciamiento de genes supre-
sores de tumores. Uno de los ejemplos mas
descriptos es la hipermetilacion del gen p53,
codificante de una proteina supresora de tu-
mores, la cual tiene un rol en la regulacion del
ciclo celular (Mass y Wang 1997, Chanda vy
col. 2006, Intarasunanont y col. 2012). La hi-
permetilacion, con el consecuente silencia-
miento de genes supresores de tumores, es
un evento temprano implicado en el desarro-
llo de tumores malignos.

Los mecanismos por los cuales el As produce
los cambios en la metilacion del ADN no es-
tan claros. La hipometilaciéon podria deberse
a la inhibiciéon de las ADN metiltransferasas, a
la competencia (entre metiltransferasas) por la
S-adenosil metionina (SAM), involucrada tam-
bién en el metabolismo del As, o0 a la deplecion
de SAM por deficiencias nutricionales (Rei-
chard y Puga 2010, Hughes y col. 2011). La
hipermetilacion resulta mas dificil de explicar.

3.5. Proliferacion celular

Una manifestacion caracteristica de la ex-
posicion crénica al As es la queratosis. En
respuesta a estimulos ambientales, los que-
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ratinocitos producen y secretan una serie de
citocinas proinflamatorias y quimiocitocinas,
como la interleuquina-1a, el factor de necro-
sis tumoral a, la interleuquina-8, asi como
factores de crecimiento como el factor de
crecimiento transformante o y el factor esti-
mulante de colonias de granulocitos y macré-
fagos (Germolec y col. 1996, Dodmane y col.
2013). La sobreproduccion de estos com-
puestos se ha vinculado con varios procesos
patoldgicos, incluidas las neoplasias.

3.6. Transduccion de sefales

La transduccién de sefales es el mecanis-
mo por el cual una senal del exterior de una
célula se transmite al interior y provoca una
alteracion en la expresion de algunos genes
de esa célula. El As puede afectar este me-
canismo llevando a la activacién o inhibicion
de factores de transcripcion (proteinas que se
unen al ADN y regulan la transcripcion géni-
ca) (Hughes y col. 2011). Entre los factores de
trascripcion mas estudiados se encuentran el
AP-1, el NF-«xp y p53 (Flora 2011).

3.7. Co-carcinogénesis

El As puede desempenfar el rol de co-carciné-
geno promoviendo el desarrollo de canceres
iniciados por otros agentes fisicos o quimi-
cos. Muchos trabajos dan cuenta de la capa-
cidad del As de promover el dafio cromoso-
mico inducido (iniciado) por la radiacion ultra-
violeta (UV) en células de mamiferos (Hughes
2002, Rossman y col. 2004, Hughes y col.
2011), a través de la inhibicién, por parte del
As, de los procesos de reparacion del dafo
al ADN (Qin y col. 2008, Hughes y col. 2011,
Hunt y col. 2014). El As entonces podria ac-
tuar como co-carcinégeno promoviendo el
desarrollo de cancer de piel debido a exposi-
ciéon a radiacion UV. El As demostro también
actuar incrementando la captacion, por parte
de la célula, de benzopireno diolepdxido (me-
tabolito del benzo[a]pireno) y, de esta forma,
favorecer la formacion de aductos de ADN
(Shen y col 2006). Este mecanismo explicaria
el rol del As como co-carcinégeno, promotor
del cancer de pulmoén debido a la exposicion
a hidrocarburos aromaticos policiclicos (pre-
sentes, por ejemplo, en el humo del tabaco).

Conclusiones

El As interfiere en una gran cantidad de pro-
cesos biologicos fundamentales para la cé-
lula como el almacenamiento y la obtencion

de energia, la reparacion del dafio al ADN o la
induccioén de apoptosis, entre muchos otros.
Sin embargo, y a pesar de la cantidad de in-
formacién disponible acerca de los poten-
ciales mecanismos de accioén toxica, todavia
quedan muchos huecos por llenar. Por ejem-
plo, es posible que los mecanismos involu-
crados requieran distintas concentraciones
de As o distintos tiempos de exposicion para
manifestarse. También es posible que, aun-
que se presumen interrelacionados e interde-
pendientes, no todos los mecanismos tengan
lugar en todas las células, tejidos y 6rganos.
Por ultimo, muchos de los mecanismos de
accion propuestos se estudiaron en mode-
los experimentales in vitro o en modelos ani-
males lo cual implica realizar extrapolaciones
entre dosis, vias de administracion, tiempos
de exposicion y especies animales. En defi-
nitiva, la investigacion sobre la toxicodinamia
del As, si bien deja aun incertezas, ha permi-
tido esclarecer los mecanismos moleculares
implicados en algunos de los efectos téxicos
que produce este compuesto en el humano.
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Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol.
Argent.) (ISSN 0327-9286) es el 6rgano oficial
de difusion cientifica de la Asociacién Toxico-
I6gica Argentina. Integra, desde el afio 2007, el
Nucleo Basico de Revistas Cientificas Argenti-
nas y se puede acceder a sus articulos a texto
completo a través de SciELO Argentina.

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

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

Los reportes de casos son descripciones de
casos clinicos que por sus caracteristicas sig-
nifiquen un aporte importante a la Toxicologia.
Las comunicaciones breves son trabajos de
menor extension pero con connotacion toxico-
I6gica novedosa y que signifiquen un aporte al
campo toxicolégico.

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

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

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

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

El objetivo de la Seccién Imagenes en Toxico-
logia es la publicacion de imagenes originales

(1-2 figuras de alta calidad) o clasicas intere-
santes o hallazgos inusuales que faciliten el
diagnéstico clinico, de laboratorio o eco-epide-
mioldgico de causas con origen toxicolégico.
Las imagenes pueden no ser excepcionales,
pero si ilustrativas.

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

Por favor, utilice flechas o signos para identifi-
car los puntos de interés en la imagen. En los
casos clinicos remueva cualquier informacién
de 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
acompanharse de la autorizacién del propieta-
rio o de quien posea los derechos de la mis-
ma, lo que debe estar indicado en la nota que
se presente al Comité Editorial de Acta Toxico-
I6gica Argentina.

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

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

Envio de manuscritos

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

Gratuidad de las publicaciones

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

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

cién de acceso abierto y posee una Licencia
Publica de Creative Commons (CC-BY-NC).
Los autores conservan los derechos de autor
y garantizan a la revista el derecho de ser la
primera publicacién 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-
cién 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 Toxicolégica Argentina es una
publicacién 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 publicacion del
trabajo. Los autores retienen el derecho pa-
ra publicar sus trabajos bajo las normas de
la licencia CC de tipo BY-NC, HYPERLINK
"http://creativecommons.org/licenses/by-
nc/2.5/ar/"Licencia Publica de Creative Com-
mons que permite compartir el trabajo reco-
nociendo su publicacion inicial en esta revista,
pudiendo los autores disponer del trabajo pa-
ra el fin que consideren, con la sola exepcion
de su reproduccién con fines comerciales, de
acuerdo a este tipo de licencia de CC.

Aspectos generales en la preparacion del
manuscrito para articulo original

Los manuscritos deberan redactarse con pro-
cesador de texto (Microsoft Word version 2003

0 superior), a doble espacio (incluso los resu-
menes, referencias y tablas) con un tamano
minimo de letra Arial en 12 puntos. Las pagi-
nas deberan numerarse desde la portada. Las
letras en negrita o itdlica se usaran solo cuan-
do corresponda.

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

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

Introduccién. Incluira antecedentes actuali-
zados acerca del tema en cuestion y los obje-
tivos del trabajo definidos con claridad.
Materiales y métodos. Contendra la des-
cripcion de los métodos, aparatos, reactivos
y procedimientos utilizados, con el detalle su-
ficiente para permitir la reproduccion de los
experimentos.

Consideraciones éticas. En todos los estudios
clinicos se debera especificar el nombre del Co-
mité de Etica e Investigacion que aprobo el estu-
dio y que se contd con el consentimiento escrito
de los pacientes. En todos los estudios con or-
ganismos no humanos, se deberan especificar
los lineamientos éticos con respecto al manejo
de los mismos durante la realizacion del trabajo.
Andlisis estadistico. Se deberan informar las
pruebas estadisticas con detalle suficiente
como para que los datos puedan ser verifica-
dos por otros investigadores y fundamentar el
empleo de cada una de ellas. Si se utilizé un
programa estadistico para procesar los datos,
éste debera ser mencionado en esta seccion.
Resultados. Se presentaran a través de una
de las siguientes formas: en el texto, o0 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-
cion 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 paralas acla-
raciones al pie se haran empleando numeros
arabigos entre paréntesis y superindice. Solo
los bordes externos de la primera y la tltima fila
y la separacién 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
utilizados en las figuras deberan ser incluidas
en el texto de la leyenda.

Las fotografias deberan ser realizadas en
blanco y negro, con buen contraste, en papel
brillante y con una calidad suficiente (minimo
300 dpi) para asegurar una buena reproduc-
cion. Los dibujos originales o las fotografias
tendran al dorso los nombres de los autores y
el numero de orden escritos con lapiz.

Las fotos para la version 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
magnificacién utilizada (barra o0 aumento).

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

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

Todos los valores de parametros hematologi-
cos y bioquimicos se presentaran en unidades
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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 anadan
unidades alternativas o distintas de las del Sl.

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

Discusién. Se hara énfasis sobre los aspec-
tos del estudio mas importantes y novedosos
y se interpretaran los datos experimentales en
relacién 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 tamano de 10 puntos y en un
solo parrafo.

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

Ejemplos:

“La cafeina (1,3,7-trimetilxantina) es
la sustancia psicoactiva mas con-
sumida en el mundo (Concon 1988;
Lewin 1998; Nehlig 1999)”.

“El consenso general es que seria
deseable que la ingesta total de ca-
feina durante el embarazo no supe-
re los 300 mg/dia (Organization of
Teratology Information Specialists
(OTIS) 2001; Kaiser y Allen 2002;
Nawrot y col. 2003)”.

Las referencias bibliograficas completas se in-
cluiran al final del manuscrito bajo el titulo de
Bibliografia Citada, en orden alfabético, con el
nombre de todos los autores en cada caso.

Ejemplos:
1. Articulo estandar en publicacién perio-
dica

Halpern S.D., Ubel PA., Caplan A.L. Solid
-organ transplantation in HIV-infected pa-
tients. N Engl J Med. 2002;347(4):284-287.
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2. Libros y monografias

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

Capitulo de libro

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

Material electronico

a. Articulo en publicacién periddica en in-
ternet

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

B. Pagina en internet

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

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

Para la correcta citacion de posibles referen-
cias bibliograficas que pudiesen no citarse en
este intstructivo, consultar el estilo propuesto
por el Comité Internacional de Directores de
Revistas Médicas en “Uniform Requirements
for Manuscripts Submitted to Biomedical Jour-
nals” disponible en: http://www.nlm.nih.gov/
bsd/uniform_requirements.html.
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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 Toxicolégica 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 200 words,
text 1000 words. The number of references
should not be over 12.

No more than three authors may be listed.

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

Thesis summaries are sufficiently detailed ab-
stracts of approved doctoral or magisterial the-
sis. They must include a copy of acceptance
and a sworn statement by the author and di-
rector, and should not exceed 1,000 words.
Articles can be submitted to Acta Toxicoldgica
Argentina (henceforth Acta) in Spanish, Portu-
guese or English. All submissions will be evalu-
ated by at least two independent reviewers,
selected by the editors. The Editorial board will
base its decision to reject, accept with changes
or accept for publication the submitted article
on these reviews. The identity of authors and
reviewers will not be disclosed throughout this
process.

Submission of manuscripts

Submission of manuscripts will be made
through the Portal de Publicaciones Cientificas
y Técnicas (PPCT) of the Centro Argentino de
Informacion Cientifica y Tecnolégica (CAICYT).
Instructions for authors will be found at the Ac-
ta-PPCT-CAICYT web page http://ppct.caicyt.
gov.ar/index.php/ata

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

Copyright

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

Publishing rights

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

General guidelines in the preparation of
manuscripts for original articles

Articles must be written using a word proces-
sor (Microsoft Word 2003 or higher) with dou-
ble-spacing throughout (including abstract,
references and tables), and a minimum letter
size of Arial 12. Manuscripts must contain
page numbers on each page from the first
page. The use of bold and italic letters must
be limited to the bare minimum necessary.
First page should contain the article title, full
name and affiliations of all authors, workplace
(name of institution and postal address; if it dif-
fers between authors, numerical superscripts,
not in parentheses, next to each author should
be used to identify it); fax and/or e-mail ad-
dress of the corresponding author (signaled by
a subscript asterisk next to the name).
Second page must include an English title and
the abstract, both in the language of submis-

sion and in English, each followed by four key
words in the corresponding language. If the
article is written in English, then the abstract
in Spanish must be provided. Keywords must
be headed by capital letters and separated by
semicolons.

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

Materials and methods. This section should
describe the methods, devices, reagents and
procedures used, sufficiently detailed to en-
able the experiments to be reproduced.
Ethical considerations. All clinical studies
must specify the name of the Ethics and Re-
search Committee responsible for the approv-
al of the study, as well as the patients’ written
consent. Studies involving non human experi-
mental subjects must give assurance that ethi-
cal guidelines for the protection of animal han-
dling and welfare were followed.

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

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

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

Figures should be numbered consecutively
with Arabic numerals and presented in sepa-
rate pages. Drawings must be of good enough
quality to ensure adequate reproduction. Bar,
pie or statistical charts must be prepared in
GIF format. Numbers, letters and signs within
figures must be of the appropriate size to be
legible when the final sizing takes place. All
signs used must have a reference in the figure
caption.

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

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

Abbreviations. Authors should only use con-
ventional abbreviations, avoiding their use in the
title and abstract. When an abbreviation is first
introduced in the text it must be preceded by the
full term, except in the case of unit measures.
Unit measures. Length, size, weight and vol-
ume measures should be expressed according
to the metric system (meter, kilogram, liter or
their decimal multiples). Temperatures will be
provided in degrees Celsius; blood pressure in
millimeters of mercury.

All hematological and biochemical parameters
should follow the metric system, according to
the International System of Units (SI). 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 previous
published findings. Include conclusions without
repeating data and concepts stated elsewhere.
Acknowledgements. Limit to a single para-
graph, using Arial 10 lettering.

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

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

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

2. Books and monographs
Murray P.R., Rosenthal K.S., Kobayashi
G.S., Pfaller M.A. Medical microbiology.
4thed. St. Louis: Mosby, 2002.

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

4. Electronic material

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

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

B. Website

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

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

c. Partial website

American Medical Association [online].
Chicago: The Association; ¢1995-2002
[updated August 23, 2001; accessed Au-
gust 12, 2002]. AMA Office of Group Prac-
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tice Liaison. Available at: http://www.ama-
assn.org/ama/pub/category/1736.html

For correct citation please refer to the “Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to

Biomedical Journals” proposed by the Inter-
national Committee of Medical Journals Direc-
tors, available at: http://www.nlm.nih.gov/bsd/
uniform_requirements.html.
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INSTRUCOES PARA OS AUTORES
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Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol.
Argent.) (ISSN 0327-9286) é o ¢6rgao oficial
de difusdo cientifica da Associagédo Toxicolo-
gica Argentina. Engloba o Nucleo Basico de
Revistas Cientificas Argentinas, tem acesso a
artigos e textos completos através da SciELO
Argentina. Acta Toxicoldgica Argentina tem
como objetivo a publicacdo de trabalhos rela-
cionados com diferentes areas da Toxicologia,
em artigos originais, relatos de casos, comuni-
cacoOes breves, atualizacdes ou revisoes, arti-
gos de divulgacao, resumos da tese, imagems,
notas técnicas, cartas ao editor e noticias.

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

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

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

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

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

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

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

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

As imagens ndo devem ser excepcionais, mas
sim ilustrativas.

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

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

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

Nao deve haver mais de trés (3) autores.

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

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

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

Envio de trabalhos

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

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

Direitos autorais

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

Os direitos de publicacao

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

Aspectos gerais na preparacao do trabalho
como artigo original

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

Na primeira pagina devera estar indicado: titulo
do trabalho, nomes e sobrenomes completos
de todos os autores; lugar de trabalho (nome
da instituicdo e endereco postal), se houver
autores com distintos lugares de trabalho, de-
verao ser colocados superindices numéricos,
nao entre parénteses, junto aos nomes, para

identificar cada autor com seu respectivo lugar
de trabalho; fax e/ou correio eletrénico do au-
tor responsavel correspondente (que sera indi-
cado com um asterisco na posi¢cédo de super-
-indice localizado junto ao nome).

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

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

Consideracoes éticas. Em todos os estudos
clinicos devera estar especificado o nome do
Comité de Etica e Investigacdo que aprovou o
estudo e que foi realizado com o consentimen-
to escrito dos pacientes. Em todos os estudos
com organismos ndo humanos, devem estar
especificadas as linhas éticas com respeito ao
manejo dos mesmos durante a realizacdo do
trabalho.

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

As tabelas deverao ser apresentadas em fo-
Iha a parte, numeradas consecutivamente com
numeros arabicos, com as aclaracdes corres-
pondentes. Os avisos para esclarecimentos
de rodapé deverao ser realizados empregando
numeros arabicos entre parénteses e super-in-
dice. Somente as bordas externos da primeira
e ultima linhas e a separacao entre os titulos
das colunas e os dados deverdo ser marcados
com linha continua. Nao marcar as bordas das
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colunas. Assegurar-se de que cada tabela seja
citada no texto.

As figuras deverdo ser apresentadas em fo-
lhas a parte, numeradas consecutivamente
com numeros arabicos. Os desenhos deverao
estar em condi¢des que assegurem uma ade-
quada repeticdo. Os graficos de barras, tortas
ou estatisticas deverado estar no formato GIF.
Os numeros, letras e sinais deverao ter dimen-
sOes adequadas para serem legiveis quando
forem impressas. As referéncias dos simbolos
utilizados nas figuras deverado ser incluidas no
texto da legenda.

As fotografias deverdo ser feitas em branco
e preto, com contraste, em papel brilhante e
com qualidade suficiente (minimo 300 dpi)
para assegurar uma boa reproducdo. Nos de-
senhos originais ou fotografias deverdo cons-
tar, no verso, os nomes dos autores e niumero
de ordem escritos com lapis.

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

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

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

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

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

publicacéo.

Exemplos:

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

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

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

2. Livros e monografias

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

3. Capitulo de livro
Meltzer PS., Kallioniemi A., Trent J.M.
Chromosome alterations in human solid tu-
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mors. En: Vogelstein B., Kinzler KW., edi-
tores. The genetic basis of human cancer.
New York: McGraw- Hill; 2002. p. 93-113.

4. Material eletronico

a. Artigo em publicagdo periédica em in-
ternet

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

b. Pagina de internet

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

nivel em: http://  www.cancer-pain.org/.

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

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