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ARTICULOS ORIGINALES

Consumo excesivo de cafeina y eventuales poblaciones de riesgo

Excessive caffeine consumption and eventual risk populations
Carnevali de Falke, Susana*; Degrossi, Maria Claudia

Instituto Universitario de Ciencias de la Salud. Fundacion H.A. Barcel6
*ascarnevali@gmail.com

Recibido: 6 de julio de 2017
Aceptado: 5 de diciembre de 2017

Resumen. La cafeina (1,3,7-trimetilxantina), es uno de los componentes alimentarios mas consumidos y estudiados. Aunque
un consumo moderado no implica riesgos para la salud, un ingesta excesiva puede conducir a efectos adversos, tales como
ansiedad, irritabilidad, palpitaciones e insomnio. Con el propésito de caracterizar el riesgo para la salud en mujeres adultas de 18
a 70 afnos en Argentina, se abordaron los siguientes objetivos: determinar el contenido de cafeina en cinco bebidas disponibles
en el mercado argentino y con estos datos y otros de fuentes bibliograficas estimar la ingesta media diaria de esta sustancia en
dicha poblacién para establecer si existen grupos en riesgo, estudiar la relacién de dicha ingesta con el lugar de residencia y
determinar el aporte de cada bebida y alimento a la ingesta diaria total. La determinacion de cafeina se realizdé por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC). A través de un cuestionario distribuido en la web, se obtuvieron datos de consumo de cafeina
de 1947 mujeres que cumplieron el criterio de inclusién. Se encontraron contenidos mas altos de cafeina en café expreso (1300
mg/L) y mate cebado (950 mg/L). En el total de la muestra el consumo promedio de cafeina fue de 340 mg/dia (5,5 mg/kg/dia),
excediendo, el 31% de las participantes la ingesta recomendada de 400 mg/dia. De las mujeres en edad fértil, el 37% excedid
la ingesta de 300 mg/dia y el 52% la de 200 mg/dia, recomendadas durante la gestacién y la lactancia. En el percentil 90 estas
mujeres consumieron 851 mg/dia y 775 mg/dia de cafeina, respectivamente. El mate cebado y el café resultaron los mayores
contribuyentes a la ingesta diaria de cafeina en este grupo de mujeres y en la muestra total. Se encontraron diferencias regiona-
les en el consumo del mate cebado, resultando Misiones y Corrientes las provincias de mayores ingestas. Si bien el 68% de las
personas entrevistadas consumieron dosis moderadas de cafeina, mas de un cuarto de las mujeres en edad reproductiva excedié
las ingestas recomendadas para el embarazo y la lactancia.

Palabras claves: Cafeina; Ingesta diaria; Mate; Riesgo

Abstract. Caffeine (1,3,7-trimethylxanthine) is one of the most consumed and studied food ingredients. Although moderate
consumption does not imply health risks, excess intake may lead to adverse effects, such as anxiety, irritability, palpitations and
insomnia. In order to characterize the health risk in adult women aged 18 to 70 in Argentina, the following objectives were ad-
dressed: to determine the caffeine content in five beverages available in the Argentine market and with these data and others from
bibliographic sources estimate the daily intake of caffeine in this population to establish if there are groups at risk; to study the
relation of this intake with the place of residence and to determine the contribution of each beverage and food to the total daily
intake. The determination of caffeine was performed by high performance liquid chromatography (HPLC). Through a questionnaire
distributed on the web, caffeine consumption data were obtained from 1947 women who met the inclusion criteria. Higher caf-
feine contents were found in espresso coffee (1300 mg/L) and mate “cebado” (950 mg/L). In the sample, mean caffeine intake was
340 mg/day (5.5 mg/kg/day), with 31% of the participants exceeding the recommended intake of 400 mg/day. Of the women of
childbearing age, 37% exceeded the intake of 300 mg/day and 52% the intake of 200 mg/day recommended during gestation and
lactation. In the 90th percentile, these women consumed 851 mg/day and 775 mg/day of caffeine, respectively. Mate “cebado”
and coffee were the major contributors to daily caffeine intake in this group of women and in the total sample. Regional differences
were found in the consumption of mate “cebado”, being Misiones and Corrientes the provinces with the highest intakes. Although
68% of the people interviewed consumed moderate doses of caffeine, more than a quarter of the women of reproductive age
exceeded the recommended intakes for pregnancy and lactation.

Keywords: Caffeine; Daily intake; Mate; Risk

Introduccion

La cafeina (1,3,7-trimetilxantina), un compo- naturalmente en hojas, frutos y semillas de
nente natural de muchos alimentos y uno de varias plantas, como Coffea arabica, Coffea
los ingredientes alimentarios mas estudiados robusta, Camellia sinensis, Theobroma ca-
y consumidos a nivel mundial, se encuentra cao, Cola acuminata, Paullinia cupana e llex
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paraguariensis (Moratalla 2008; Heckman vy
col. 2010; Barreda-Abascal y col. 2012).

La mayor fuente de cafeina proviene del con-
sumo de bebidas, como café, té, mate, be-
bidas energizantes, bebidas cola y bebidas
chocolatadas. Otros alimentos que la contie-
nen son, el chocolate y productos elaborados
a base de éste (snacks) que contribuyen con
pequenas cantidades de cafeina a la dieta
(Knight y col. 2004; Heckman y col. 2010).

La cantidad de cafeina contenida en bebidas
y alimentos varia dependiendo de la porcién,
el tipo de producto y el método de prepara-
cion. En el té, el mate y el café, la variedad
de la planta, las condiciones de crecimiento
y del ambiente, el proceso o el método de
elaboracion utilizado, afectan el contenido de
cafeina (IFIC 2008; Heckman y col. 2010).

En cuanto a los efectos de la cafeina sobre
la salud humana, segun las evaluaciones de
riesgo, dosis moderadas de hasta 400 mg/
dia en adultos sanos, no causa efectos ad-
versos en el sistema cardiovascular y no au-
menta el riesgo de cancer u osteoporosis. A
su vez por sus efectos estimulantes sobre el
Sistema Nervioso Central, facilita el trabajo
intelectual, la capacidad de concentracién, la
atencion vy la vigilia, mejora la coordinacién
psicomotora y reduce la sensacién de fatiga
(Nawrot y col. 2003). Datos epidemioldgicos
sugieren que el consumo regular de cafeina
puede ayudar a reducir los sintomas asocia-
dos con la enfermedad de Parkinson, tiene
un efecto favorable sobre la funcion hepati-
ca, aumenta la tasa metabdlica y disminuye
el riesgo de desarrollar ciertos tipos de can-
cer (endometrial, de colon, de higado) (Cano-
Marquina y col. 2013; Gonzalez de Mejia y
Ramirez-Mares 2014).

La cantidad de cafeina necesaria para pro-
ducir efectos adversos varia de persona a
persona dependiendo del peso, sexo, edad
y susceptibilidad individual. Una alta expo-
sicion se asocia con un aumento de efectos
adversos como nauseas, mareos, disnea, an-
siedad, irritabilidad, palpitaciones, insomnio,
temblores y depresion (IFIC 2008; Heckman y
col. 2010; Gonzalez de Mejia y Ramirez-Ma-
res 2014). Varios organismos gubernamenta-
les y de evaluacion de riesgos, en diferentes
paises, han establecido valores recomenda-
dos para la ingesta diaria de cafeina en di-
ferentes grupos de poblacion. Segun las re-
comendaciones canadienses (Health Canada
2013) y de otras agencias gubernamentales

(Conseil Supérieur de la Santé de la Belgique
2012; Hamburg y Taylor 2014), la ingesta dia-
ria de cafeina no debe superar los 400 mg en
la poblacion adulta sana, excepto en las mu-
jeres embarazadas. Otros autores (Thomson
y Schiess 2011) han adoptado valores mas
conservadores (210 mg/dia), valor por debajo
del cual no se observan efectos relacionados
con la ansiedad. Durante el embarazo, por
sus potenciales efectos adversos sobre és-
te y el feto, existen discrepancias en los va-
lores adoptados, desde menos de 200 mg/
dia (Norwegian Food Safety Authority 2011;
ACOG 2016), a menos de 300 mg/dia (Health
Canada 2013).

Si bien la evaluacién de la ingesta de cafei-
na en otros paises revelé que el mayor apor-
te proviene de la ingesta de café (Penolazzi
y col. 2012; Fitt y col. 2013; Zucconi y col.
2013; Mitchell y col. 2014), en nuestro pais
debido al consumo de yerba mate, ademas
del café, se pueden mostrar otros patrones
de consumo en la poblacién adulta, tales co-
mo los encontrados por revision de la litera-
tura en los trabajos de Olmos y col.(2009),
Onzari y col. (2010) y Giovanini de Oliveira
Sartori y Vieira da Silva (2016). Por lo tanto,
para actualizar los datos existentes sobre la
exposicion a esta sustancia y establecer un
precedente clave para la caracterizacion del
riesgo para la salud de esta poblacion, se
abordaron los siguientes objetivos: describir
el perfil de los participantes en el estudio y las
caracteristicas del consumo de cafeina a tra-
vés de distintas fuentes dietarias, determinar
el contenido de cafeina en cinco bebidas dis-
ponibles en el mercado argentino, estimar la
ingesta diaria media de cafeina en una pobla-
cion de mujeres adultas y describir a aque-
llas que exceden las ingestas recomendadas,
estudiar la relacién de dicha ingesta entre los
grupos etarios y el lugar de residencia y de-
terminar el aporte de cada fuente dietaria a la
ingesta diaria de cafeina.

Materiales y métodos

Seleccidon de la muestra e instrumento de
recoleccion de datos

Mediante un estudio cuantitativo, descripti-
vo, observacional y transversal, se recogieron
los datos entre agosto de 2015 hasta abril de
2016, utilizando un cuestionario previamente
validado y aprobado por el Comité de Etica
del Instituto Universitario de Ciencias de la
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Salud de la Fundacién Barceld, desarrollado
sobre la base de un cuestionario similar obte-
nido por revisidn bibliografica (Zucconi y col.
2013).

La seleccion de la muestra se realizé median-
te un muestreo no probabilistico por conve-
niencia, cuyo criterio de inclusion fue: adultos
entre 18 y 80 afos, de ambos sexos, residen-
tes en Argentina, que, independientemente
de su nacionalidad o nivel educativo respon-
dieran voluntariamente al cuestionario admi-
nistrado en la web. Se obtuvieron 2974 res-
puestas, con una tasa de respuesta del 89%,
de las cuales se excluyeron aquellas que no
cumplian el criterio de inclusién. Una vez ex-
cluidas aquellas respuestas que no cumplian
el criterio de exclusién o resultaron incomple-
tas, la muestra quedé conformada por 2690
participantes.

El cuestionario, de tipo personal y adminis-
tracion a través de la aplicacion de Google
Drive (version libre), garantizé el anonimato
de los participantes. El instrumento indagaba
sobre: las caracteristicas socio-demograficas
de los participantes (edad, género, nacionali-
dad, nivel educativo, peso), y sobre la canti-
dad y frecuencia del consumo de bebidas y
alimentos conteniendo cafeina. Las bebidas
se agruparon en siete categorias: café (por
ejemplo, filtrado, instantaneo), té, bebidas
colas, bebidas chocolatadas, bebidas energi-
zantes, mate cocido y mate cebado. Los ali-
mentos consistieron en chocolate y produc-
tos elaborados a base de éste (por ejemplo
Shot, Block).

Contenido de cafeina en bebidas y alimentos
Se realiz6 la determinacién analitica de ca-
feina en cinco bebidas, que los participantes
sefialaron como las méas consumidas, de mo-
do de reflejar la concentracion de cafeina de
estos productos en nuestro mercado. Las be-
bidas analizadas fueron: café expreso e ins-
tantaneo, té, mate cebado y mate cocido.
Para el café expreso se analizaron: muestras
tomadas de tres distintas capsulas utilizadas
en la maquina Nespresso con distinto tenor
de cafeina y una muestra de café comprado
en un bar.

Para el café instantaneo, té, mate cocido y
mate cebado se seleccionaron 3 marcas co-
merciales disponibles en el mercado, prepa-
rando las infusiones segun las instrucciones
del fabricante.

En el caso del mate cebado se realiz6 una

Acta Toxicol. Argent. (2017) 25 (3): 67-79

simulacién de las porciones ingeridas por los
consumidores, tomando finalmente la con-
centracion media que surge de la recolec-
cion de 500 mL, correspondientes a 10 mates
grandes conteniendo 50 g de yerba.

La determinacion de cafeina se realiz6 me-
diante cromatografia liquida de alta perfor-
mance (HPLC), utilizando un método previa-
mente validado, empleado para cuantificar
esta sustancia en bebidas. Se utilizé un Cro-
matografo marca Agilent (Agilent Technolo-
gies, Inc) modelo 1200, equipado con una
columna ZORBAX Eclipse XDB-C18 (tamafo
de particula 5,0 ym, diametro 4,6 mm, longi-
tud 150,0 mm), un inyector automatico Termo
Agilent 1100/1200, un detector DAD Agilent
1200. Se empled el software del sistema Rev.
B.02.01-SR2 [260] Copyright© Agilent Tech-
nologies. El flujo fue de 1,0 mL/min y el volu-
men de inyeccién 10 pL.

Para realizar la curva de calibracion se utili-
z6 un estandar de cafeina de Sigma Aldrich
(St. Louis, MO, USA) trazable a USP Referen-
ce Standard. Las concentraciones de cafeina
en las muestras, se calcularon utilizando la
ecuacioén de la recta de regresion (promedio
de las areas vs. concentracién de cafeina).
Cada estandar y cada muestra se procesaron
por duplicado. Intercaladas, con cada mues-
tra se corrié un estandar interno de cafeina.
Para las bebidas cola, capuchino, chocola-
te y productos a base de éste, el contenido
de cafeina se tomé de fuentes bibliograficas
(Olmos y col. 2009; Zucconi y col. 2013). Para
las bebidas energizantes se obtuvo informa-
cion de las etiquetas de los productos. Se uti-
liz6 un valor por defecto de 0,3 mg/ml en los
casos en que los participantes no se especi-
ficaron ninguna marca (Zucconiy col. 2013).

Ingesta diaria de cafeina

Para obtener la ingesta diaria de cafeina (mg/
dia) de cada participante, se siguio el linea-
miento empleado por Zucconi y col. (2013),
multiplicando el consumo diario de bebidas
o alimentos (en mL 6 g) por la concentracién
media de cafeina en éstos (en mg/mL 6 mg/g),
obtenida de la determinacién analitica en café
expreso, café instantaneo, té, mate cebado y
mate cocido y de fuentes bibliograficas para
el café de filtro, las bebidas cola, las bebidas
chocolatadas (Olmos y col. 2009), cappucci-
no, chocolates y snacks (Zucconi y col. 2013).
Luego se sumaron los aportes de todas las
fuentes de cafeina y se expreso la ingesta dia-
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ria media de cafeina en mg/dia y en mg/kg/dia
teniendo en cuenta el peso corporal informado
por cada participante. La ingesta media total
de la muestra se obtuvo teniendo en cuenta
los datos de todos los participantes.
Asimismo, se calculo la proporcién de los par-
ticipantes que consumen cada fuente de ca-
feina y la contribucién de éstas a la ingesta
media total.

Analisis estadistico

Todos los datos recogidos fueron examina-
dos con el programa Excel para Windows® y
analizados estadisticamente utilizando el pro-
grama Info-stat® para Windows (version libre,
Coérdoba, Argentina).

Para la estadistica descriptiva se utilizaron fre-
cuencias y porcentajes, utilizando la prueba
del Chi-cuadrado de Pearson, con un nivel de
confianza del 95%, para comparar diferencias
entre grupos etarios y género. Para la inges-
ta media diaria de cafeina, se utilizaron como
medidas de resumen la media, el percentil
90, utilizadas en otras evaluaciones de riesgo
(Zucconi y col. 2013; Mitchell y col. 2014). Pa-
ra comprobar la distribucién de un conjunto de
datos con el propdsito de aplicar los test es-
tadisticos adecuados, se utilizdé la prueba de
Kolmogorov-Smirnov. Dada la distribucién asi-
métrica de la variable, se utilizé la prueba de
Mann-Whitney, para comparar las diferencias
entre dos grupos y el andlisis de la varianza no
paramétrica (prueba de Kruskal-Wallis) para
comparar diferencias entre mas de dos gru-
pos, ambos con un nivel de confianza del 95%.

Resultados

Contenido de cafeina en las bebidas y
alimentos

La curva de calibracién mostré una excelente
linealidad con un coeficiente de correlacion
de 1,000 en el intervalo de la concentraciéon
seleccionada. La precision expresada como
coeficiente de variacion (CV%) fue del 0,13%.
Los resultados de la determinacién analitica
de cafeina se muestran en la Tabla 1. Se en-
contré que los valores mas altos correspon-
dieron al café expreso y mate cebado.

Perfil y caracteristicas de consumo de la
muestra de mujeres

De 2690 encuestados que cumplieron el crite-
rio de inclusion, 1947 (72,4%) fueron mujeres
entre 18 a 70 anos. De éstas, el 98% declard

Tabla 1. Contenido de cafeina en alimentos y
bebidas segun categorias utilizadas en el estudio

Categoria alimentos/

Contenido de cafeina (mg/L o mg/100g)

Fuente de los datos

bebidas promedio Rango
Café

Expreso 1300 1110-1650 Andlisis por HPLC

Instantaneo 570 440-750 Andlisis por HPLC

de Filtro 390 260-530 Olmos y col.(2009)

Cappuccino 250 - Zucconi y col.(2013)
Té 124 90-150 Andlisis por HPLC
Bebidas chocolatadas 40 37-42 Olmos y col.(2009)
Bebidas cola 110 90-120 Olmos y col.(2009)
Bebidas energizantes -- 80-320" Roétulo del producto
Mate cebado 950 810-1050 Andlisis por HPLC
Mate cocido 180 170-200 Andlisis por HPLC
Chocolate 18 Zucconi y col.(2013)
Snacks 14 Zucconi y col.(2013)

*Concentracion correspondiente a las bebidas energizantes declaradas por el
participante en el cuestionario

ser de nacionalidad argentina, el 44% residir
en la Ciudad Auténoma de Buenos Aires y el
conubarno bonaerense, el resto residir en lo-
calidades del interior de la Provincia de Bue-
nos Aires y en otras 21 provincias. El 45% ex-
pres6 haber completado estudios secundarios
y el 48% estudios terciarios/universitarios, el
44% estar empleada, el 27% ser estudiante
y las restantes dedicarse a otras ocupacio-
nes tales como profesionales, comerciantes,
amas de casa, docentes y jubiladas.
Consumo de cafeina e ingesta media diaria
Considerando las diferentes fuentes de ca-
feina, el 72,8% de toda la muestra consume
café, el 67,7% té, el 33,6% bebidas chocola-
tadas, el 51,0% bebidas cola, el 19,5% bebi-
das energizantes, el 87,6% de mate cebado,
el 33,8% mate cocido y el 75,0% chocolate y
snacks. En la Figura 1 se muestra el porcen-
taje de consumidoras de las distintas fuentes
de cafeina y la distribucion de frecuencia de
consumo dentro de cada grupo etario, consi-
derando sélo a los consumidores. Analizan-
do estos datos se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) en el
consumo de bebidas chocolatadas y bebidas
cola donde la proporciéon mas alta de consu-
midoras se encuentra entre los 18 a 30 afios.
Para las bebidas energizantes la mayor pro-
porcién se encuentra en el grupo de 18 a 20
afnos. Para el resto de las bebidas y alimentos
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(a) Porcentaje de mujeres que consumen cada fuente de cafeina.

(b) Considerando la proporcion de consumidores de bebidas y alimentos con cafeina dentro de cada grupo etario.

Figura 1. Variacién de peso de todos los grupos de animales a lo largo del periodo de estudio.

no se encontraron diferencias significativas
entre los grupos etarios.

La ingesta media de cafeina en el total de las
mujeres fue de 340 mg/dia y de 5,5 mg/kg/
dia, tal como se muestra en la Tabla 2, que
también incluye las ingestas por grupo etario.
En el grupo etario de 18 a 40 afios la ingesta
media diaria fue de 346 mg/dia (percentil 90,
680 mg/dia). En relacion a los grupos etarios,
se observé que el grupo de 31 a 40 anos
presentd ingestas mas altas que los de 51 a
70 anos y los de 18 a 30 anos (p<0,05). Sin
embargo entre el grupo mencionado en primer
términoy el de 41 a 50 anos no se encontraron
diferencias significativas (p>0,05). Al expresar
las ingestas en mg/kg/dia, esta observacion
se mantiene excepto para los mas jovenes
(18 a 30 anos) que difieren estadisticamente
(p<0,05) de los de 51 a 60 anos, presentando
los primeros las ingestas mas altas.

En el total de las mujeres encuestadas el mayor
consumo de cafeina provino de las bebidas
(99%), siendo los mayores contribuyentes a la
ingesta media diaria el mate cebado (55%) y
el café (28%), seguidos por las bebidas colas

(7%), el té (6%) y el mate cocido (3%). El aporte
de otras bebidas, tales como las bebidas ener-
gizantes (0,5%) y alimentos resulté muy bajo
(datos no mostrados).

Ingestas medias diarias de cafeina que
exceden las ingestas recomendadas

Del total de 1947 mujeres, 605 (31,1%) ex-
cedieron la ingesta diaria recomendada de
cafeina de 400 mg/dia para personas adultas
sanas. 716 (36,8%) y 1013 (52,0%) mujeres
entre los 18 a 40 anos, excedieron las in-
gestas recomendadas para mujeres en edad
fértii de menos de 300 mg/dia y 200 mg/
dia, respectivamente. En la Tabla 3 se pre-
sentan dichas ingestas categorizadas segun
las distintas fuentes de cafeina. Para aque-
llas mujeres que excedieron los 400 mg/
dia, no se encontraron diferencias significa-
tivas (p>0,05) en el consumo de cafeina a
partir de café, mate cebado y mate cocido.
Sin embargo las mujeres mas jévenes (18 a
20 anos) presentaron ingestas mas altas que
las de 31 a 60 afnos para el té y las bebidas
energizantes, que las de 31 a 70 afos para
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Tabla 2. Ingesta diaria media de cafeina a partir de todas sus fuentes, segun grupo etario (n=1947)

Ingesta media de cafeina

Ingesta media de cafeina

(mg/dia) (mg/kg/dia)
n media percentil percentil p media percentil percentil p
90 95 90 95
Total 1947 340 653 814 55 10,3 12,9
Grupo etario (afios)

18-20 164 341 716 1092 @w) 58 12,4 19,1 L
21-30 858 337 690 845 @0) 55 10,4 13,6 o
31-40 488 364 658 795 @ 58 10,7 12,6 ©
41-50 239 330 604 692 o @ 51 9.1 10,8 oe
51-60 144 299 625 807 @ 4,4 9,3 14 @
61-70 54 305 624 827 @0 45 10,0 11,7 @0

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

las bebidas chocolatadas y snhacks y que el
resto de los grupos para las bebidas cola.
Entre las mujeres en edad fértil que excedie-
ron las ingestas recomendadas, no se obser-
varon diferencias significativas (p>0,05) para
el consumo de cafeina proveniente del café,
mate cebado y mate cocido. Sin embargo
se diferencia (p<0,05) el grupo de 18 a 30
anos por presentar ingestas mas altas que
las mujeres de 31 a 40 anos para el té, las
bebidas cola, las bebidas energizantes y los
chocolates/snacks. Para las bebidas choco-
latadas el grupo mas joven (18 a 20 anos)

presenta las ingestas mas altas, difiriendo es-
tadisticamente de los otros dos.

Contribucion de cada fuente de cafeina a la
ingesta media diaria en mujeres en edad fértil
que sobrepasan las ingestas recomendadas

En la Figura 2 se muestra la contribucién de
las distintas fuentes de cafeina a la ingesta
media en los grupos de mujeres de 18 a 20
afnos, 21 a 30 afos y 31 a 40 anos. En todos
ellos, el mayor aporte a la ingesta media de
cafeina correspondié al mate cebado, seguido
por el café y las bebidas cola en tercer lugar.

100% 1 ’ imf S8 ot

90% -

30% -

T0% - 54

60% -

50% 1 H ﬁ H

o BB OB = ZioE m o= £

20% -

10% -
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>400mg/dia =>300mg/dia >200mgidia
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Nota: Otros incluye los aportes de las bebidas chocolatadas, las bebidas energizantes, el mate cocido y chocolate/snacks.

Figura 2. Contribucion (%) de cada fuente de cafeina a la ingesta media diaria para las mujeres
de 18 a 40 afios que sobrepasan las ingestas recomendadas, segun grupo etario
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Tabla 3. Ingesta diaria media de cafeina total y por fuente dietaria en mujeres
que exceden las ingestas recomendadas segun grupo etario

Ingesta media de cafeina (mg/dia)

Fuente de cafeina

(Garréj(?s(; wre Total Cafe chocngtadas Bectz)| l(;as engf;ilz(ﬁlstes Egggi;os c'\g;tdeo ete Chocolate/Snacks

n m PO m PO m P90 m P90 m PO m P90 m P90 m PO m P90
Total 605 630 921 194 520 18 55 1,8 71 44 110 23 6,1 355 570 114 36 41 91
18-20 51 703 1199 228 638 27° 55 3,1c 8,6 118 457 51° 11,4 307 499 88 26 6,0° 13
21-30 258 647 970 206 528 18b° 55 24¢ 86 44p 94 26 81 358 594 115 36 450 11
31-40 171 612 854 185 445 14° 55 1,2 14 37 110 1,72 57 357 570 12,7 36 34 91
41-50 75 561 750 137 342 17 55 0,8 0,7 30° 70 1,3 57 361 570 11,3 36 300 8
51-60 36 624 889 206 620 1730 55 0,3 1,4 16° 19 2,4 370 760 91 31 3,00 91
61-70 14 630 897 228 775 21%c 55 08 14 1,7 2 0 0 368 736 7,2 36 34 13

Mujeres en edad fértil que sobrepasan ingesta recomendada de 300 mg/dia

n m PO m PO m P90 m P90 m PO m P90 m P90 m PO m P90
Total 716 544 851 166 421 18 55 2 71 39 110 24 6,1 301 570 1 36 42 91
18-20 67 620° 1150 187 582 2% 55 3,0° 8,6 95> 447 6,1* 229 287 475 11,1 36 57° 13
21-30 382 549 873 172 456 18° 55 2,2 8,6 37e 85 2,3** 64 302 570 11,4 36 43" 93
31-40 267 518 789 153 352 1542 55 1,00 1,4 29¢ 110 1,72 57 304 570 10,7 36 3,6 9.1

Mujeres en edad fértil que sobrepasan ingesta recomendada de 200 mg/dia

n m P90 m PO m P90 m P90 m PO m P90 m P90 m PO m P90
Total 1013 458 775 135 348 19 55 1,8 4,3 32 79 24 6,1 253 475 104 36 42 10
18-20 95 509 1036 151 389 29° 58 3,1° 8,6 710 242 59 16,2 232 475 12 51 50> 11
21-30 565 452 776 138 378 19 55 2,0 8,6 31b 7120 61 246 475 10 36 40 10
31-40 353 454 713 127 315 16° 55 1,00 1,4 25 66 1,74 57 269 522 10,7 36 3,6 91

n: nimero de participantes

m: media

P90: percentil 90

Nota: medias con una letra comun no son significativamente diferentes (Kruskal-Wallis, p > 0,05)

Distribucidn de las ingestas diarias de cafeina
segun lugar de residencia en el total de la
muestra (n=1947)

Se excluyé del analisis de la varianza no pa-
ramétrica de Kruskal-Wallis a diez provincias
que presentaron un niumero muy bajo de par-
ticipantes (<10). Teniendo en cuenta las dis-
tintas localidades, no se encontraron diferen-
cias significativas (p>0,05) para las ingestas
medias diarias y para aquellas provenientes
del té, las bebidas chocolatadas, las bebidas
cola, las bebidas energizantes, el mate coci-
do y el grupo chocolate/snacks.

Sin embargo la diferencia fue significativa
(p<0,05) para el café y el mate cebado. Para
el café, la Ciudad Auténoma de Buenos Aires

(CABA) y Mendoza difieren significativamente
(p<0,05) de las provincias de Misiones, Cor-
doba y Santa Cruz, presentando las primeras
las ingestas mas altas.

Para el mate cebado las provincias de Misio-
nes y Corrientes difieren significativamente
(p<0,05) de CABA, Gran Buenos Aires y las
provincias de San Luis, Santa Fe y Cérdo-
ba, presentando las dos primeras las inges-
tas mas altas. La Figura 3 muestra las inges-
tas medias diarias de cafeina para cuatro de
las bebidas que mas contribuyeron a la in-
gesta media de cafeina para cada lugar de
residencia.

El mate cebado fue el mayor contribuyente a
la ingesta de cafeina (desde 44% en CABA
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Figura 3. Distribucion de la ingesta media diaria de cafeina (mg/dia), entre lugares de
residencia, para las cuatro principales bebidas que presentan el mayor aporte.

hasta 67% en Corrientes y 74% en Misiones),
excepto para la provincia de Santa Fe (38%)
donde este lugar lo ocup? el café (45%).

Discusion

La cafeina es uno de los componentes ali-
mentarios mas ampliamente consumidos y
estudiados. Numerosos estudios aborda-
ron su determinacién analitica en distintas
infusiones y otras bebidas (McCusker y col.
2003; McCusker y col. 2006; Chin y col.
2008; Rudolph y col. 2012). Los resultados en
este estudio mostraron que los valores mas
altos se encontraron en café expreso y en
mate cebado (Tabla 7). Para el café expreso,
té y mate cocido en saquitos, los valores en-
contrados estuvieron dentro del rango (460 a
1590 mg/L, 80 a 170 mg/L y 120 a 180 mg/L,
respectivamente) reportado por Olmos y col.
(2009) en Argentina, quienes analizaron café
expreso comprado en diferentes cafeterias,

cinco muestras de té y 3 muestras de mate
cocido de diferentes marcas del mercado ar-
gentino. La variabilidad observada en el con-
tenido de cafeina del café, té y mate cocido,
puede deberse a la diversidad de marcas dis-
ponibles en el mercado, que pueden utilizar
diferentes variedades de plantas, disimiles
métodos de produccion y distintas formas
de elaboracion (McCusker y col. 2003; Chin
y col. 2008; Rudolph y col. 2012). En cuan-
to al contenido de cafeina encontrado en el
mate cebado, es mayor que el reportado por
Olmos y col. (2009), probablemente debido a
la diferente forma de preparar los extractos
para la cuantificacion. Sin embargo Colpo y
col. (2016), quienes utilizaron un método si-
milar al aplicado en este estudio para prepa-
rar los extractos, encontraron en tres marcas
argentinas una concentracién de cafeina de
966 mg/L, 1081 mg/L y 659 mg/L, teniendo
en cuenta el promedio que surge de cebar 10
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mates. Segun estos autores las marcas uru-
guayas contienen las mayores concentracio-
nes de cafeina, seguidas por las argentinas y
en tercer lugar las brasilefias.

El porcentaje de participantes de este estudio
que ingirié cafeina a través de las distintas
fuentes, excepto el mate y chocolate/snacks,
fueron similares a los presentados por Peno-
lazziy col. (2012) en una poblacién de adultos
de 18 a 60 anos en ltalia. Sin embargo, el por-
centaje de consumidores de bebidas energi-
zantes en el presente estudio resulté superior
al informado por otros autores (Penolazzi y
col. 2012; Mitchell y col. 2014).

La ingesta diaria media de cafeina encontra-
da en la muestra total de mujeres, fue simi-
lar (301 mg/dia) a la reportada por Somogyi
(2010) en adultos de 22 afos en adelante.
Sin embargo, resulté superior al informado
en otros estudios en ambos géneros (Olmos
y col. 2009; Penolazzi y col. 2012; Fitt y col.
2013; Mitchell y col. 2014). En los estudios de
Fitt y col. (2013) y Mitchell y col. (2014), las
ingestas mas altas se dieron en los grupos
de mayor edad (mayor a 65 afnos y de 50 a
64 afnos, respectivamente), a diferencia de lo
encontrado en el presente trabajo.

El mayor aporte al consumo de cafeina pro-
vino de las bebidas en un porcentaje similar
encontrado en otros estudios (Somogyi 2010;
Fulgoni 2014). A diferencia de éstos, en el pre-
sente estudio el mate cebado resulté su prin-
cipal contribuyente (55%). Cabe notar que en
aquellos estudios realizados en Europa y Es-
tados Unidos (Penolazzi y col. 2012; Fitt y col.
2013; Mitchell y col. 2014) no se incluy6 al ma-
te. La diferencia en el consumo de cafeina con
el estudio realizado en Argentina por Olmos y
col. (2009), podria deberse a la naturaleza y
composicion de la muestra y a que, para cal-
cular laingesta se utilizé una concentracion de
cafeina, especialmente en el mate cebado que
fue su mayor contribuyente, distinta a la del
presente estudio.

El aporte de las bebidas energizantes fue muy
bajo, en contraposicion con lo informado por
Zucconi y col. (2013), en adultos de 18-65
anos de varios paises europeos, donde dicha
contribucién fue de un 8%.

Si bien el consumo moderado de cafeina no
se asocia a ningun efecto adverso para la sa-
lud en adultos sanos, las ingestas superiores a
400 mg/dia pueden conducir a diversos tras-
tornos que dependen de la sensibilidad indivi-
dual (Heckman y col. 2010). Algunos autores
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consideran que ingestas por encima de 500-
600 mg/dia representan un riesgo significati-
vo para la salud y puede ser considerado co-
mo un consumo abusivo (Nawrot y col. 2003;
Hamburg y Taylor 2014).

En este estudio mas del 30% supero esta in-
gesta recomendada, con un porcentaje similar
(833%) al encontrado en Dinamarca por algu-
nos autores (EFSA 2015). En Estados Unidos,
Mitchell y col. (2014), informaron ingestas pa-
ra adultos mayores de 35 afnos, en el percentil
90, entre 420-467 mg/dia, menores a las en-
contradas en el presente estudio (Tabla 3). En
otro estudio se encontraron para adultos de
18 a 65 afos, ingestas diarias, en el percentil
95, entre 414-742 mg/dia en siete paises eu-
ropeos (EFSA 2015). En las mujeres, una in-
gesta superior a la sefalada puede aumentar
el riesgo de sufrir de vejiga hiperactiva y esta
asociada con un leve deterioro del balance de
calcio y de la salud ésea (Nawrot y col. 2003).
Durante el embarazo, existen discrepancias en
las ingestas recomendadas (Norwegian Food
Safety Authority 2011; Conseil Supérieur de
la Santé de la Belgique 2012; Health Canada
2013; Hamburg y Taylor 2014; ACOG 2016). A
través de la revision de la literatura, distintos
estudios epidemioldgicos han reportado con-
clusiones inconsistentes sobre los efectos de
la ingesta de cafeina durante el embarazo, pro-
bablemente y entre otras, debido a las dificul-
tades en la estimacion de la ingesta de cafeina
y, a la evaluacién de asociaciones basadas en
trimestres individuales mas que durante todo
el embarazo. Debido a esto, el nivel exacto de
ingesta por encima del cual el riesgo es signi-
ficativamente mas alto no esta bien caracteri-
zado (Sengpiel y col. 2013; Chen y col. 2014;
Chen y col. 2015; Rhee y col. 2015). Muchas
mujeres consumen bebidas y alimentos que
contienen cafeina durante el embarazo. Esta
sustancia, tras la ingestion, se absorbe rapi-
damente y se transmite facilmente a través de
la placenta al feto. El citocromo P450 1A2, la
principal enzima implicada en el metabolismo
de la cafeina esta ausente en la placenta y el
feto. Por otro lado, la tasa de metabolismo de
la cafeina disminuye desde el primer al tercer
trimestre y la vida media de la cafeina se dupli-
ca en la madre durante el embarazo. Esto pue-
de conducir a una mayor exposicion del feto a
la cafeina ingerida por la madre (CARE Study
Group 2008; Jarosz y col. 2012; Chen y col.
2014; Cheny col. 2015; ACOG 2016).

Si bien en este estudio no se consultoé a los
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participantes sobre su estado de embarazo,
la identificacion de aquellas mujeres en edad
fértil que superan las ingestas recomendadas
para el periodo de gestacién y lactancia, pue-
de contribuir a identificar grupos potenciales
en riesgo.

El porcentaje de las participantes de 18 a 40
afos de este estudio, que excede la ingesta
recomendada 300 mg/dia, difiere de la repor-
tada por Fitt y col. (2013) donde un 4% de
mujeres mayores a 19 afios excedieron dicha
ingesta. A su vez Mitchell y col. (2014), en-
contraron que mujeres en edad fértil consu-
mian, en el percentil 90, 228 y 284 mg/dia
de cafeina, en los grupos de 18 a 24 afos
y de 25 a 34 afios, respectivamente. Knight
y col. (2004) informaron que en mujeres en
edad reproductiva las ingestas medias fue-
ron de 91-109 mg/dia (percentil 90, 228-247
mg/dia). Estas ingestas difieren de las encon-
tradas en este estudio para mujeres en edad
reproductiva. Esto probablemente se deba a
que el mate cebado, que tiene un alto conte-
nido de cafeina, contribuyé con mas del 50%
a su ingesta media. El mate cebado es una
de las infusiones mas populares en Argenti-
na, Uruguay, Paraguay y Sur de Brasil y es
preparado a partir de las hojas secas de la
yerba mate (llex paraguariensis Saint Hilaire),
cuyo peculiar método de preparacién permite
una extraccion continua de los compuestos
presentes en las hojas secas. Su consumo se
ha extendido a otros paises, donde se expor-
ta, debido a sus propiedades nutricionales y
funcionales atribuidas a la presencia de com-
puestos bioactivos como polifenoles, xanti-
nas, alcaloides purinicos, aminoacidos, fla-
vonoides, minerales y vitaminas, algunas de
las cuales estan asociadas con muchas pro-
piedades relevantes, tales como antialérgi-
cas, diuréticas, hipocolesterolémicas y por su
actividad antioxidante (Bracesco y col. 2011;
Dartora y col. 2011; Holowaty y col. 2014;
Valduga y col. 2016).

De acuerdo al analisis realizado por Lysiak
(2016) sobre el consumo de yerba mate y su
distribucién segun regiones y provincias de
nuestro pais, ésta tiene una alta representa-
cién sobre el total de bebidas consumidas
con una participacién del 34% al 50% desde
el nivel de ingresos mas alto al mas bajo. La
yerba mate es la bebida por litro mas bara-
ta, por lo que a participacion sobre el total
de gasto en bebidas en los hogares va del
9% al 5% para los hogares de ingresos bajos

y altos respectivamente. En el consumo de
esta infusion tiene alto impacto las diferen-
cias regionales, donde la region del Noreste
es la de mayor consumo. Este disminuye en
los sectores de ingresos altos de las regiones
del Gran Buenos Aires y CABA, Noroeste y
Cuyo donde el café instantaneo y molido se
acercan en participacion a la yerba mate. Es-
tas diferencias regionales coinciden con las
encontradas en este estudio donde las inges-
tas mas altas para el café se ubicaron en la
Ciudad Autonoma de Buenos Aires (CABA) y
Mendoza, mientras que para el mate cebado
el mayor consumo de cafeina se encontré en
las provincias de Misiones y Corrientes.

El presente estudio permitié caracterizar la
ingesta diaria media de cafeina en la mues-
tra, a partir de diferentes fuentes dietéticas,
asi como la contribucién de cada una de ellas
a la ingesta total, actualizando los datos exis-
tentes en Argentina. En cuanto a las fuentes
de cafeina en la dieta, el estudio muestra que
el mate cebado y el café son consumidos por
la mayoria de los participantes, incluidas las
mujeres en edad fértil. Una de las caracteris-
ticas de las evaluaciones de riesgo, es preci-
samente identificar grupos poblacionales es-
pecificos que pueden estar en un mayor ries-
go de efectos adversos relacionados con una
ingesta excesiva de cafeina. A este respecto
el 68,3% de las mujeres entrevistadas consu-
mieron dosis moderadas de cafeina por de-
bajo de las ingestas recomendadas para una
poblacién adulta sana, por lo que no se de-
tectd riesgo significativo para este grupo. Sin
embargo mas de un cuarto de las mujeres en
edad reproductiva excedié las ingestas reco-
mendadas para mujeres embarazadas.

Entre las limitaciones del estudio se encuen-
tra la distribucién del cuestionario a través de
la web, ya que sélo participaran en él aque-
llos que tienen acceso a Internet, limitando el
numero y la calidad de los participantes. Sin
embargo, esta modalidad, que es reconocida
como un método eficiente para la recoleccion
de datos, permitié la inclusién de diferentes
areas geograficas de nuestro pais y llegar a
un gran numero de personas, con una alta ta-
sa de respuesta. Esto hace que la informa-
cion recogida sea extremadamente util para
detectar diferentes patrones de consumo, lo
cual es esencial para implementar acciones y
estrategias de reduccién del riesgo.

Una de las fortalezas de este trabajo fue es-
timar la ingesta de cafeina mediante los da-
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tos obtenidos de su determinacion analitica
en varias bebidas disponibles en el mercado
argentino, teniendo en cuenta, especialmente
en el mate cebado, la forma de preparacién
habitualmente utilizada en nuestro pais y la
ingerida por las participantes.

Una de las dificultades encontradas, fue
comparar los resultados con otros estudios,
ya que estos o bien se realizaron sobre mues-
tras diferentes o en poblaciones especificas.
Asimismo en dichos estudios los grupos eta-
rios fueron catalogados de distinta forma y la
evaluacién del consumo de cafeina resultd
diferente, ya que en algunos casos se utilizé
un recordatorio de 24 h y en otros un cuestio-
nario de frecuencia de consumo.

Por ultimo, los resultados obtenidos en este
estudio constituyen un antecedente relevante
sobre la base del cual los gestores de riesgos
pueden identificar el problema, tomar deci-
siones y proponer acciones para su gestion.
Esto proporcionara a los comunicadores de
riesgo informacion valiosa para proponer es-
trategias que adviertan a los consumidores,
especialmente a los grupos vulnerables, so-
bre los probables efectos adversos derivados
de una ingesta excesiva de cafeina de modo
de disminuir la exposicion a esta sustancia.
Asimismo, seria sumamente Util para la co-
munidad cientifica y los gestores de riesgo
extender este estudio a poblaciones de mu-
jeres embarazadas para obtener una estima-
cion de la real ingesta de cafeina'y ampliar los
resultados de estudios previos en Argentina.
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Resumen. En la actualidad, existe una preocupacion creciente por la presencia de estrégenos en el medio acuatico, donde pue-
den ser introducidos a partir de aguas residuales después de su eliminacién incompleta en las plantas de tratamiento. Las aguas
residuales sistematicamente reciben estrégenos naturales y sintéticos, y por lo tanto una comprension mas profunda de la suerte
de ellos en el medio ambiente es necesaria. Se evaluaron los niveles de estrégenos en los efluentes de las Plantas de Tratamiento
de Aguas Residuales (PTARs) Penha e llha do Governador, ambos de tipo convencional de flujo continuo de lodo activado con
aireacién prolongada. Fue utilizado como el pardmetro de determinacién de algunos compuestos de interés como estrégenos
naturales [estrona (E1), 17B-estradiol (E2), estriol (E3)) y sintéticos (17a-etinilestradiol (EE2)]. Las muestras individuales se reco-
gieron posteriormente al tratamiento de cada PTAR y después de los procedimientos de laboratorio se realizé la determinacion
de estrégenos basado en la extraccion en fase soélida (SPE) y la cromatografia liquida de alta resolucion con detector de arreglo
de diodos (HPLC-DAD). Las concentraciones fueron de: 0,7 a 5,2 ug/lyde 0,5a5,6 de E1;0,9a 7,7y 1,2 29,2 pg/l para E2; 2,01
a 6,09y 1,07 a 4,08 pg/l para EE2 en PTAR Penha y PTAR llha do Governador, respectivamente. La capacidad de eliminacién de
estrégenos fue eficaz, pero denota que la eliminacién sistematica de la poblacién es en la actualidad alta. Se recomienda instalar
mecanismos para mitigar el consumo exagerado de estas sustancias o implementar una eliminacién completa mas eficaz.

Palabras clave: Estrogeno; Planta de tratamiento de aguas residuales; Contaminacién ambiental; Salud publica

Abstract. Currently, there is a growing concern over the presence of estrogens in the aquatic environment, where they can be
introduced from wastewater after their incomplete elimination in the treatment plants. Wastewater systematically receives natural
and synthetic estrogens, and thus a deeper understanding of the fate of them in the environment is extremely necessary. It was
evaluated estrogen levels in the effluent from the Sludge Wastewater Treatment Plants (SWTPs) Penha and Ilha do Governador,
both of type conventional continuous-flow activated sludge with extended aeration. The determination of some target com-
pounds as natural estrogens was used as the evaluation parameter [estrone (E1), 17p3-estradiol (E2), estriol (E3) and synthetic
(17a-ethinylestradiol (EE2)]. Individual samples were collected posterior treatment of each SWTP, and after laboratory procedures,
the determination of estrogens was performed by a method based on solid phase extraction (SPE) and high performance liquid
chromatography-diode array detector (HPLC-DAD). Concentrations ranged from 0.7 to 5.2 pg/l and from 0.5 to 5.6 for E1; 0.9 to
7.7 and 1.2 t0 9.2 pg/l for E2; 2.1 to 6.9 and 1.7 to 4.8 pg/I for EE2 at SWTPs Penha and Illha do Governador, respectively. The re-
moval capacity of estrogens despite its effectiveness denotes that the systematic elimination by the population is high nowadays
and urging mechanisms to mitigate the exaggerated consumption or to implement most effective complete removal.

Keywords: Estrogen; Wastewater treatment plant; Environmental pollution; Public health

Introduccién

El desarrollo de las actividades antrépicas,
como centros urbanos, industrias y la agrope-
cuaria, no se ha llevado en cuenta las limita-
ciones y los trabajos en el medio ambiente. En
consecuencia, cada vez mas surgen impactos
ambientales, siendo muchos de ellos de gran
magnitud y/o irreversibles (Filby y col. 2007,

Mierzwa y col. 2009, Saeed y col. 2017). Sin
embargo, la preocupacion por cuestiones am-
bientales ha aumentado significativamente en
las ultimas décadas.

En los ultimos anos los contaminantes emer-
gentes presentes en aguas residuales en con-
centraciones del orden de ng/l o pg/l han des-
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pertado interés en la comunidad cientifica por
presentar potencialidad para ejercer efectos en
humanos y animales (Atkinson y col. 2012).En-
tre los contaminantes emergentes presentes en
aguas residuales, se destacan los estrégenos
naturales estrona (E1), 17p-estradiol (E2), es-
triol (E3) y el sintético, 17a-etinilestradiol (EE2),
que han sido motivo de preocupacién debido a
gran cantidad lanzada diariamente en el medio
ambiente, ya que son desreguladores endocri-
nos que poseen alta estrogenicidad, e incluso
en bajas concentraciones pueden causar efec-
tos adversos en organismos (Ying y col. 2002,
Bila y Dezotti 2007, Mierzwa y col. 2009).
Algunas hormonas estrogénicas son natural-
mente secretadas por mujeres y también por
hombres, pero en cantidades medias diarias
menores. La literatura destaca que las mujeres
en menstruacion secretan diariamente cierta
cantidad de E1, E2 y E3, siendo estos valores
casi 100 veces mayores durante la gestacion
(Carballay col. 2004, Bila y Dezotti 2011; Aqui-
no y col. 2013). E2 se considera el estrogeno
natural mas potente, seguido de sus metaboli-
tos E1 y E3 (Castro 2002).

Ademas de los efectos sobre el desarrollo y
funcion reproductiva, la exposicion a estos
contaminantes en efluentes de las plantas de
tratamiento de aguas residuales (PTARs) se ha
asociado con efectos adversos mas amplios
para la salud, incluyendo dafos genotdxicos
(Gravato y Santos 2003, Liney y col. 2006),
inmunosupresiéon (Hoeger y col. 2005), activi-
dad alterada de las enzimas de biotransforma-
cion hepatica fase | / fase Il (Gravato y Santos
2003, Hoeger y col. 2005, Gagne y col. 2006) y
nefrotoxicidad (Liney y col. 2006). Ademas, se
verificd que algunos de estos efectos ocurren
en concentraciones de estrogenos considera-
blemente menores que aquellas que causan la
feminizacién del sistema reproductivo (Liney
y col. 2006). La probabilidad de que los con-
taminantes de PTARs afecten la salud es una
preocupacion significativa. Por ejemplo, la in-
munosupresion puede conducir a una mayor
susceptibilidad a la enfermedad; la capacidad
metabdlica alterada puede llevar a la acumu-
lacién toxica de contaminantes o a la produc-
cién de metabolitos reactivos; y dafos al ADN
pueden resultar en mortalidad embrionaria,
anormalidades en el desarrollo y/o cancer (Ya-
suday col. 2017).

Con el fin de eliminar sustancias indeseables
o transformarlas en otras aceptables segun
establecido en la legislacion brasilefia (Brasil

Acta Toxicol. Argent. (2017) 25 (3): 80-90

2011) y no alterar los parametros de calidad
del cuerpo hidrico receptor, el efluente sanita-
rio debe pasar por un sistema de tratamiento
(Johnson y Chen 2017). Actualmente existen
diversos métodos y niveles de tratamiento que
se pueden emplear en PTARs y estos proce-
sos se pueden clasificar en: fisicos, quimicos
y biolégicos. Los tres procesos actuan en con-
junto de modo que la transformaciéon de un
proceso de tratamiento influenciara en los de-
mas (Ferreira 'y col. 2008).

Existen ahora considerables evidencias de es-
tudios de campo y de laboratorio de los efec-
tos sobre la reproduccién por la exposicion a
estrégenos ambientales presentes en efluen-
tes, en particular los estrégenos naturales E1,
E2, E3 y estrégenos sintéticos EE2 (Ahmed
2000, Ferreira y col. 2008, Muller y col. 2008).
Los estudios en sistemas de mamiferos mos-
traron que algunos estrégenos (y/o sus meta-
bolitos) también tienen, por ejemplo, propieda-
des genotoxicas y propiedades inmunotéxicas
(Adeel y col. 2017).

Los estrogenos, principalmente E2 es res-
ponsable de la formacion de las caracteristi-
cas femeninas, asi como EE2 es el principal
estrogeno sintético encontrado en las pildoras
anticonceptivas y aplicadas en terapias de re-
posicién hormonal. Por poseer alto potencial
estrogénico han sido clasificados como los
mayores responsables en provocar alteracio-
nes endocrinas en organismos presentes en
aguas superficiales. Estos compuestos se han
detectado sistematicamente en efluentes de
PTARs por el hecho de ser eliminados parcial-
mente durante el proceso de tratamiento (Mo-
raes y col. 2008, Johnson y Chen 2017).
Conforme el esquema demostrado en la figu-
ra 1, de forma general, las PTARs reciben la
alcantarilla in natura y la somete a una serie
de procesos fisicos, quimicos y bioldgicos que
tienen por objetivo eliminar diversas sustan-
cias indeseables, posibilitando asi su retorno al
medio ambiente con caracteristicas sanitarias
mas adecuadas (Bento y col. 2005, Falcioni y
col. 2005, Ferreira y col. 2008). Ademas, las
diferentes configuraciones y condiciones ope-
rativas de diversas PTARs pueden influir en los
mecanismos de adsorcién, fotodegradacion,
volatilizacion y transformaciones quimicas y/o
biolégicas de los compuestos (Suarez y col.
2008). Aun asi, son raras las investigaciones
que relacionaron parametros operacionales y
fisico-quimicos con la remocién de los estré-
genos en PTAR.
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Hormonas sexuales
(estrégenos)

v
Alcantarillado
v
‘ Planta de tratamiento de aguas residuales ‘
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‘ Efluentes ‘ ‘ Lama ‘

v
v

Lixiviacion, disipacion. escurrimiento

v /
Cuerpos hidricos Agua subterranea
y sedimentos

Figura 1. Representacion esquematica de la
principal via de entrada de estrdgenos sexuales en
sistemas acuaticos. Fuente: Reis Filho y col. 2006.

Estrogenos: aspectos de encuadramiento y
definiciones

El sistema endocrino es un mecanismo com-
plejo que coordina y regula la comunicacion
entre las células, constituido por combinacio-
nes de glandulas y hormonas, siendo respon-
sable de las funciones bioldgicas normales,

en suelo, sedimentos ya lo largo de la cadena
trofica (Ying y col. 2002, Hoeger y col. 2005).
Entre las hormonas sexuales, los estroge-
nos vienen recibiendo mayor atencién por ser
compuestos extremadamente activos bioldgi-
camente y estan relacionados a la etiologia de
varios tipos de cancer (Eick y col. 2012).

Los estrégenos naturales E1, E2, E3, y el sin-
tético EE2, desarrollado para uso médico en
terapias de reposicidon y métodos anticoncep-
tivos, son los que despiertan mayor preocupa-
cién, tanto por la potencia como por la canti-
dad continda introducida en el ambiente. Estas
hormonas poseen la mejor conformacion reco-
nocida por los receptores y, por lo tanto, son
considerados responsables de la mayoria de
los efectos disruptores desencadenados por
su presencia en los efluentes (Stumpf y col.
1999, Aerni y col. 2004, Atkinson y col. 2012).
Johnson y col. (2000) investigaron las cantida-
des diarias excretadas de los estrogenos natu-
rales E2, E1, E3 y de EE2 en las pildoras orales
anticonceptivas y estimaron las excreciones
diarias de estrégenos por humanos. Esta es-
timacion se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Excrecion diaria (ug) per capita de
estrégenos por humanos (Johnson y col. 2000)

gt . X Categoria Estrona 17p3-Estradiol Estriol 17c-Etinilestradiol
como la reproduccion, desarrollo embrionario,
crecimiento y metabolismo (Wirsch y Thomas E1 E2 E3 EE2
2010). Las hormonas son mensajeros quimi- H
ombres 39 1,6 1,5 -

cos que responden por la comunicacion entre .
diferentes tipos de células, las cuales identifi- ~ Muleres 8 35 48 -
can las hormonas a través de receptores que ~ Menstuando

son estructuras proteicas especializadas en
reconocimiento molecular (Slabaugh y Seager
2007). Después de la aproximacion e interac-  Mujeres 600 959 6000
cién (hormona-receptor) ocurre una serie de  embarazadas

reacciones bioquimicas, llevando a respues-
tas biolégicas especificas (Witorsch y Thomas

Mujeres en la 4 03 1
menopausia '

Mujeres que usan
anticonceptivos

2010, Eick y col. 2012).

Los estrégenos se utilizan hoy en dia en la fa-
bricacién de pildoras anticonceptivas y esto lle-
va a una preocupacion acerca de la llegada de
estos compuestos a ambientes acuaticos, asi
como sus posibles impactos. A pesar de que
las hormonas naturales poseen una vida media
de aproximadamente dos a diez dias, que es re-
lativamente corta, los estrogenos naturales son
continuamente lanzados en el ambiente y esto
les concede un caracter de persistencia (Ying
y col. 2009). Los estrogenos artificiales persis-
ten en el medio ambiente, pues se acumulan

El lanzamiento de aguas residuales sanitarias
en cuerpos receptores sin tratamiento, o par-
cialmente tratados, sigue siendo la principal
causa de la contaminacion de recursos hidricos
(Ternes y col. 1999, Tollefsen y col. 2007, Saeed
y col. 2017). Toneladas de sustancias sintéticas
y naturales se descargan anualmente en el me-
dio ambiente, de las cuales un niUmero consi-
derable son disruptores enddcrinos (Ying y col.
2009, Zorita 'y col. 2009). Ademas de estar aso-
ciados a los efectos en el sistema enddcrino,
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algunos son también persistentes, lipofilicos, presenta un resumen sobre las concentracio-
bioacumulativos y tienen baja presion de va- nes de E1, E2, EE2 y E3 encontrados en las
por, lo que facilita la dispersién y difusion en alcantarillas sanitarias de PTARs de diferentes

el ambiente (Johnson y Chen 2017). La tabla 2 paises.

Tabla 2. Concentraciones en ng/l de estrogenos detectados en alcantarillas domésticas

Estrégeno Pais Alcantarillado sanitario Referencias
no tratado tratado
Alemania 27 9
Brasil 40 nd. Ternes y col. 1999
Noruega 25 3 Tollefsen y col. 2007
Brasil n.d. <500 Souza 2008
Francia n.d. 6-119 Muller y col.2008
Brasil 33737 955 Moura 2009
E1 Suecia 145 3 Zorita'y col.2009
Australia n.d. 9,12-32,22 Ying y col.2009
Japon 21-68 0,6-80 Hashimoto y Murakami 2009
Estados Unidos n.d. 3-6 Nelson y col.2011
Espafa <130 <0,6 Cases y c0l.2011
Corea del Sur 13-52 1-79 Simy col. 2011
Canada 35-104 11,2-370 Atkinson y col.2012
China 42,2-110,7 3,8-30,4 Ye y col.2012
Alemalnla 15 n.d. Ternes y col.1999
Brasil 21 n.d.
Canada n.d. 6
Noruega 12 <3 Thomas y col.2007
Brasil n.d. <3 Souza 2008
Francia n.d. 13-28 Muller y col.2008
E2 Brasil 690 102 Moura 2009
Suecia 3,2 <16 Zorita'y col.2009
Australia n.d. 1,37-6,35 Ying y col.2009
Japon 5,8-12 <bh Hashimoto y Murakami 2009
Estados Unidos n.d. <2 Nelson y col.2011
Corea del Sur 17 n.d. Simy col 2011
Canada 24,7-66,9 26,7 Atkinson y col.2012
China 7,4-32,7 19 Ye y col.2012
Aéi::g: :3 ; Ternes y col.1999
Noruega <3 <3 Thomas y col.2007
Brasil n.d. <3 Souza 2008
Francia n.d. 20 Muller y col.2008
EE2 Brasil 180 100 Moura 2009
Suecia <10 <10 Zorita'y c0l.2009
Australia n.d. 0,11-1,20 Ying y col.2009
Espafa <11 <11 Cases y col. 2011
Estados Unidos n.d. <2 Nelson y col.2011
Canada 0,5-5,7 1-98 Atkinson y col.2012
China 8,6-40,9 n.d. Yey col.2012
Noruega 128 <3 Thomas y col.2007
E3 Francia n.d. 19-111 Muller y col.2008
Corea del Sur 46-1130 160-273 Simy col 2011
China 126,9-845,6 7,7-11 Ye y col.2012

n.d. —no detectado; E1 = estrona; E2 = 173 estradiol; EE2 = 17 etinilestradiol; E3 = estriol
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En este articulo, se propone analizar un estudio
cuantitativo de E1, E2, EE2 y E3 en el efluente
de PTARs Penha e llha do Governador. Se pre-
tende, asi, evaluar el desempeno y deteccion
de estrégenos, discutiendo un mejor control
del proceso y los potenciales impactos causa-
dos al ambiente ya la salud publica.

Materiales y métodos

Caracterizacion de las PTARs

Las PTARs Penha e llha do Governador son
sometidas a los siguientes parametros opera-
tivos: determinacién del contenido en sdlidos,
la demanda bioquimica de oxigeno (DBO5), la
demanda quimica de oxigeno (DQO) y el pH.
Los residuos soélidos comprenden los sélidos
disueltos y en suspensiéon. Todos estos soli-
dos pueden dividirse en volatiles y fijos, siendo
los volatiles, por lo general, productos organi-
cos y los fijos materia inorganica o mineral.

La PTAR-Penha opera con biofiltros y lodos
activados, tratando un caudal alrededor de
1.600 I/s. La PTAR-llha do Governador opera
con lodos activados, tratando un caudal alre-
dedor de 525 I/s.

Muestreo

El muestreo se realizé al final de la linea de
tratamiento de las PTARs Penha e Ilha do Go-
vernador. Se recogieron un volumen de 11 de
muestra para los analisis cromatograficos en
frasco de vidrio ambar, utilizando 5 ml de me-
tanol para su conservacién. Los frascos eran
debidamente lavados y acondicionados en tel-
gopor con hielo. Se adoptd un tiempo maximo
de conservacion de las muestras de 48 horas,
mantenidas en refrigeracion hasta la realiza-
cion de los analisis.

Durante las 12 horas programadas para la ob-
tencion de muestras, entre las 8h y las 20h, se
obtuvieron dos muestras de PTAR cada sema-
na, alo largo de los meses de julio y agosto de
2016, por el hecho de que en esos meses es
baja la pluviosidad y, consecuentemente, po-
sibilita la deteccién de los analitos a investigar
con mayor exactitud. Las muestras recogidas
se colocaron ron en recipientes volumétricos
de 0,5 | y el pH fue ajustado a3,0 con unas-
gotas de acido clorhidrico calidad p.a. Poste-
riormente se realizé la filtracion de la muestra
en membranas de fibra de vidrio de 0,45 pm
(Whatman GF/B), para posterior extraccién en
fase solida (SPE). Los resultados expresan el
contenido de cada estrégeno identificado.

Anadlisis de laboratorio

Después de la recoleccion, las muestras fue-
ron transportadas al laboratorio en maletas
térmicas refrigeradas, y luego fueron filtradas
por medio de una malla de 230 ym para rete-
ner particulas mayores y con filtros de fibra de
vidrio Macherey-Nagel, MN GF-3, porosidad
de 0,60 pm.

Para el andlisis de los compuestos E1, E2, E3
y EE2 se utilizd6 un cromatégrafo liquido Agi-
lent Technologies 1200 Series, compuesto por
un sistema cuaternario de bombas LC-10AT,
modulo controlador SCL-10A, desgasifica-
dor DGV-14A, horno de columna CTO-10AS,
auto-inyector SIL-10AF y detector de arreglo
de diodos (DAD) SPD-M10A. El sistema fue
controlado por el programa Chemstation (Agi-
lent Technologies, Santa Clara, CA, EEUU). La
separacion se realizé en una columna Shim-
Pack RP-18e (150 x 4,6 mm, d.i. 5 ym), la cual
fue protegida por una pre-columna Shim-Pack
G-ODS (10 x 4,0 mm, d.i. 5 pm), ambas de Shi-
madzu (Kyoto, Japdn). La metodologia (Wang
y col. 2008), fue optimizada y adaptada para
posterior analisis por cromatografia liquida de
alta eficiencia, acoplada a detector de arreglo
de diodos (HPLC-DAD). La columna se mantu-
vo en 40 °C, el tiempo de la corrida fue de 62
minutos, y la inyeccion se realizé en el croma-
tografo en un volumen de 20 pll.

Validacion del método analitico

La validacion del método analitico se obtuvo
mediante la evaluacién de los parametros de
selectividad, linealidad, exactitud, limites de
deteccién y cuantificacion, y repetibilidad.

La selectividad del método cromatografico
fue evaluada por la observacion de ausencia
de picos en la region del tiempo de retencién
del analito de interés. Para ello, se inyecté las
muestras de blanco sin fortificacion y blanco
fortificado obtenido con agua ultra pura.

La linealidad fue evaluada por la respuesta
obtenida en funcién de la concentracion del
analito, la cual fue estudiada en las concentra-
ciones de 0,5, 1,0, 2,0, 3,0 y 4,0 pg/l, inyecta-
das en triplicada. Después de las inyecciones
se calcularon el promedio de las 47 areas, la
estimacién de la desviacion estandar relativa
(DER), o coeficiente de variaciéon (CV), la es-
timacién de la desviacién estandar y la ecua-
cién de la regresion lineal de la curva analitica
para cada analito.

El proceso utilizado para evaluar la exactitud
fue realizado por medio de ensayos de recu-
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peracion. Las muestras de agua ultra pura fue-
ron fortificadas y extraidas segun el método,
en las concentraciones de 1,0, 2,0y 3,0 pg/l y
cuantificadas por HPLC-DAD.

Los limites de deteccién (LD) fueron determi-
nados por la inyeccién de la menor concen-
tracidén del patrén mix de las hormonas. Los
limites de cuantificacién (LQ) para cada una
de las hormonas se determinaron utilizando el
primer nivel de concentracion de la curva ana-
litica, utilizando una solucién mixta del patron
que contenia E3, EE2 y E2 en la concentracién
de 0,5 ug/l.

Para la evaluacion de la repetibilidad del mé-
todo cromatografico, una misma muestra de
un patron a 1,0 pg/l fue inyectada tres veces,
en las mismas condiciones de operacién y en
el mismo dia.

Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron uti-
lizando el paquete estadistico Origin 7.5
(OriginLabCorporation).

Resultados

Para verificacion de la deteccién de los ana-
litos investigados, la figura 2 presenta el cro-
matograma de separacion obtenido para los
patrones de hormonas inyectadas en concen-
traciones de 10 pg/ml para E1y 100 ng/ml para
E2, EE2 y E3 en el sistema cromatografico.

E1

time (min)

E1 = estrona; E2 = 17 estradiol; EE2 = 17 etinilestradiol; E3 = estriol

Figura 2. Cromatograma obtenido de
patrones de los estrogenos E1, E2, EE2 y E3

Los resultados obtenidos de los componen-
tes, a partir de anadlisis de las muestras de
agua de los efluentes recogidos al final de la
linea de tratamiento de las PTARs Penha e llha
do Governador, se presentan en las tabla 3 y
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tabla 4 utilizando la metodologia HPLC-DAD.
No hubo deteccién de E3 y esto puede estar
asociado a la menor interaccion de este ana-
lito con la fase estacionaria del SPE, caracte-
rizada por interactuar por fuerza de van der
Walls, lo que favorece la retencién de analitos
menos polares, siendo el E3 el mas polar de
los 4 estrogenos analizados.

Las concentraciones de los analitos evaluados
tuvieron como promedio para las aguas de la
PTAR Penha: E1 - 2,76 pg/l, E2 - 3,77 pg/l y
EE2 - 4,08 pg/I. Para las aguas de la PTAR llha
do Governador: E1 - 2,24 pg/l, E2 - 4,34 pg/l y
EE2 - 3,65 pg/l. Las concentraciones variaron
de: 0,7 a 5,2 ug/lyde 0,5a 5,6 paraE1; 0,9 a
7,7y 1,2a9.2 yug/l paraE2;2,1a69y1,7a
4,8 pg/l para EE2 en las aguas de las PTARs
Penha e Ilha do Governador, respectivamente.

Discusion

La remocion de contaminantes durante el tra-
tamiento de aguas residuales busca mejorar la
depuracién del efluente de acuerdo al patrén
de calidad vigente. El nivel de eliminacién de
los contaminantes esta vinculado al nivel de
tratamiento, asi como la eficiencia del proceso.
Las transformaciones y la degradacion biol6-
gica pueden ocurrir aerébicamente, por oxi-
daciéon bioloégica en lodos activados vy filtros
biolégicos, o anaerobiamente en sistemas de
alcantarillado o digestores de lodo anaerébico
(Carballa y col. 2004). Los sistemas compues-
tos por laguna de aireacion, sedimentacion
y lodo estan entre los mas utilizados durante
el tratamiento de efluentes en las PTARs bra-
silefas (Bento y col. 2005). Entretanto, la no
existencia de un programa de monitoreo espe-
cifico en las PTARs, imposibilita el calculo de
las cantidades de estrogenos que ingresan al
efluente y las que son removidas, fundamen-
tal para determinar el comportamiento de esas
sustancias durante el paso por las varias eta-
pas de tratamiento.

Los estudios de eliminacién de farmacos en
PTARs brasilefias son raros y espaciados.
Stumpf y col. (1999) y Ternes y col. (1999) fue-
ron los primeros en reportar la presencia de
hormonas, antiinflamatorios y anti-lipémicos
en aguas de alcantarillas, efluentes y Reis Filho
y col. (2006) en aguas de rios en el Estado de
Rio de Janeiro.

En la literatura internacional, Korner y col.
(2000) investigaron la remocién de la actividad
estrogénica del efluente doméstico en una
PTAR en Alemania. Se comprobd que 90% de
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Tabla 3. Andlisis de concentraciones de estrogenos (ug/l) en aguas del efluente final, PTAR Penha

PTAR Penha

= Analisis

2

o

g N total X DP SE Lower 95% Cl  Upper 95% CI  Suma Valor Q1 Mediana Q3 Valor

S of Mean of Mean minimo maximo

E1 7 2,75714  1,78219 0,6736 1,1089 4,40539 19,3 0,7 1,1 3,4 39 5,2

E2 7 3,77143  2,27062 0,85821 1,67146 58714 26,4 0,9 2,25 3,7 4,8 7,7
EE2 7 4,08571 1,97352 0,74592 2,26052 5,91091 28,6 2,1 2,7 3,2 55 6,9

E1 = estrona; E2 = 17 estradiol; EE2 = 17 etinilestradiol; E3 = estriol; X - media aritmética; DP - desviacion estandar; Se - Error estandar; Lower 95% Cl of Mean- limite inferior del
intervalo de confianza para la media; Upper 95% Cl of Mean- limite superior del intervalo de confianza para la media; Q1 — primero quartil; Q3 — tercero quartil

Tabla 4. Andlisis de concentraciones de estrogenos (ug/l) en aguas del efluente final, PTAR Ilha do Governador

PTAR llha do Governador

% Analisis

§ N total X DP SE Lower 95% Cl  Upper 95% Cl Suma Valor Q1 Mediana Q3 Valor

S of Mean of Mean minimo méaximo

E1 7 2,24286  1,86356  0,70436 0,51936 3,96636 15,7 05 105 13 3,1 5,6

E2 7 4,34286 2,6324 0,99495 1,9083 6,77741 30,4 1,2 3,1 33 525 9,2
EE2 7 3,65714 1,19702 0,45243 2,55009 4,7642 25,6 1,7 2,9 4,1 4,6 4,8

E1 = estrona; E2 = 17 estradiol; EE2 = 17 etinilestradiol; E3 = estriol; X - media aritmética; DP - desviacion estandar; Se - Error estandar; Lower 95% Cl of Mean- limite inferior del
intervalo de confianza para la media; Upper 95% Cl of Mean- limite superior del intervalo de confianza para la media; Q1 — primero quartil; Q3 — tercero quartil

la actividad estrogénica fue removida y sélo
2,8% fue encontrada en el lodo bioldgico,
concluyendo que la mayor parte de las sus-
tancias responsables de la estrogenicidad del
desagiie doméstico fue de hecho biodegrada-
da y no adsorbida en las particulas soélidas o
en el lodo bioldgico.

Ternes y col. (1999) realizaron el monitoreo de
estroégenos naturales y del anticonceptivo sin-
tético, EE2, en las PTARs Penha, Rio de Janei-
ro, Brasil. En el alcantarillado doméstico, los
estrogenos E2 y E1 se detectaron en concen-
traciones de 0,021 y 0,04 pg/Il, respectivamen-
te. Las tasas de eliminacion de E1 observadas
fueron 67% en el filtro biolégico y 83% en el
proceso de lodos activados. Para E2 estas ta-
sas fueron de 92 y 99,9%, respectivamente.
Para el estrogeno anticonceptivo EE2 las tasas
de remocion fueron de 64 y 78% para el filtro
biolégico y en el sistema de lodos activados.
De acuerdo con Sole (2003) el estrégeno E2
es uno de los mayores responsables de la ac-
tividad estrogénica en los efluentes. EE2 se

elimina principalmente en forma de conjuga-
dos (Ying y col. 2002); ademas, también es un
ejemplo claro de un compuesto hormonalmen-
te activo (y muy potente) que, seguramente,
puede tener algun impacto en el sistema en-
décrino de organismos receptivos no blanco,
como los peces (Sumpter y Johnson 2006).
La presencia de estrégenos en el medio am-
biente puede ser responsable de alteracio-
nes fisioldgicas e histolégicas en animales,
asi como causar diversos impactos en la vida
acuatica (Johnson y Chen 2017). Entre los
efectos causados se pueden citar feminizacién
de peces machos; induccion al hermafroditis-
mo; alteracién en el funcionamiento de glan-
dulas enddcrinas de los animales; disminu-
cién de la fertilidad de mariscos, peces, aves
y mamiferos; disminucion de la supervivencia
de la prole, asi como la alteracion del sistema
inmunolégico y comportamentales de aves y
mamiferos; disminucidon del éxito de eclosién
de huevos de peces, aves y reptiles (Brion y
col. 2004).
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Al analizar los valores obtenidos en ese estudio
se observa que fueron mayores que los repor-
tados en la literatura. Los estudios de Routled-
gey col. (1998) indican que truchas arco iris del
sexo masculino pasaron a producir vitelogeni-
na (VTG) observandose respuestas entre 1 y
10 ng/l de E2 y entre 25y 50 ng/l para E1 en el
agua. Este descubrimiento ocurrié cuando los
pescadores encontraron peces hermafroditas
cercanos a PTAR, y luego fue confirmada por
la utilizacion de truchas enjauladas, que so-
metidas a un ambiente con estradiol pasaron
a sintetizar VTG, segun datos reportados por
Purdomy col. (1994).

Investigaciones realizadas por Thorpe (2003)
demostraron que pequefias concentraciones
de estrégenos fueron suficientes para causar
danos reproductivos en peces como la femini-
zacion del tubo reproductivo, hecho verificado
en peces cebra juveniles expuestos a 100 ng/I
de E2 por un periodo de 21 dias. En la revi-
sion sobre feminizacidn de peces realizada por
Christiansen y col. (2002) se ha notificado que
los estrégenos pueden inducir hemafroditismo
en concentraciones de aproximadamente 0,1
ng/l de EE2 y 10 ng/l de E2, y una concentra-
cion de 5 ng/l de E2 puede inducir otros efec-
tos adversos para salud de los peces.

Las PTARs como vienen siendo construidas
en los Ultimos anos no son apropiadas para
la remocion de estrégenos, sino solamente
materia organica y patdégenos (Aquino y col.
2013). Esto sucede porque la problematica de
la presencia de estos contaminantes es rela-
tivamente reciente y, por lo tanto, aun no se
han desarrollado métodos que sean eficientes
para la remocién de estos compuestos duran-
te el proceso de tratamiento de aguas residua-
les. Sin embargo, actualmente han crecido los
trabajos de investigacion, y consecuentemen-
te el conocimiento, acerca del destino y com-
portamiento de estrégenos en PTAR.

Conclusion

Los datos obtenidos de esta investigacion en la
cual se analizaron efluentes de PTARs demues-
tran que hubo eficiencia en los procesos de de-
puracion, a pesar de no haberse eliminado to-
talmente los estrégenos. El hecho preocupante,
en Brasil, es que los sistemas de recoleccién
y tratamiento de aguas residuales se han im-
plementado sélo parcialmente y por lo tanto,
la probabilidad de que aparezcan compuestos
emergentes de interés en las aguas es significa-
tiva. Junto a esto, tenemos un sistema de mo-
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nitoreo precario en mas del 50% de los munici-
pios brasilefios y el resto es inexistente, lo que
impide una evaluacidén mas precisa de la cali-
dad de las aguas de los rios, del abastecimiento
de aguas y de las posibilidades de ingestion de
estos contaminantes por parte de la poblacion.
De esta forma, este trabajo contribuye a ente-
rarse de un tema aun poco estudiado, donde
se han generado datos que permitieron cono-
cer el tratamiento y la presencia de estrogenos
en dos importantes PTAR, y alertar sobre el
problema aqui expuesto. Por la importancia de
las sustancias con potencial de generar dis-
rupcién enddcrina es necesario continuar con
estudios sobre metodologias de deteccion de
estrégenos.
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Resumen. Smallanthus sonchifolius (Yacén) es una planta usada cominmente por largos periodos de tiempo con el fin de ayudar
en el control de la diabetes y otros desordenes metabdlicos, por lo que con el propésito de evaluar la toxicidad subcrénica de
la variedad colombiana de esta planta, fueron tratadas 30 ratas hembra de 8 semanas de edad dividas en 6 grupos. A cada uno
de ellos se administré durante 28 dias una de las siguientes dosis de infusién acuosa liofilizada (500, 250 y 125 mg/kg de peso),
evaluando paralelamente grupos control (positivo y negativo) e incluyendo entre ellos grupos con y sin dieta hipercaldrica.

Para el seguimiento del perfil metabdlico de los animales, se tomaron muestras de sangre periddicamente durante el ensayo y
se evaluaron los niveles séricos de: glucemia, triglicéridos, colesterol total y HDL. Ademas, también se realizé el control del peso,
asi como estudios comportamentales que incluyeron el Test de Irwin y el Test Hipocratico. Al final de estudio (28 dias), se realizé
el andlisis anatomopatoldgico e histolégico comparativo con el fin de detectar posibles dafos tisulares. Como resultado pudo
observase que el liofilizado, si bien puede tener un efecto antihiperglucemiante, no modificé significativamente el perfil lipidico.
Ademas, a pesar de que la administracion se hizo durante 28 dias, no se observaron cambios comportamentales que evidencien
toxicidad, pero si pudieron observarse cambios histolégicos en el tejido cardiaco como hialinizacién, separacion y redondeo de
fibras.

Palabras clave: Smallanthus sonchifolius; Toxicidad subcroénica; Diabetes; Sindrome metabdlico.

Abstract. Smallanthus sonchifolius (Yacon) is a plant commonly used over long periods of time to help control diabetes and other
metabolic disorders. To assess the sub-chronic toxicity of the Colombia variety of this plant, it was tested on 30 eight-week-old
female rats, divided into six groups. For 28 days each group was administered with the following doses: three groups with lyophi-
lized aqueous infusion (500 mg, 250 mg and 125 mg per kg of weight), two control groups (positive and negative) being assessed
in parallel; this groups receiving hyper-caloric diet, and the last group was the general control or normal control.

To monitor the animals’ metabolic profile, blood samples were taken from time to time during the test period, and the serum levels
of glycemia, triglycerides, total cholesterol and HDL were measured. Weight tracking was also carried out, as well as behavioral
studies, including the Irwin Test and the Hippocratic Test. At the end of the study (28 days), comparative anatomo-pathological
and histological analyses were performed to detect possible tissue damage. The results showed that, although the lyophilized
infusion could have an antihyperglycemic effect, it did not significantly change the lipid profile. Moreover, though the infusion
was administered during 28 days, it was found that it did not lead to any behavioral changes indicating toxicity, but did produce
in heart tissue histological changes such as hyalinization, separation and rounding of fibers.

Keywords: Smallanthus sonchifolius; Subchronic toxicity; Diabetes; Metabolic syndrome.

Introduccién

Es conocido que la industria farmacéutica
ha desarrollado una amplia gama de medi-
camentos para el tratamiento de la diabetes
mellitus (tipo | y II), entre los que la gran ma-
yoria poseen principios activos de origen sin-
tético. Sin embargo, en los ultimos afos no
s6lo en Colombia sino también a nivel mun-
dial, los productos de origen natural, suple-

mentos dietarios y productos fitoterapéuticos
han cobrado gran importancia como alterna-
tivas de tratamiento o bien tratamientos com-
plementarios (Genta y col. 2010). Este es el
caso del yacén (S. sonchifolius), planta de la
familia Asteraceae ampliamente consumida
en la regidén andina de Sudamérica (Habib vy
col. 2011; Ornelas y col. 2013), para el tra-
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tamiento de la constipacion intestinal, inhi-
bicidon de diarreas, como antimicrobiano de
bacterias gram-positivas y gram negativas,
osteoporosis, aterosclerosis, diabetes melli-
tus y como reductor del riesgo de cancer de
colon (Naranjo y Torres 2015).

Smallanthus sonchifolius (conocido popu-
larmente como Yacén) es una de las plantas
comunmente usadas para ayudar al control
de la diabetes (especialmente tipo Il) y otros
desoérdenes metabodlicos como dislipidemia.
Se la usa en forma de preparacién por infu-
sion de hojas y/o rizomas, a la que se atribuye
multiples propiedades terapéuticas (Naranjo
y Torres 2015).

De acuerdo con la caracterizacion fitoquimica
del extracto de hojas y rizomas, posee altos
niveles de inulina y fructooligosacaridos (40-
70%) (Naranjo y Torres 2015), que son poli-
sacaridos solubles en agua pertenecientes
al grupo de los hidratos de carbono no dige-
ribles llamados fructanos. Es por ello que el
extracto es altamente efectivo como prebidti-
co (Shoaib y col. 2016), pues estos compues-
tos modulan la composicién y la actividad
metabdlica de la microbiota intestinal, favore-
ciendo el crecimiento de bacterias benéficas
en lugar de otras especies consideradas pa-
togenas. Ademas, se ha reportado que la fer-
mentacion bacteriana de la inulina en el intes-
tino grueso se relaciona con el aumento de
la absorcién intestinal y la biodisponibilidad
de electrolitos como calcio y magnesio, tanto
en animales (rata y cerdo) como en humanos.
Esto ocurre porque la fermentacion favorece
la produccion de acidos grasos de cadena
corta que reducen el pH luminal y mejoran la
solubilidad de algunos minerales (Rodrigues
y col. 2009). Ademas, la inulina es utilizada
como sustituto de grasa, azucar y modifica-
dor de textura de alimentos funcionales, que
mejoran la salud por sus efectos gastricos
benéficos (Shoaib y col. 2016).

A pesar de estudios en diversas partes del
continente sudamericano, en los que se eva-
lba la toxicidad aguda del extracto acuoso,
usando 2, 5y 10 veces la dosis antihiperglu-
cemiante sin causar toxicidad evidente (Gen-
ta y col. 2010), en un trabajo previo a este
(Naranjo y Torres 2015) se estudi6 la toxicidad
aguda utilizando como modelo animal ratas
hembra, mediante la administraciéon del liofili-
zado de la infusién acuosa de S. sonchifolius
de la variedad colombiana. Aunque se deter-
mino que el liofilizado tiene una DL50 mayor a

2000 mg/kg de peso corporal, es indispensa-
ble la evaluacion de su toxicidad subcroénica,
considerando el uso continuo que se reco-
mienda hacer de él, para alcanzar los efec-
tos antes mencionados. Mas aun cuando se
ha reportado un posible dafio renal asociado
con el aumento de los niveles de glucemia o
bien, atribuido a la accion propia de la planta
después de administracién oral prolongada
de sus extractos (De Oliveira y col. 2011).
Dada la alta incidencia a nivel mundial de la
diabetes mellitus en la actualidad, afectando
a cerca de 171 millones de personas y con
una proyeccién de 366 millones para el ano
2030 (OPS/OMS Chile 2017) sumado a que
el sobrepeso y la obesidad son factores de
riesgo de gran importancia para su desarrollo
y el de otras enfermedades cronicas como la
enfermedad coronaria, el control y la dismi-
nucién de la masa corporal contribuye a ra-
lentizar (e incluso detener) la progresion de
la diabetes. Teniendo en cuenta que esto es
una herramienta eficaz para tratar y prevenir
la diabetes se complementa con las interven-
ciones dietarias (Genta y col. 2009).

Por otra parte, los productos antidiabéticos
de origen natural cada dia son mas utilizados
en la medicina moderna, incluso son reco-
mendados por entidades tan importantes co-
mo la Organizacién Mundial de la Salud (OMS
2013). Es por ello que, el uso de productos
derivados de algunos érganos de Smallan-
tus sonchifolius ha tomado fuerza gracias a
sus propiedades antidiabéticas (Ornelas vy
col. 2013). Ademas, el yacon se encuentra en
el mercado europeo como alimento funcio-
nal prospectivo y como suplemento dietario,
principalmente dirigido a personas mayores,
personas diabéticas y mujeres posmenopau-
sicas (Sousa y col. 2015).

El rizoma es comunmente consumido como
fruto y las hojas son utilizadas para la prepa-
racion de infusiones y extractos acuosos. De
esta manera, existen productos como tés y
jarabes para los cuales se recomienda una in-
gesta diaria de 0,14 g/kg de peso corporal sin
efectos gastrointestinales indeseables, para
producir una disminucién significativa del in-
dice de masa corporal y de la circunferencia
de cintura (Genta y col. 2009).

En cuanto a la caracterizacion fitoquimica, se
describe que el yacén almacena carbohidra-
tos en formade 3-(2—1)-fructooligosacaridos,
los cuales se encuentran en numerosos tipos
de plantas, pero no en concentraciones tan
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altas como en las raices y hojas del yacon.
Estos fructooligosacaridos han demostrado
ser efectivos para controlar la constipacién
y disminuir los niveles de lipidos y glucosa
en sangre (Genta y col. 2009; Shoaib y col.
2016).

La composicién organica de S. sonchifolius
también incluye la presencia de lactonas ses-
quiterpénicas, de las cuales la mas abundan-
te y estudiada es la enhydrina, responsable
no sélo de parte de la actividad hipoglice-
miante sino también de potenciales dafos
renales (De Oliveira y col. 2011; Serra y col.
2012). Este compuesto se encuentra abun-
dantemente en los tricomas de las hojas y se
ha demostrado que es eficaz para reducir la
glucosa post-prandial, siendo Util como alter-
nativa en el tratamiento de la diabetes en ani-
males, utilizando dosis minima de 0,8 mg/kg
de peso corporal (Genta y col. 2010).
Adicionalmente, el yacon contiene compues-
tos fenodlicos como son acido clorogénico,
acido cafeico, acido cumarico y acido proto-
catéquico, responsables de una actividad an-
tioxidante comparable incluso con la del aci-
do ascorbico. Dado que el estrés oxidativo es
reconocido ampliamente como caracteristica
principal de algunas enfermedades croénicas,
enfermedades neurodegenerativas y diabe-
tes (Dionisio y col. 2015; Sousa y col. 2015),
el uso de esta planta para el tratamiento de
estas patologias resultaria util.

De esta planta también se han evaluado ex-
tractos obtenidos con otros disolventes como
metanol, butanol y cloroformo, demostrando
actividad hipoglucemiante en dosis de 50, 10
y 20 mg/kg de peso corporal, respectivamen-
te. Con esto, un estudio en animales diabé-
ticos demostré que la administraciéon diaria
de cada extracto durante 8 semanas, produjo
un control eficaz de la glicemia gracias al au-
mento del nivel de insulina en plasma (Genta
y col. 2010), esto a la luz de que, en otro ex-
perimento similar, ratas tratadas con la harina
de la raiz de yacén mostraron un aumento de
células pancreaticas generadoras de insulina.
(Habib y col. 2011).

Un estudio toxicoldgico reportd que el higa-
do y los rifnones son los principales 6rganos
comprometidos en posibles dafios tisulares,
puesto que suelen estar involucrados en la
eliminacién de los compuestos fitoquimicos
de la planta (De Oliveira y col. 2011). Ade-
mas, no soélo se ha reportado dano renal con
la administracién cronica del extracto de la
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planta, sino también un aumento en el nivel
de albumina relacionado con el proceso de
deshidrataciéon (debido a la actividad osmo-
tica que posee), que puede estar relacionado
con la funcion renal (De Oliveira y col. 2011).
En contraposicién, otros estudios no eviden-
ciaron toxicidad ni disminucién de niveles de
glucemia (pero si reduccién de triacilglicéri-
dos en suero), lo que contribuye reduciendo
la cetogénesis (Genta y col. 2005) e incluso
se sugiere que el consumo de extracto de
yacon podria ser hepatoprotector (Ornelas y
col. 2013).

Siendo asi, en el presente trabajo se plantea-
ron los siguientes objetivos:

Objetivo General:

Evaluar la toxicidad subcrdnica oral a 28 dias
de Smallanthus sonchifolius, como infusiéon
acuosa de partes aéreas de la planta (hojas),
en modelo roedor de rata.

Objetivos Especificos:

1. Determinar los efectos adversos a través
alteraciones comportamental y de peso cor-
poral, durante el periodo de exposicion a la
infusién de Smallanthus sonchifolius.

2. Realizar la determinacion de los niveles cli-
nicos de marcadores sanguineos del metabo-
lismo energético necesarios para establecer
la valoracion de los efectos.

3. Realizar el analisis anatomopatolégico de
la totalidad de los animales, estableciendo
la correlacion de las alteraciones entre los
animales control y los de tratamiento con la
infusion.

4. Establecer la evaluacion histopatologica
de los érganos que asi lo requieran, de acuer-
do con lo determinado mediante el andlisis
anatomopatoldgico.

Materiales y métodos

Material vegetal

El material vegetal utilizado se recolecto en el
municipio de Tenjo, Cundinamarca, ubicado
en la provincia de Sabana centro a 37 Km de
Bogot4, con una altitud de 2685 msnm.

Una vez recolectadas las hojas de la planta, se
secaron en un horno a 45°C por 5 dias. Poste-
riormente se trituré por molienda y se prepa-
ré una infusién utilizando 1,2 gramos de hoja
seca por cada 100 mL de agua potable recién
hervida a ebullicién. Dicho extracto se llevo a
un liofilizador por 48 horas. Finalmente, con el
liofilizado obtenido, se prepard una solucién al
20% en agua destilada para ser administrada
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en los animales de acuerdo con su peso.

Animales de experimentacion, dieta y
condiciones de mantenimiento

El modelo animal utilizado fue la rata Wistar,
tomando un grupo total de 30 ratas hembra
de 8 semanas de edad, obtenidas del biote-
rio del Instituto Nacional de Salud de Bogo-
ta, Colombia. Los animales fueron obtenidos
sanos y de forma aleatoria entre la poblacién
general, teniendo como criterio una variaciéon
de peso no superior al 20% entre ellos, al-
canzando una varianza de peso homogénea
entre los animales. Luego de esto, la distribu-
cion de los animales se hizo en 6 grupos de
5 animales cada uno, permitiendo un periodo
de adaptacioén al bioterio del Departamento
de Farmacia durante 2 semanas sin realizar
con ellos procedimiento alguno, para lograr
su aclimatacion a las nuevas condiciones
de humedad, luz y temperatura (condiciones
ambientales promedio del bioterio: 65+10%
HR, 18+7 °C, y 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad). Ademas, se les permitié el consu-
mo de agua y alimento (LabDiet®) ad libitum.
Después de dicho periodo de aclimatacién, 5
de los 6 grupos de animales se alimentaron
durante 2 semanas con dieta hipercaldrica
(alimento con un porcentaje mayor en grasa
(20%) y agua edulcorada con 5% de pane-
la comercial). El grupo restante fue alimenta-
do con dieta normal y agua pura, el cual fue
denominado como grupo control general, por
ser expuesto exclusivamente a la administra-
cién del vehiculo usado en la disolucién del
extracto liofilizado (agua purificada).

La administracion del liofilizado de la infusion
de la planta fue realizada diariamente a 3 de
los 5 grupos alimentados con dieta hipercal6-
rica, usando una de las siguientes dosis para
cada uno de estos tres grupos: 125, 250 y
500 mg/kg de peso corporal. El cuarto gru-
po, alimentado con dieta hipercaldrica, fue
sometido diariamente a administracion intra-
peritoneal de solucion inyectable de Insulina
Glargina (Lantus®) en dosis de 2 Ul/kg, siendo
considerado como control positivo. El quinto
y ultimo grupo alimentado con dieta hiperca-
|6rica, también fue administrado Unicamente
con el vehiculo del liofilizado, siendo conside-
rado el control negativo.

Durante el periodo de estudio (28 dias), el
grupo control general recibi6 la dieta que pro-
porciona la cantidad de grasa recomendada
como normal para la crianza de estos anima-
les (aprox. 10%). Los grupos alimentados con
dieta hipercaldrica, recibieron alimento con
aproximadamente 30% mas de contenido
graso, equivalente a la adicién de aceite de
coco y grasa vegetal en proporcion 10:20:70
con el alimento LabDiet®, recibiendo adicio-
nalmente agua edulcorada con agua panela.
El peso de todos los animales usados en la
experiencia fue controlado semanalmente.

Niveles de dosificacion

Teniendo en cuenta resultados previos (Naranjo
y Torres 2015), se definié la administracion de
dosis de 125, 250 y 500 mg/kg de peso corpo-
ral durante un periodo de 28 dias (Tabla 1), a fin
de evaluar la toxicidad subcroénica del liofilizado
de la infusién acuosa de las hojas del yacén.

Tabla 1. Disefio experimental por caja de mantenimiento de los animales

Grupoi Grupo2  Grupo3 Grupo4  Grupo 5 Grupo 6
N° animales 5 ratas 5 ratas 5 ratas 5 ratas 5 ratas
Dosis Vehiculo Vehiculo Insulina2 Ul 125 mg/kg 250 mg/kg 500 mg/kg

Periodo de observacion

El periodo de observacion de los animales
tras su adaptacion al bioterio y pretratamien-
to con dieta hipercaldrica, correspondioé a los
28 dias durante los cuales se realiz6 adminis-
tracion peroral diaria del liofilizado. A través
de todo el periodo de administracién se reali-
zaron periédicamente evaluaciones compor-

tamentales y el monitoreo de la variaciéon de
peso corporal, prestando atencién a manifes-
taciones de posibles efectos adversos consi-
derados signos de toxicidad.

Toma de muestras de sangre
Se realizd la toma de muestras sanguineas
de aproximadamente 200 yL de todos los
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animales, a través de puncién retro-orbital
usando para ello capilares estériles con anti-
coagulante (solucion de EDTA al 3%). Poste-
riormente las muestras fueron depositadas en
tubos Eppendorfy centrifugadas a 2500 rpm,
separando seguidamente el plasma que fue
mantenido bajo congelacion a -4 °C hasta su
correspondiente andlisis.

Analisis de las muestras de plasma

Una vez descongeladas las muestras de plas-
ma, se calentaron en bafio maria hasta alcan-
zar una temperatura de 35-37 °C y se adicio-
naron los volumenes de reactivos de acuerdo
con los insertos de los Kits de la compafia
Wiener Laboratorios, para la determinacién
de Colesterol total (Colestat enzimatico AA)
y HDL (HDL Colesterol FT), glucosa (Glicemia
enzimatica AA), y triglicéridos (TG Color GPO/
PAP AA).

Para el analisis instrumental se utilizé un es-
pectrofotdmetro tipo Optizen POP/UV-Vis del
Laboratorio de Analisis Instrumental - Depar-
tamento de Farmacia, trabajando a las longi-
tudes de onda que se referencian en los in-
sertos anteriormente mencionados.

Test de Irwin e Hipocratico

Se realizaron los procedimientos observacio-
nales sistematicos recomendados por la ICH
(The International Conference on Harmoni-
sation), cuyo objetivo fue observar cambios
comportamentales producto de la adminis-
tracion de la sustancia de prueba. En este ti-
po de test se comparo el comportamiento de
los animales pertenecientes al grupo control,
con el presentado por los animales expues-
tos a la infusién (Tabla 2).

Examen macroscdpico e histopatoldgico

Al finalizar el estudio en el dia 28 de la admi-
nistracién, los animales fueron pesados y sa-
crificados por el método de dislocacion cer-
vical, para posteriormente evaluar posibles
cambios patolégicos macroscopicos. Se rea-
lizé una evaluacion anatomopatolégica com-
parativa entre animales control y aquellos tra-
tados con liofilizado.

La evaluacion histopatolégica fue realizada
para los principales 6rganos (rindén, higado,
corazén, bazo, pulmén, pancreas y cerebro)
de los animales de experimentacion, en el la-
boratorio de Patologia de la Facultad de Me-
dicina Veterinaria de la Universidad Nacional
de Colombia.
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Tabla 2. Parametros de evaluacién comportamental

TEST DE IRWIN E HIPOCRATICO
VARIABLE PARAMETRO A EVALUAR

SNC Aumento Actividad motora
Disminucion Actividad motora
Tremores
Fasciculaciones
Convulsiones
Ataxia
Locomocion inusual
Somnolencia
Analgesia
Anestesia
Pardlisis patas
Actividad prensil
Reaccion de alarma
Perdida reflejo enderezamiento
Perdida reflejo corneal
Perdida reflejo pineal
Saltos
Incoordinacion motora
Retorcijones abdominales
Estereotipias (inhalar, masticar)
Sacudidas cabeza
Rascarse
Ojos Enoftalmo

Nistagmus
Lagrimacion
Miosis
Midriasis
Exoftalmos
Ptosis
Cromodacriorrea
Relajacion membranas nictitantes

Apariencia piel Palidez

Hiperemia

Cianosis

Sialorrea

Ereccion de la cola

Piloereccion

Diarrea

Priapismo

Signo de Robichaud

Disnea

Descarga nasal

Temeroso

Pasivo

Agresivo

Efectos generales

Efectos subjetivos

A todas las ratas se les hizo necropsia com-
pleta y se tomaron muestras de todos los te-
jidos, siendo fijadas en formol tamponado al
10% durante 48 horas.

Para el analisis histologico, los tejidos se in-
cluyeron en parafina y se hicieron cortes de 5
Um que se procesaron por la técnica de rutina
con hematoxilina eosina. Las laminas proce-
sadas se observaron al microscopio de luz y
se clasificaron las lesiones de los érganos se-
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gun su gravedad, de la siguiente manera:
0= Sin presencia de lesién

1= Lesidn leve

2= Lesién moderada

3= Lesion severa

Analisis estadistico

Los datos de las pruebas sanguineas y de pe-
so recibieron analisis estadistico a través del
uso del programa IBM SPSS Statistics, ver-
sién 24,0 para Windows. Las variables estu-
diadas se describieron por grupos obteniendo
la media y la desviacién estandar. La homo-
geneidad de las varianzas se determiné por
la prueba Levenne (p>0,05). Se implemento
la prueba t Student para muestras indepen-
dientes con objeto de determinar diferencias
entre el peso antes de la administracién de la
infusion y la ganancia de peso a través de las
pruebas.

Para analizar las diferencias en los niveles
de glucosa, triglicéridos, colesterol total y
HDL se aplicé analisis de varianza (ANOVA);
al resultar varianzas con diferencia estadisti-
camente significativa, se aplicé la prueba de
Duncan. Todos los andlisis se trabajaron con
un nivel de confianza del 95% (p<0,05).

Resultados y discusion

Test Irwin e Hipocratico

Los resultados de las pruebas comportamen-
tales de los animales bajo las diferentes con-
diciones de tratamiento aplicadas no mostra-
ron alteracion significativa frente al compor-
tamiento de los animales del grupo control
general. En la ejecucién de estas pruebas y
en las observaciones realizadas a lo largo del
estudio, no se observaron cambios que evi-
denciaran alteracién del SNC, o de algun otro
parametro fisioldgico de los animales de ex-
perimentacion (miosis o midriasis, piloerec-
cion, disforesis, epifora, poliurea, diarrea,
etc.). Por esto se considera que bajo las con-
diciones de exposicion al liofilizado ningun
parametro evidencié toxicidad.

De acuerdo con lo anterior, las observaciones
realizadas sugieren que no hubo una altera-
cion importante del sistema extrapiramidal,
puesto que no se observd la miorrelajacion
que generalmente puede estar asociada con
disminucién del tono muscular. lgualmen-
te, no se observd una alteracion de la sen-
sibilidad general (en término de respuesta
a estimulos evaluados), lo cual sugiere que

tampoco se manifestaron cambios en los nu-
cleos talamicos o ganglios basales. Tampoco
se evidenciaron cambios en los movimientos
oculares, vigilia o suefno, lo que podria suge-
rir que tampoco se efectd el sistema reticular
activador. También se descarté una posible
accion en la funcién vestibular de las ratas
tratadas, puesto que no se observo la alte-
racion de orientacion, equilibrio o control es-
pacial, evaluada en las pruebas de campo
abierto.

Variacion de peso corporal

El control del peso de los animales tratados
se realizé semanalmente como parametro de
evaluacién de la toxicidad ejercida por la in-
fusion, frente a lo observado en los animales
del grupo control. Ademas, considerando el
efecto que la infusién podria ofrecer sobre la
ganancia de peso con administracién de die-
ta hipercaldrica, se determin6é que el trata-
miento produjo un aumento de peso generali-
zado en la poblacién de animales expuesta a
estas condiciones, lo cual se atribuy6 tanto al
desarrollo normal de los animales (como en el
caso de animales control), como a la adminis-
tracion de dieta hipercalérica. Se destaca el
hecho de que no se presentd una diferencia
estadisticamente significativa entre los gru-
pos a los que se administré dieta hipercalo-
rica y adicionalmente el liofilizado, compara-
dos con el grupo de animales a los que no se
administré liofilizado, pero si se expusieron a
la dieta hipercaldrica, indicado que no hubo
efecto del liofilizado en la ganancia de peso.

Es importante resaltar, que si hubo una di-
ferencia significativa en el aumento de peso
entre el grupo control positivo y el control ge-
neral, lo cual indica que las diferencias en-
tre estos dos grupos fue consecuencia de la
administracion de insulina al control positivo,
ya que esta facilita el depésito adecuado de
nutrientes llevando a un mayor aumento de
peso. Esto demuestra, que el liofilizado ad-
ministrado no ofrece un efecto similar a la
insulina sobre la ganancia de peso, ya que
considerando que la administracién de la die-
ta hipercalorica podria llevar a desarrollo de
obesidad y resistencia a la insulina o a diabe-
tes, resalta que la infusion no ayuda al control
de la ganancia de peso bajo las condiciones
de exposicidén utilizadas.

Respecto al seguimiento del peso y al res-
pectivo analisis de varianza llevado a cabo,
se observé un aumento de peso generaliza-
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do pero mayor en aquellos animales tratados
con dieta hipercaldrica frente a los tratados
con dieta normal, lo cual es de esperarse
puesto que el metabolismo en los animales
adultos favorece el desarrollo de nuevos teji-
dos, pero debido a la administracion de die-
ta hipercaldrica podria ser fundamentalmente
tejido graso (Figura 1). Sin embargo, en tér-
minos del aumento de peso se observa una
sutil tendencia entre los animales a los que se
les administro el liofilizado y la insulina intra-
peritoneal, puesto que estos Ultimos aumen-
taron de peso con una tasa de cambio ligera-
mente mayor. La insulina es una hormona que
promueve la sintesis de proteinas y es consi-
derada un factor de crecimiento, lo cual ex-
plica lo anterior. En cuanto a los animales que
fueron tratados con el liofilizado del extracto,
no se observaron cambios de peso abruptos
0 no esperados, lo cual sugiere que posible-
mente el liofilizado de S. sonchifolius no haya
alcanzado el efecto metabdlico significativo
durante el periodo de estudio.

Peso (g)

—&— 500 mg/Kg+DHC
—#&— 125 mg/Kg+DHC
—#—Vehiculo+DN

—— 250 mg/Kg+DHC
——Insulina 2UI+DHC
—&— Vehiculo+DHC

260 V

o
240
E
1

Tiempo (Semanas)

Figura1. Variacién de peso de todos los grupos
de animales a lo largo del periodo de estudio.

En las observaciones macroscoépicas realiza-
das mediante la necropsia, no se encontra-
ron diferencias visiblemente relevantes en los
principales érganos de los animales control
frente a los de los diferentes grupos de trata-
miento, lo cual también sugiere que la admi-
nistracion del liofilizado en las dosis sefala-
das en el presente estudio, no generarian al-
teraciones anatomopatolégicas detectables
o relevantes.

De manera general, en el andlisis histopatolé-
gico se observé que el liofilizado administra-
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do bajo un régimen subcrénico por 28 dias,
podria inducir cambios en el tejido cardiaco
en términos de hialinizacién, separacion y re-
dondeo de fibras (Figura 2), de acuerdo con
los analisis reportados por el laboratorio de
patologia. Estos cambios en el tejido cardia-
CO se observaron con mayor prevalencia en
aquellos animales a los que se les adminis-
tré la dosis mas alta del liofilizado (Tabla 3),
lo cual sugiere que podria estar relacionado
con la exposicién al mismo. Esto puede con-
siderarse una evidencia de desarrollo de to-
xicidad, producto de la exposicién al liofiliza-
do bajo las condiciones de experimentacion
establecidas.

Figura 2. Microfotografias de lesiones cardiacas.
A-B) Corazon sin lesion de un animal del grupo 6.
A) Puede verse la separaciéon normal entre fibras
(flechas). B) Detalle de A, se observa el espacio
normal entre fibras (flechas largas) y los nucleos
de los cardiomiocitos sin lesion (flechas cortas). C
y D) Muestra lesion severa de fibras en un animal
del grupo 1. C) Es evidente la severa hialinizacién
de fibras a manera de parches (demarcado con
6valos). D) Detalle de C donde se evidencia la
hialinizacion de fibras y los cambios de forma
de los nucleos (flechas). Ademas, se evidencia
aumento del espacio entre las fibras y la presencia
de células (asteriscos). E-F) Lesion moderada
miocardica de animal del grupo 9. E) Foco de
degeneracion demarcado en 6valo, flechas
muestran espacio normal entre fibras. F) Detalle
de la anterior donde se muestra la hialinizacion
de fibras y cambios nucleares (flechas).
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Tabla 3. Lesiones histopatolégicas en corazén

Congestion Desorden Hialinizacion Separacion  Redondeamiento  Nicleos

Celularidad  Necrosis

de fibras de fibras de fibras de fibras irregulares entre fibras de fibras

1 500 mg Dlieta Ny 1 5 3 3 3 5 5 1
hipercalorica

2 500 mg Dlleta N 1 0 1 1 1 1 0 0
hipercalorica

3 500 mg Dlleta N 5 1 1 1 1 0 0 0
hipercalorica

4 250 mg Dlleta N 1 0 5 1 1 1 0 0
hipercalorica

5 250 mg Dlleta N 5 1 5 5 5 1 0 0
hipercalorica

6 250 mg Dlleta N 1 1 0 1 1 0 0 0
hipercalorica

7 150 mg Dlleta N 3 1 1 1 1 1 0 0
hipercalorica

8 150 mg Dlleta N 5 1 1 1 0 1 0 0
hipercalorica

9 150 mg Dlleta N 1 1 5 5 5 5 0 1
hipercalorica

10  Insulina Dlleta N 05 05 05 05 0 05 0
hipercalorica

11 Insulina Dlleta N 5 1 5 1 1 1 0 0
hipercalorica

12 Insulina Dlleta N 5 1 1 1 1 1 0 0
hipercalorica

13 Vehiculo  Dieta normal 1 1 1 1 1 1 0 0

14 Vehiculo  Dieta normal 2 1 1 1 1 1 0 0

15 Vehiculo  Dieta normal 2 1 1 1 1 1 0 0

16 Vehiculo Dlieta B 5 1 5 1 5 5 0 0
hipercaldrica

17 Vehiculo Dlleta B 5 0 1 0 0 1 0 0
hipercaldrica

18  Vehiculo  Dieta 5 0 1 0 0 1 0 0

hipercaldrica

Se sugiere que el mecanismo por el que ocu-
rre el dano cardiaco descrito, podria estar re-
lacionado con el dafio tisular que generan las
lactonas sequiterpénicas (enhydrin), presen-
tes en los tricomas de las hojas de S. sonchi-
folius. Estudios recientes de estos compues-
tos han reportado una importante actividad
antiinflamatoria y se describe la insuficiencia
cardiaca como uno de los efectos téxicos de
esta clase de agentes (De Oliveiray col. 2011;
Habermehl y Fliegner 1998). Sin embargo,
hasta el momento no se ha realizado ningun
reporte referente a este tipo de dafo, por lo
cual se sugiere realizar un estudio toxicolégi-

co profundo en el que se evalle la seguridad
de las lactonas sesquiterpénicas obtenidas
de las hojas de S. sonchifolius.

En el andlisis de las muestras de plasma to-
madas semanalmente de acuerdo con el res-
pectivo tratamiento estadistico aplicado, se
observdé que comparando los animales tra-
tados con las mayores dosis del liofilizado y
aquellos con la misma dieta, pero sin adminis-
tracion del mismo, en la mayoria de los indivi-
duos se presentd un efecto hipoglucemiante
producto del extracto liofilizado. Se trata de
un ligero efecto, equivalente a una reduccion
del 6% frente a los animales del grupo con-

- 98 -



trol general, pero reportado en otros estudios
como efecto evidente (De Oliveiray col. 2011;
Naranjo y Torres 2015). Lo anterior sugiere
que posiblemente la variedad colombiana de
Smallantus sonchifolius contiene niveles me-
nores de los compuestos responsables de
dicha actividad (enhydrin, acido clorogénico
e inulina) o bien que las dosis utilizadas no
fuesen lo suficientemente altas, por lo cual
también podria explicar que no se haya pro-
ducido toxicidad renal bajo las condiciones
de exposicién al liofilizado utilizadas en esta
investigacion, como ha sido ya reportado pa-
ra este tipo de metabolitos (De Oliveira y col.
2011; Serra y col. 2012).

Con lo anterior, también es importante con-
siderar que los efectos benéficos del yacén
se deberian a su gran contenido de fructooli-
gosacaridos (inulina), presentes fundamental-
mente en el rizoma (Genta y col. 2009). Resal-
tamos esto, por cuanto en el presente estudio
lo evaluado fue el liofilizado de la infusién de
hojas, las cuales tienen menor porcentaje de
inulina como se describe en los textos con-
sultados, lo cual podria justificar la baja acti-
vidad como hipoglicemiante y modulador del
perfil lipidico, puesto que de acuerdo con los
niveles de colesterol, HDL, triglicéridos en-
contrados en los animales del grupo control
general, y los presentados por los animales
expuestos al liofilizado bajo las diferentes do-
sis, no se observan tampoco diferencias es-
tadisticamente significativas.

Finalmente, de acuerdo con los resultados
presentados y habiendo aplicado el protocolo
de tratamiento de la OECD para la evaluacioén
de la toxicidad subcrénica de corto término,
se recomienda realizar el estudio de toxicidad
subcrdénica mas extenso (90 dias) o toxicidad
crénica, implementando un tiempo mayor de
administracion de dieta hipercaldrica.

Conclusiones

1. No se encontraron cambios comportamen-
tales que evidencien toxicidad del liofilizado de
la infusién acuosa de S. sonchifolius, bajo las
condiciones de experimentaciéon senaladas.
2. La administracion del liofilizado bajo las
condiciones establecidas, no indujo cambios
anatomopatoldgicos de acuerdo con el repor-
te entregado por el laboratorio de patologia.
3. Como principal efecto adverso, la evalua-
cién histopatolégica permitié determinar dafo
del tejido cardiaco en términos de hialiniza-
cién, separacion y redondeo de fibras en ani-

Acta Toxicol. Argent. (2017) 25 (3): 91-100

males tratados con dosis del liofilizado de S.
sonchifolius de 250 y 500 mg/Kg.

4. El liofilizado de la infusién de S. sonchifolius
presento leve efecto reductor de los niveles de
glucemia, equivalente al 6% bajo las condicio-
nes descritas, considerando valor normal pro-
medio de 90 mg/dL en ratas bajo dieta normal
(Habib y col. 2011).

5. El liofilizado no contribuyd significativa-
mente al control del perfil lipidico de los in-
dividuos a los que les fue administrado, en
comparacion con el grupo control de referen-
cia (negativo).
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Esta tesis postula y demuestra que: “existe
correlaciéon entre la concentracion de metales
pesados en el suelo, en el agua y en las lom-
brices de tierra, que permite evaluar la biodis-
ponibilidad de los metales y la contaminacion
de los suelos”. Se acepto el desafio enuncia-
do por Kuperman que marcé la necesidad de
salir del laboratorio, y trasladar los estudios al
habitat natural,en este caso,de las lombrices y
comprobar si existe contaminacién o no, por
metales pesados en el suelo, a través del es-
tudio del cuerpo de las lombrices.

Se demostrd que existe una clara diferencia
entre: la definicion de biodisponibilidad uti-
lizada por bidlogos y ecotoxicologos para
estudios de contaminacion y de riesgo, vy la
definicion que utilizan los quimicos, quiénes
mediante diferentes metodologias de andlisis
quimicos, miden lo que ellos llaman disponi-
bilidad quimica. La dicotomia que existe entre
metales disponibles y biodisponibles, se debe
a la interpretacién que hacen los quimicos res-
pecto de la que utilizan los ecotoxicologos.
Los quimicos, definen y miden la “biodispo-
nibilidad” como la fraccidén extraida por una
variedad de extractantes, por ejemplo EDTA.
Mientras que, los ecotoxicélogos, buscan una
forma de cuantificar la proporcién realmente
asimilada (biodisponibilidad) o, la concentra-
cién que tiene impacto téxico sobre la biota
(riesgo). Biodisponibilidad es el grado de li-
bertad en que se encuentra un elemento o
compuesto de una fuente potencial para ser
capturado por un organismo (ingerido y/o ab-
sorbido). La problematica siempre fue como
medirla, Sauvé propuso un enfoque basado
en el modelo de actividad y supone que la bio-
disponibilidad de los metales esta controlada
por la actividad tamponada de los iones libres
en solucién, y no por la concentracion total del
metal. Logra mediante estudios estadisticos
generar ecuaciones utiles para calcular la “ac-

tividad” de los mismos, valor que es equiva-
lente a la biodisponibilidad.

Con la finalidad de evidenciar estos postula-
dos, y atendiendo a que los calculos de Sauvé
cubren el rango de pH 3,5 a 8,5; y que los sue-
los estudiados estan dentro de ese rango, se
calcularon las actividades de plomo y cadmio,
y se comprobaron los postulados de Sauvé, se
demostro la contaminacion de los suelos y se
utilizaron las lombrices como bioindicadoras.
Se generd un aporte al monitoreo ambiental, y
al estudio de la oligoquetofauna. Ademas es el
primer estudio sobre la contaminacién de sue-
los en un ambiente muy sensible de la provin-
cia de San Luis, por cuanto que ambos diques,
La Florida y Cruz de Piedra; son reservorios de
agua dulce, que se utilizan como provision de
agua potable para el 70% de la poblacion.

En el catalogo de lombrices de tierra (Anne-
lida, Oligochaeta) de la Republica Argentina
(de Mischis, Catalina C.), se informan 9 espe-
cies para la provincia, en el presente trabajo
se capturaron 8 de esas especies, mas otras 3
especies que no estan citadas, siendo un to-
tal de 12 especies las que deberian figurar en
el catalogo. Los Diques Cruz de Piedra y La
Florida, son dos ambientes perturbados antro-
pogénicamente, y las especies de lombrices
exoéticas capturadas han primado sobre las
nativas. La relaciéon encontrada entre nativas y
exoticas fue de 0,12, indice invertido con res-
pecto al total de Argentina (1,72). Esto se in-
terpreta como una pérdida de diversidad, pero
no se puede asegurar porque no hay estudios
de base.

Del estudio de los Diques Cruz de Piedray La
Florida se demostré que la carga total de plo-
mo y cadmio en los suelos de ambos, fueron
estadisticamente semejantes (Pb Total 183,95
- 203,74 ppm; p-valor = 0,296 y Cd Total
22,058 - 20,078 ppm; p-valor = 0,568 respec-
tivamente). Las [Pb (II)] y [Cd (Il)] extraidas con
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EDTA fueron estadisticamente diferentes p-va-
lor < 0,0001 (21,082 - 66,566 ppm; y 1,604 -
6,668 ppm, respectivamente). El Dique Cruz de
Piedra presenta un suelo débilmente alcalino
a alcalino (pH: 7,62 -8,46) y el Dique La Flori-
da tiene valores considerados neutros para los
suelos (pH: 7,16-7,34) y esto explica la dismi-
nucién de los metales extraibles del Cruz de
Piedra. De acuerdo a EPA, el area de estudio
posee un alto nivel de contaminacion por estos
metales (164,72 y 245,87 ppm de Pb; y entre
12,09 y 31,12 ppm de Cd) y seria un problema
potencial para los organismos que viven en ese
ecosistema. El agua de ambos diques presenté
niveles que superan los valores normados por
la Ley de Aguas; a continuacion se presentan
las concentraciones medias y entre paréntesis
sus correspondientes intervalos de concentra-
cién minima y maxima. Para el Dique Cruz de
Piedra [Pb] = 54,95 ppb (27,00 - 75,12 ppb) y
[Cd] =1,12 ppb (0,94 - 1,31 ppb); Dique La Flo-
rida [Pb] = 63,96 ppb (24,25 - 123,12 ppb) y
[Cd] = 0,70 ppb (0,30 — 1,38 ppb). La concen-
tracién media de Pb y Cd de todos los oligo-
quetos capturados en el Cruz de Piedra fue [Pb
(IN] = 44,56 ppm (13,78- 126,34 ppm); [Cd(Il)] =
11,64 ppm (1,92 — 30,38 ppm); y en La Flori-
da fue [Pb(ll)] = 24,07 ppm (4,32- 74,00 ppm);
[Cd(IN] = 3,22 ppm (0,03-34,47 ppm). Existen
diferencias significativas entre los contenidos
de los metales en las lombrices de ambos di-
ques. Cruz de Piedra presenta una contamina-
cién mas elevada que se correlaciona perfec-
tamente con las concentraciones de metales
totales en suelo. No existen diferencias esta-
disticamente significativas entre las medias de
los contenidos de plomo y cadmio, entre las

diferentes especies de lombrices de ambos
diques. Es decir, todas las especies captura-
das poseen la capacidad de acumular metales
pesados, porque los valores de las concentra-
ciones de los metales pertenecen a la misma
poblacion. Para realizar la evaluacién de las es-
pecies como bioindicadores, se calcularon los
factores de acumulacion suelo-biota (BSAF) de
las especies de mayor abundancia, Aporrecto-
dea turgida especie exética mas abundante del
area y considerada como bioindicador, para
los metales bajo estudio, se cumple que BSAF
Cd = 0,756> BSAF Pb 0,477, consistentes con
los reportados bibliograficamente. Eukerria sal-
tensis es la especie nativa mas abundante, no
ha sido nunca utilizada como bioindicador, el
BSAF Cd = 1,105 (0,324 - 4,009) > BSAF Pb
0,447 (0,314 - 0,977); estos son mas elevados
que los reportados y calculados para A. turgi-
da. Los BSAF Pb son similares para ambas es-
pecies. Eukerria saltensis es un buen bioindica-
dor para ambos metales, tanto en suelo como
en agua, por su rango hidréfila-epianécica,
por su excelente correlacion con las concen-
traciones de metales en suelo y en agua, por
que absorbe cadmio por su tegumento y por
via digestiva, y absorbe plomo por via digesti-
va. Todas las especies estudiadas sirven como
bioindicadores para monitoreo y control de la
contaminacioén de suelos, aunque es necesario
realizar estudios de carga base y registros de
zonas contaminadas.

Tesis para acceder al titulo de Doctora en Quimica. Facultad
de Quimica, Bioquimica y Farmacia. Universidad Nacional de
San Luis.

Directora: Dra. Rosa Isabel Antén.

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

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

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

Los reportes de casos son descripciones de
casos clinicos que por sus caracteristicas sig-
nifiquen un aporte importante a la Toxicologia.
Las comunicaciones breves son trabajos de
menor extension pero con connotacién toxico-
l6gica novedosa y que signifiquen un aporte al
campo toxicolégico.

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

Los articulos de divulgacién y articulos espe-
ciales son comentarios de diversos temas de
interés toxicologico.

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

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

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

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

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

Por favor, utilice flechas o signos para identifi-
car los puntos de interés en la imagen. En los
casos clinicos remueva cualquier informacion
de identificacion del paciente.

El maximo de palabras recomendado es: re-
sumen 200, texto 1000 y no mas de 12 refe-
rencias.

Se aceptara un maximo de 3 autores por
imagen.

En caso que la imagen no sea original, debe
acompanarse de la autorizacion del propietario
o de quien posea los derechos de la misma, lo
que debe estar indicado en la nota que se pre-
sente al Comité Editorial de Acta Toxicoldgica
Argentina.

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

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

Envio de manuscritos

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

Gratuidad de las publicaciones

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

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

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

Derechos de publicacion .
Los autores retienen los derechos de 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 publicacién 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 versién 2003
o superior), a doble espacio (incluso los resu-
menes, referencias y tablas) con un tamano
minimo de letra Arial en 12 puntos. Las paginas
deberan numerarse desde la portada. Las le-
tras en negrita o itélica se usaran sélo cuando
corresponda.

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

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

Introduccioén. Incluira antecedentes actuali-
zados acerca del tema en cuestion y los obje-
tivos del trabajo definidos con claridad.
Materiales y métodos. Contendra la des-
cripcion de los métodos, aparatos, reactivos y
procedimientos utilizados, con el detalle sufi-
ciente para permitir la reproduccién de los ex-
perimentos.

Consideraciones éticas. En todos los estu-
dios clinicos se debera especificar el nombre
del Comité de Etica e Investigacion que apro-
bo el estudio y que se conté con el consenti-
miento escrito de los pacientes. En todos los
estudios con organismos no humanos, se de-
beran especificar los lineamientos éticos con
respecto al manejo de los mismos durante la
realizaciéon del trabajo.

Analisis estadistico. Se deberan informar las
pruebas estadisticas con detalle suficiente
como para que los datos puedan ser verifica-
dos por otros investigadores y fundamentar el
empleo de cada una de ellas. Si se utilizé un
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programa estadistico para procesar los datos,
éste debera ser mencionado en esta seccion.
Resultados. Se presentaran a través de una
de las siguientes formas: en el texto, o median-
te tabla/s y/o figura/s. Se evitaran repeticiones
y se destacaran solo los datos importantes. Se
dejara para la seccion Discusién la interpreta-
cion mas extensa.

Las tablas se presentaran en hoja aparte,
numeradas consecutivamente con numeros
arabigos, con las leyendas y/o aclaraciones que
correspondan al pie. Las llamadas paralas acla-
raciones al pie se haran empleando numeros
arabigos entre paréntesis y superindice. Soélo
los bordes externos de la primera y la ultima fila
y la separacion entre los titulos de las columnas
y los datos se marcaran con linea continua. No
se marcaran los bordes de las columnas. Ase-
gurese que cada tabla sea citada en el texto.
Las figuras se presentaran en hoja aparte, nu-
meradas consecutivamente con numeros ara-
bigos. Los dibujos deberan estar en condicio-
nes que aseguren una adecuada reproduccion.
Los graficos de barras, tortas o estadisticas
deberan tener formato GIF. Los numeros, letras
y signos tendran dimensiones adecuadas para
ser legibles cuando se hagan las reducciones
necesarias. Las referencias de los simbolos
utilizados en las figuras deberan ser incluidas
en el texto de la leyenda.

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

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

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

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

Todos los valores de parametros hematolégi-
cos y bioquimicos se presentaran en unidades
del sistema métrico decimal, de acuerdo con el
Sistema Internacional de Unidades (SlI). No
obstante, los editores podran solicitar que, an-
tes de publicar el articulo, los autores anadan
unidades alternativas o distintas de las del SI.

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

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

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

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

Ejemplos:

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

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

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

Ejemplos:

1.

Articulo estandar en publicacion perio-
dica

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

Libros y monografias

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

Capitulo de libro

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

Material electrénico

a. Articulo en publicacién periddica en in-
ternet

Abood S. Quality improvement initiative in
nursing homes: the ANA acts in an advi-
sory role. Am J Nurs [en linea]. 2002 Jun.
[consulta 12 de Agosto 2002];102(6):[1 p.].

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

B. Pagina en internet

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

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

Para la correcta citacién de posibles referen-
cias bibliograficas que pudiesen no citarse en
este intstructivo, consultar el estilo propuesto
por el Comité Internacional de Directores de
Revistas Médicas en “Uniform Requirements
for Manuscripts Submitted to Biomedical Jour-
nals” disponible en: http://www.nlm.nih.gov/
bsd/uniform_requirements.html.
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Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol. Ar-
gent.) (ISSN 0327-9286) is the official publica-
tion for scientific promotion of the Asociacion
Toxicoldgica Argentina. It is a member of the
Nucleo Basico de Revistas Cientificas Argen-
tinas (Basic Core of Argentinean Scientific Jour-
nals) since 2007. Full articles can be accessed
through SciELO Argentina electronic library.
The goal of Acta Toxicoldgica Argentina is to
publish articles concerning all areas of Toxicol-
ogy, including original articles, case reports,
short communications, revisions, populariza-
tion of science articles, technical notes, images,
thesis summaries, letters to the editor and rel-
evant news.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Please use labels and arrows to identify points
of interest on the image. In clinical cases re-
move any identifying patient information.
Maximum word guidance: abstract 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-
coldgica Argentina.

Thesis summaries are sufficiently detailed ab-
stracts of approved doctoral or magisterial the-
sis. They must include a copy of acceptance
and a sworn statement by the author and 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
Informacién Cientifica y Tecnolégica (CAICYT).
Instructions for authors will be found at the Ac-
ta-PPCT-CAICYT web page http://ppct.caicyt.
gov.ar/index.php/ata

Free publishing costs

The submission, reviewing, editing and pub-
lishing of any kind of scientific or technical ma-
terial or of any disclosure material accepted by
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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 Toxicoldgica Argentina is a open access
journal and has a Creative Commons Public Li-
cense (CC-BY-NC). Authors retain the license
of their article and the publication rights on their
work; nevertheless, they guarantee the journal
the right to be the first in its publication. Au-
thors retain the license and rights to their work
under the guidelines of the license CC BY-NC,
Creative Commons Public License. They can
freely share their work (recognizing its initial
publication in this journal) with the sole excep-
tion of reproduction of the work published for
commercial purposes, according to this kind of
CC license.

General guidelines in the preparation of
manuscripts for original articles

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

4. Electronic material

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

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

B. Website

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

Available at: http://www.cancer-pain.org/.
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c. Partial website

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

As imagens ndo devem ser excepcionais, mas
sim ilustrativas.

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

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

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

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

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

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

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

Envio de trabalhos

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

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

Direitos autorais

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

Os direitos de publicacao

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

Aspectos gerais na preparacao do trabalho
como artigo original

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

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

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

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

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

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

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

As tabelas deverado ser apresentadas em fo-
Iha a parte, numeradas consecutivamente com
numeros arabicos, com as aclaragdes corres-
pondentes. Os avisos para esclarecimentos
de rodapé deverao ser realizados empregando
numeros arabicos entre parénteses e super-in-
dice. Somente as bordas externos da primeira
e ultima linhas e a separagéao entre os titulos
das colunas e os dados deverdo ser marcados
com linha continua. Nao marcar as bordas das
colunas. Assegurar-se de que cada tabela seja
citada no texto.
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As figuras deverdo ser apresentadas em fo-
lhas a parte, numeradas consecutivamente
com numeros arabicos. Os desenhos deverao
estar em condi¢des que assegurem uma ade-
quada repeticdo. Os graficos de barras, tortas
ou estatisticas deverdo estar no formato GIF.
Os numeros, letras e sinais deverao ter dimen-
sbOes adequadas para serem legiveis quando
forem impressas. As referéncias dos simbolos
utilizados nas figuras 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 numero
de ordem escritos com lapis.

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

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

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

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

de/os autor/es (até dois autores) e o ano de
publicacao, tudo entre parénteses, separados
por ponto-e-virgula, e no caso de mais de uma
citacdo, deve-se 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 publicacao peri6-
dica
Halpern S.D., Ubel PA., Caplan A.L. Solid-
-organ transplantation in HIV-infected pa-
tients. N Engl J Med. 2002;347(4):284-287.

2. Livros e monografias

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

3. Capitulo de livro

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

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 citagao 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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