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Uso inapropiado de diuréticos. Algunas caracteristicas no tan conocidas
Diuretic misuse. Some not so well known characteristics
Astolfo, Maria Agustina; Olivera, Nancy Ménica; Pongelli, Valeria; Fernandez, Nicolas; Olmos, Valentina*
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Resumen. Entre las situaciones asociadas al uso inapropiado de diuréticos se encuentran los intentos por descencer rapida-
mente de peso, comunes en los desordenes de la alimentacion, y los intentos por enmascarar el consumo de otras sustancias,
en el caso de las competencias deportivas. El uso sin indicacion ni supervision médica de estos farmacos genera un desbalance
electrolitico, que puede manifestarse con hiponatremia, hipocalemia, hipocalcemia e hipomagnesemia, hipercalemia, entre otras
alteraciones. El objetivo de este trabajo fue investigar las caracteriscas del uso inapropiado de diuréticos a partir de la casuistica
del CENATOXA. Se realizé un estudio descriptivo restrospectivo sobre los andlisis ingresados al CENATOXA con solicitud de in-
vestigacion cualitativa de diuréticos en orina, entre los afios 2002 y 2016. En dicho periodo ingresaron al CENATOXA 138 casos,
de los cuales el 56 % resultd positivo para algun diurético. Del total de casos con resultado positivo, el 93,5 % fueron mujeres
entre 25 y 55 afios de edad y predominé la etiologia intencional. Los diuréticos mayoritariamente encontrados fueron hidroclo-
rotiazida y furosemida. El perfil de diuréticos hasta el afio 2008 (hidroclorotiazida = 68% de los casos positivos) se diferencio
del hallado entre 2009 y 2016 (furosemida + hidroclorotiazida = 60% de los casos positivos). Se observé recurrencia en el uso
inapropiado en el 8% de los casos. El uso simultaneo de mas de un diurético y la recurrencia son factores que pueden contribuir
a la aparicion de toxicidad. Estos resultados sugieren que el uso inapropiado de diuréticos es una situacion que deberia ser ob-
servada mas atentamente para establecer mejor su alcance y sus riesgos.

Palabras claves: Diuréticos; Uso inapropiado; Furosemida; Hidroclorotiazida

Abstract. Among the situations associated with diuretics misuse are the attempts to lose weight fast, frequently observed in
eating disorders, and the attempts to mask the consumption of other substances, in the case of sports competitions. The use of
these drugs with no medical indication or supervision generates an electrolyte imbalance, leading to hyponatremia, hypokalemia,
hypocalcemia and hypomagnesemia, hyperkalemia, among other alterations. The objective of this work was to investigate the
characteristics of diuretics misuse from the CENATOXA database, where the qualitative investigation of diuretics in urine is per-
formed. A descriptive retrospective study was conducted on the cases admitted to the CENATOXA with a request for qualitative
diuretic investigation, between 2002 and 2016. During this period, 138 urine samples were received at the CENATOXA and 56%
were positive for at least one diuretic. Of all cases with positive results, 93.5% were women between 25 and 55 years of age, and
intentional etiology predominated. The most detected diuretics were hydrochlorothiazide and furosemide. The diuretic misuse
pattern detected up to 2008 (hydrochlorothiazide = 68% of positive cases) differed from that detected between 2009 and 2016
(furosemide + hydrochlorothiazide = 60% of positive cases). Recurrence in misuse was observed in 8% of the cases. The simul-
taneous misuse of more than one diuretic and the recurrence are factors that can contribute to the onset of toxicity. These results
suggest that diuretic misuse is a situation that should be observed more closely to better assess its consequences and its risks.

Keywords: Diuretics; Misuse; Furosemide; Hydrochlortiazide

Introduccion

Los diuréticos constituyen un grupo indispen-
sable de medicamentos que se emplean para
ajustar el volumen o la composicién de los li-
quidos corporales en diversas situaciones cli-
nicas, entre ellas hipertension, insuficiencia

cardiaca aguda y crénica, insuficiencia renal
aguda y crénica, asi como sindrome nefrético y
cirrosis (Jackson 2006; Kumra y Bargman 2014;
Oh y Han 2015; Roush y Sica 2016). El uso in-
apropiado (o abuso) se presenta cuando no
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existe indicacion ni prescripcion médica para
su utilizacién. Entre las situaciones asociadas
al uso inapropiado se encuentran los intentos
por descender rapidamente de peso, comunes
en los desordenes de la alimentacién (anorexia
nerviosa o bulimia) (Diaz Marsa y col. 2017; Na-
gatay col. 2018), y los intentos por enmascarar
el consumo de otras sustancias, por ejemplo
dilucién de la orina en el caso de las competen-
cias deportivas (Cadwallader y col. 2010; Mayr
y col. 2012; O’Malley 2015). Todos los tipos
de diuréticos estan prohibidos por la Agencia
Mundial de Dopaje (WADA 2018).

El uso sin indicacién ni supervision médica de
estos farmacos genera un desequilibrio electro-
litico, que puede manifestarse con hiponatre-
mia (especialmente con tiazidas), hipocalemia,
hipocalcemia e hipomagnesemia (diuréticos de
asa y/o tiazidas), hipercalemia (ahorradores de
potasio), entre otras alteraciones (Wile 2012).
Los diuréticos con vida media corta como la fu-
rosemida y la hidroclorotiazida son los de elec-
cioén tanto en el caso de deportistas como en
personas con desordenes alimentarios (Brener
y col. 2011, Mayr y col. 2012, Angulo Sanchez
y Lépez Alvarez 2014, Pal y Sachdeva 2016) lo
cual los lleva a ser los mas reportados en los
casos de abuso (Gerstein y Woodside 1997;
Cadwallader y col. 2010; O’Malley 2015).

En el Laboratorio de Asesoramiento Toxicolo-
gico Analitico (CENATOXA), que funciona en la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Uni-
versidad de Buenos Aires, se realiza la investi-
gacion cualitativa de diuréticos en orina. El ob-
jetivo de este trabajo fue investigar las caracte-
riscas del uso inapropiado de diuréticos a partir
de la casuistica del CENATOXA.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo restrospectivo
sobre 138 casos ingresados al CENATOXA con
solicitud de investigacion cualitativa de diuréti-
cos, durante el periodo comprendido entre los
afnos 2002 y 2016.

Las caracteristicas consideradas en el aspec-
to descriptivo fueron: el resultado del analisis
(positivo o negativo), el diurético involucrado,
la edad y el género del paciente, la etiologia,
la presencia de hipocalemia (definida como al
menos un valor de potasio plasmatico menor
de 3,5 mEqg/l (Chemocare 2018) y la recurrencia
(definida como la repeticion de la situacion que
determina la solicitud del analisis). Para analizar
la edad se consideraron 3 categorias: menor
de 25 afos, entre 25 y 55 afios, y mayor de 55

anos. Para la etiologia se utilizaron las catego-
rias intencional, dopaje, iatrogénica y descono-
cida (cuando no se pudo establecer mediante
la anamnesis)

La investigacion cualitativa de diuréticos del
CENATOXA incluy6 la investigacion de la pre-
sencia de los siguientes diuréticos: acetazola-
mida, amilorida, bendroflumetiazida, benztiazi-
da, bumetanida, clortalidona, espironolactona
(y su metabolito, canrenona), furosemida, hidro-
clorotiazida, indapamida y triamtireno. La meto-
dologia utilizada en la investigacién, descripta
previamente por Olmos y col. (2000), incluyé ex-
traccion en fase solida de la orina y cromatogra-
fia en capa delgada del extracto. Todos los re-
sultados positivos fueron confirmados por cro-
matografia gaseosa-espectrometria de masas.
El andlisis de los resultados se realizé aplicando
herramientas de Microsoft Excel® (2010). Las
comparaciones estadisticas se realizaron con
InfoStat® (version libre).

Resultados

Entre el 1 de enero de 2002 y el 31 de diciembre
de 2016 ingresaron al CENATOXA 138 casos
para investigacion de diuréticos en orina. De
los 138 casos, el 88 % (n=122) fueron muijeres,
el 9 % (n=12) fueron hombres y el 3 % (n=4) sin
datos de género. Las edades estuvieron com-
prendidas entre los 5 y los 73 afos.

Con respecto a los resultados, el 56 % (n=77)
fueron positivos para algun diurético y el 44 %
(n=61) fueron negativos (Tabla 7).

Del total de casos con resultado positivo, el
93,5 % (n=72) fueron mujeres, el 2,6 % (n=2)
fueron varones y el 3,9 % (n=3) fueron deriva-
ciones sin informacién de género. La edad, en
los casos con resultado positivo, estuvo com-
prendida entre los 19 y los 66 afios para las mu-
jeres y entre 48 y 68 para los hombres.

En cuanto a la distribucién etaria de los casos
con resultado positivo, el 67,5 % (n=52) estuvo
comprendido en la franja entre 25 y 55 afos, el
16,9 % (n=13) en la de mas de 55 afios y el 14,3
% (n=11) no tenia informacion de edad (Tabla 7).
En la franja etaria entre 25 y 55 afios, el 96,1
% (n=49) de los casos con resultado positivo
fueron mujeres. Esta franja, a su vez, se dividid
en 4 subgrupos de edad mostrando una mayor
frecuencia de uso inapropiado en el subgrupo
de 40 a 49 anos (Figura 1).

El 68,8 % de los casos con resultado positivo
presentd hipocalemia. Los valores de potasio
en este grupo estuvieron comprendidos entre
los 1,6 y los 3,3 mEqg/I. Entre los casos con re-



sultado negativo para diuréticos, el 41% pre-
senté hipocalemia con valores de potasio plas-
matico entre 0,9 y 3,2 mEq/l. No se encontr6
diferencia significativa en los valores de potasio
plasmatico entre los grupos con resultado posi-
tivo y negativo para diuréticos ([K*] promedio =
2,63 mEqg/I para el grupo con resultados posi-
tivos, [K*] promedio = 2,54 mEq/| para el grupo
con resultados negativos, prueba t, P= 0,3850).
En el 67,5 % de los casos con resultado posi-
tivo, la etiologia pudo asignarse a partir de la
informacion obtenida mediante la anamnesis al
familiar, de la historia clinica o de la epicrisis, y
se distinguioé un predominio de la etiologia in-
tencional (62,3 %). En el 32,5 % restante no
pudo asignarse la etiologia por falta de acceso
a las fuentes de informacién antes menciona-
das (Tabla 1).

Tabla 1. Distribucion de los casos estudiados segun
resultado del analisis, género, edad, presencia
de hipocalemia y etiologia de la intoxicacion.

Resultado del analisis

Positivo Negativo
N % N %
Casos totales 77 55,8 61 442
Género
masculino 2 2,6 10 16,4
femenino 72 93,5 50 82,0
sin datos 3 3,9 1 1,6
Edad (afios)
menor de 25 1 1,3 3 49
25a55 52 67,5 29 475
mayor de 55 13 16,9 13 21,3
sin datos 11 14,3 16 26,2
Hipocalemia
si 53 68,8 25 41
no 2 2,6 4 6,6
sin datos 22 28,6 32 52,4
Etiologia
intencional 48 62,3 31 50,8
desconocida 3 3,9 7 11,4
dopaje 1 1,3 1 1,6
iatrogénica 0 0 0 0
sin datos 25 32,5 22 36,1

N: nimero
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Figura 1. Frecuencia de resultados
positivos dentro de la franja etaria 25 a
55 afos, segun subgrupos de edad.

Entre los diuréticos identificados se encontra-
ron hidroclorotiazida, furosemida y espirono-
lactona. Se identificd hidroclorotiazida en el 83
% (n=64) de los casos, la furosemida se iden-
tifico en el 69 % (n=53) de los casos y la espi-
ronolactona de identificé en el 5 % (n=4) de los
casos.

En el 45 % (n=35) de los casos positivos se
identificd un solo diurético, en el 52 % (n=40)
se identificaron dos diuréticos, y en un 3 %
(n=2) se identificaron tres diuréticos (Figura 2).
De los casos con un Unico diurético identifica-
do, la hidroclorotiazida estuvo presente en el
69 % de los casos y la furosemida en el 31 %.
De los casos con dos diuréticos identificados,
en el 95 % (n=38) se identificaron hidroclorotia-
zida y furosemida, y en 2 casos se identificaron
furosemida y espironolactona; mientras que
solo existieron 2 casos donde se identificaron
tres diuréticos, hidroclorotiazida, furosemida y
espironolactona (Figura 2).
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3%

Por ultimo, se observo recurrencia en el 8 % de
los casos. En 15 afos, la investigacion de diuré-
ticos en orina se solicitd mas de una vez para 11
pacientes. La repeticion fue de entre 2 y 5 veces
i segun el caso. La frecuencia vari6 desde una
recurrencia en 3 anos, hasta 4 recurrencias en
2 anos. El 100 % de los casos fueron mujeres,
con un 84% de resultados positivos (Tabla 2).

F+H
95%

B

mundiurético % mdosdiuréticos% = tres diuréticos %

Tabla 2. Caracteristicas de las 11
pacientes que presentaron recurrencia
en el consumo de diuréticos.

Figura 2. Distribucién porcentual de

los casos con resultado positivo segun _ ) ~ Neandlisis N°de resultados  Diuréticos
en numero de diuréticos encontrados y Paciente Geénero Rango etario N - encontrados
segun el/los diuréticos identificados. solicitados positivos cada vez

F= furosemida, H= hidroclorotiazida,
E= espironolactona

1 F 25255 2 2 H+F/H
El andlisis de los resultados cualitativos mostro 2 F 25255 3 3 H+F/H+F/F
que el perfil de uso inapropiado de diuréticos
se modificd con los afos en relacion con el diu- 3 F mayor de 55 2 1 H+F
rético involucrado. El estudio retrospectivo per-
mitié dividir el analisis en dos periodos de 7 y 4 F 25a55 2 2 H+F/H+F
8 afos. Entre los afios 2002 y 2008 (7 afios),
se identifico hidroclorotiazida en el 68 % de los 5 F 25255 4 2 H+F/H+F
casos ingresados, seguida de furosemida en el
21 % de los casos, mientras que la combina- 6 F 25a55 3 3 H+F/FH
cion hidroclorotiazida y furosemida se identifi-
c6 solamente en el 5 % de los casos (Figura 3, 7 F 25255 5 5 H-+F/F/H+F/H+F/H+F
primera columna). Entre los afios 2009 y 2016
(8 afos), la combinacién hidroclorotiazida y fu- 8 F 25255 4 2 H+F/F
rosemida se identifico en el 60 % de los casos
ingresados, hidroclorotiazida sola se encontro 9 F 25a55/mayorde55 2 2 H+F/H+F
en el 19 % de los casos y furosemida sola se
identifico en el 15 % de los casos (Figura 3, se- 10 F 25255 2 2 HH
gunda columna).

1 F 25255 2 2 H+F/F

100 I H+F= hidroclorotiazida y furosemida, H=hidroclorotiazida,

ZZ:: F=furosemida
70%
60% Discusion

El consumo de diuréticos fuera de la prescrip-
cién meédica, es decir, sin que exista una in-
dicacién clinica real, se encuentra asociado
principalmente a trastornos de la alimentacion

(anorexia nerviosa o bulimia) o a intentos de en-

50%
40%
30%
20%
10%

0%

Periodo 2002-2008 Periodo 20092016 mascarar el uso de sustancias prohibidas en
W hidroclorotiazida + fi id i lact Tal] i imi
B pidrociorotiezida * furosemica +espironolactona competiciones deportivas de alto rendimiento
nfgrosemida.i-c_espironolactona (W|Ie 201 2, O’Ma”ey 201 5)
o paroclorotiazid En la Argentina, la dispensacién de diuréticos
debe realizarse exclusivamente en farmacias y
Figura 3. Di,StrlibU%iF'J”,Porce!gfuaL]Qe 'gs casos con receta médica, aunque también la admi-
positivos, segun los diuréticos identificados, en dos ; : 2 ;
periodos de tiempo (2002-2008 y 2009-2016). nistracion puede realizarse en centros de salud
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(hospitales, clinicas y sanatorios), siempre bajo
indicacion médica. Sin embargo, la auto-pres-
cripcion de diuréticos, asi como de otros medi-
camentos de venta bajo receta ocurre para uno
de cada cuatro medicamentos vendidos (Cos-
cia 2016; IEPS 2016). Sumado a ello, en los Ulti-
mos afnos aparece la publicidad y oferta de me-
dicamentos por Internet, medios graficos, au-
diovisuales y correo electronico, expresamente
prohibida (la publicidad) por la Ley 16.463/64
(Ley de medicamentos 1964), en el articulo 19y
(la venta en linea) por la Disposicion 4980/2005
de la ANMAT (ANMAT 2005). Esta creciente pu-
blicidad y oferta de medicamentos por Internet
preocupa, no solo a las autoridades sanitarias
en la Argentina, sino en todo el mundo. Los pro-
ductos que contienen diuréticos se publicitan
como de origen “natural” y prometen una re-
duccion rapida del peso corporal. La deman-
da de estos productos puede entenderse por la
falsa creencia de que son naturales y que, por
lo tanto, no causan efectos adversos a la salud.
Ya desde la solicitud del analisis, en la casuisti-
ca del CENATOXA, se destaca un elevado por-
centaje de pacientes mujeres. Esto mismo tam-
bién se ve representado en el alto porcentaje de
mujeres, con relacion a los resultados positivos.
Esta distribucién de género tiene su interpreta-
cion en que, entre las situaciones asociadas al
uso inapropiado de diuréticos, se encuentran
los trastornos alimenticios y, segun datos apor-
tados por centros especializados en bulimia,
anorexia y sobrepeso, en la Argentina entre el
12 % y el 15 % de los adolescentes padecen
anorexia o bulimia nerviosa, siendo el 90 % mu-
jeres y el 10 % varones (Quiroga 2009). En con-
cordancia, Brener y colaboradores (2011) men-
cionan que este tipo de trastornos de la con-
ducta alimentaria afecta principalmente a muje-
res, con estimaciones de la relacién de mujeres
a hombres que variande6a1ai10a.

La frecuencia y la prevalencia de trastornos de
la alimentacion, en relacion a la edad, han sido
escasamente estudiadas en nuestro pais, y los
estudios realizados involucraron exclusivamen-
te poblacién adolescente (Quiroga y col. 1998;
Rutsztein y col. 2010). En uno de ellos (Rutsz-
tein y col. 2010), realizado en adolescentes en-
tre 13 y 18 afos, se declara el uso de diuréticos
como conducta compensatoria inapropiada.
Sin embargo, en nuestro estudio, los casos en
la franja etaria de menores de 25 afos fueron
escasos como para permitir un analisis. Por
otro lado, no hay informacion publicada sobre
la frecuencia de trastornos de la alimentacion
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en poblaciéon adulta en Argentina, asi como
tampoco acerca del uso inapropiado de diuréti-
cos como conducta compensatoria. En el caso
de este trabajo, se observd un mayor porcenta-
je de resultados positivos en la franja etaria de
25 a 55 anos y, especialmente, en el sub-grupo
de 40 a 49 afos.

La hipocalemia es un signo comun en pacien-
tes medicados con diuréticos, especialmente
con tiazidas (Rodenburg y col. 2014; Veltri y
Mason 2015). Suele presentase entre las 2 a 8
semanas de iniciado el tratamiento (o el uso in-
apropiado) con el diurético (Blanning y Westfall
2001). Sin embargo, varios otros medicamen-
tos pueden inducir hipocalemia (Veltri y Mason
2015). En este analisis, la hipocalemia estuvo
presente en casi el 70 % de los casos positivos
y en el 41 % de los casos negativos. Si bien la
frecuencia de presentacion de hipocalemia fue
mayor en los casos positivos que en los nega-
tivos, la magnitud de la hipocalemia no resulté
significativamente diferente.

Del panel de once diuréticos investigados, en
esta casuistica solo se identificaron tres: hidro-
clorotiazida, furosemida y espironolactona. Dos
de ellos, hidroclorotiazida y furosemida, son los
mas vinculados con casos de uso inapropiado
en la bibliografia (Brener y col. 2011; Angulo
Sanchez y Lépez Alvarez 2014; Pal y Sachde-
va 2016). El tratamiento crénico con hidroclo-
rotiazida (Rodenburg y col. 2014) o furosemida
(Angulo Sanchez y Lopez Alvarez 2014) induce
hipocalemia, por eso algunas veces se aplican
tratamientos combinados con diuréticos aho-
rradores de potasio como espironolactona, tria-
mtireno o amilorida (Blanning y Westfall 2001).
En este andlisis, la espironolactona fue el Unico
diurético ahorrador de potasio identificado. El
diurético mas frecuentemente identificado, se-
gun esta casuistica, fue la hidroclorotiazida, se-
guido por la furosemida. Coincidentemente, el
diurético con mayor presencia en el mercado
de medicamentos es la hidroclorotiazida con 53
% (como monodroga y en asociaciones), segui-
da por la furosemida con 19 % de presencia
(Alfabeta.net 2018, SIAF 2018).

Lo interesante para destacar de este trabajo fue
la identificacion de mas de un diurético en un
mismo paciente. La mayoria de los resultados
positivos involucré la presencia de dos diuréti-
cos, hidroclorotiazida y furosemida en una mis-
ma muestra de orina. La combinacion de los
ingredientes farmacéuticos activos (IFA), hidro-
clorotiazida y furosemida, no existe en ninguna
especialidad medicinal comercializada en la Ar-
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gentina, por esa razon, su hallazgo en la orina
llama la atencion. Esta combinacion comenzo a
detectarse a partir del afio 2008 y se transformo
en el resultado mas frecuentemente encontrado
en el periodo 2009-2016. Sin embargo, la fuen-
te de los diuréticos permanece desconocida.
La informacién sobre qué medicamento, prepa-
rado o “suplemento” consumen los pacientes,
no se obtuvo mediante la anamnesis realizada
a los familiares en el CENATOXA, ni tampoco
vino incluida en las epicrisis que se remiten con
la solicitud de analisis. En general los pacientes
niegan el uso inapropiado de diuréticos, inclu-
so cuando son confrontados con el resultado
positivo del andlisis. Por lo tanto, para interpre-
tar estos resultados, nos permitimos elaborar
algunas potenciales explicaciones. La primera
explicacion del hallazgo de los dos diuréticos
podria ser como consecuencia del uso inapro-
piado de mas de una especialidad medicinal
que contenga diurético como IFA. Teniendo en
cuenta que los medicamentos que contienen
diuréticos pueden adquirirse sin prescripcion
meédica (Coscia 2016), esta explicacion podria
ser factible. La segunda explicacién contempla
el consumo regular de preparados magistrales
que contengan ambos diuréticos (en un mis-
mo o en distintos preparados) (Ochoa Talave-
ra y col. 1996, ANMAT 2002). La tercera inclu-
ye el consumo regular de productos herbales
para perder peso (adulterados con diuréticos).
Diuréticos como furosemida e hidroclorotiazida
fueron identificados como adulterantes de pro-
ductos herbales formulados para perder peso,
comercializados en Brasil (Moreira y col. 2013).
Ching y col. (2018) describieron un panel de
487 medicinas tradicionales chinas y otros pro-
ductos para la salud, comercializados en Hong
Kong, adulterados con 1234 medicamentos. La
hidroclorotiazida, el Unico diurético identifica-
do, fue encontrada en el 6,4 % de los produc-
tos. La cuarta explicacién seria la combinatoria
de alguna de las situaciones anteriores.

En esta casuistica, se destaco la etiologia in-
tencional (probablemente relacionada al uso in-
apropiado en casos de trastornos de la alimen-
tacién). Si bien los casos de dopaje podrian
considerarse como intencionales, en nuestro
andlisis se consideraron como una categoria
separada, la cual no resultd significativa. Una
tercera etiologia de intoxicacion con diuréticos
es la iatrogénica, que esta descripta como mor-
bus diureticus en la bibliografia (Wehling 2013;
Kuhn-Thiel y col. 2014) y que se presenta en
personas de edad avanzada, generalmente po-

limedicadas. No se identificé ningun caso de
esta ultima etiologia en esta casuistica.

Por ultimo, la recurrencia en el consumo de diu-
réticos fue el mejor indicador de abuso de diu-
réticos. Tanto la paciente con dos resultados
positivos en el término de 3 afos, como la pa-
ciente con 5 resultados positivos en 2 afios pue-
den considerarse casos de abuso de diuréticos.
Tozzi y colaboradores (2006) definieron 4 cate-
gorias de abuso segun la frecuencia de consu-
mo de laxantes y diuréticos: a) rara vez (menos
de dos veces por semana y/o en dosis bajas), b)
a veces (al menos dos veces por semana y/o en
dosis moderadas), c) frecuentemente (hasta una
vez al dia y/o en dosis altas) y d) muy frecuente-
mente (varias veces al dia y/o en dosis altas). En
el caso de este trabajo, no fue posible establecer
una frecuencia de consumo ya que, en ningun
caso los pacientes comunicaron voluntariamen-
te el consumo de diuréticos, pero se presume
que al haber requerido internacion los pacientes
debieron haber consumido regularmente duran-
te varias semanas (Blanning y Westfall 2001) o
debieron haber ingerido dosis elevadas.

Conclusion

El consumo de diuréticos sin indicacién médica
(uso inapropiado) es peligroso dadas las altera-
ciones hidroelectroliticas que conlleva. Los da-
tos del CENATOXA indicaron que los diuréticos
involucrados en el uso inapropiado son, princi-
palmente, la furosemida y la hidroclorotiazida,
y que su abuso lleva a la internacion de los pa-
cientes por la aparicion de signos y sintomas
de intoxicacion. La etiologia que prevalece es
la intencional y se presenta mayoritariamente
en mujeres de entre 25 y 55 afos de edad. El
perfil de diuréticos encontrados que se reporta
hasta el afo 2008 se diferencia del reportado
entre 2009 y 2016, periodo en el que parece
afianzarse el abuso de la combinacion de fu-
rosemida e hidroclorotiazida. Aln no esta clara
la fuente de esta combinacion de diuréticos, la
cual, sumada a la recurrencia, son factores que
contribuyen a la toxicidad. Estos resultados su-
gieren que el uso inapropiado de diuréticos es
una situacion que deberia ser observada mas
atentamente para establecer mejor su alcance
Yy SUS riesgos.
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Resumen. El aluminio puede ser consumido por personas a través de la contaminacion de alimentos y el agua. Los metales pesa-
dos en alimentos de origen animal son un riesgo potencial para la salud de los consumidores. En algunos paises, es una practica
habitual que las comidas cocinadas listas para el consumo se presenten y mantengan calientes en bandejas de aluminio en tiendas
minoristas, como locales de comida rapida y supermercados. No hay informacién disponible sobre el desprendimiento de metal en
este tipo de recipiente de conservacion de alimentos. El objetivo de este estudio fue determinar la concentracion de aluminio en la
carne y en los liquidos de coccion almacenados en bandejas de aluminio descartables. El disefio del estudio incluyd carne bovina
cocida almacenada sola, en una salsa acuosa de hierbas a pH 7, y en una salsa acuosa citrica (a base de limoén) a pH 4, para simular
condiciones encontradas en la practica minorista. El Comité Mixto FAO / OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios establecié una
ingesta semanal tolerable provisional de 2 mg Al kg™ de peso corporal. Una sola porcién de 250 g de carne en salsa acida almace-
nada en una bandeja de aluminio calentada durante 1, 2, 4 u 8 horas contribuiria con 0,9%, 3,4%, 6,9% y 19,8% respectivamente
de acuerdo al limite tolerable. Aunque la carne se mantiene caliente durante largos periodos en bandejas de aluminio descartable,
el contenido de aluminio no se acerca a los limites actualmente recomendados. Este estudio proporciona datos que sugieren que
puede ser prudente limitar el consumo de este tipo de comidas a base de carne con salsas &cidas almacenadas calientes por tiem-
pos extendidos en contenedores de aluminio.

Palabras clave: Carne; Consumidor; Metales; Bandejas de aluminio; Contaminacién.

Abstract. Aluminium can be consumed by people through contamination of foods and in water. Heavy metals in foods of animal
origin are a potential risk to the health of consumers. It is common practice in some countries that ready-to-eat cooked meals are
often presented and maintained hot in aluminium trays in retail outlets such as fast food take-out stores and supermarkets. There are
not available information about the detachment of metal in this kind of container food preservation. The objective of this study was
to determine the concentration of aluminium in meat and cooking liquids stored in disposable aluminium trays. The design of the
study included cooked beef meat stored either alone, or in an aqueous sauce of herbs at pH 7, or in a citric (base of lemon) aqueous
sauce at pH 4, to simulate a range of conditions found in retail practice. The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
established a provisional tolerable weekly intake of 2 mg Al kg body weight'. A single 250 g portion of meat in acid sauce stored in a
heated aluminium tray for 1, 2, 4, or 8 hours would contribute 0.9%, 3.4%, 6.9% or 19.8% towards this tolerable limit, respectively.
Although the aluminium content in meat held warm for long periods in aluminium foil trays does not approach the consumption limits
currently recommended, this study provides data that suggest that is may be prudent to limit consumption of ready-to eat meat-
based meals with acid sauces stored warm in aluminium containers for extended times.

Keywords: Meat; Consumer; Metals; Aluminum foil trays; Contamination.

Introduccién

El aluminio es un elemento metalico muy abun-
dante en la corteza terrestre y es liberado por
las erupciones volcanicas. Sin embargo, solo se
detectan niveles bajos en el entorno al que los
seres humanos estan expuestos (Exley 2013).
El aluminio se usa ampliamente para la fabrica-
cion de utensilios, recipientes y materiales de
embalaje doméstico. No hay riesgos evidentes
para la salud del consumidor por el uso de re-

cipientes o papel de aluminio para cocinar o al-
macenar carnes. Sin embargo, ingerir comidas
preparadas o almacenadas en estos elemen-
tos, aporta aluminio a la dieta (Thuran 2006).

La administracion parenteral de aluminio, a di-
ferencia de la ingesta oral, esta asociada con
problemas en la salud humana, como la insu-
ficiencia renal cronica (Klein 2005). El papel
potencial de este metal en la patogénesis de
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la enfermedad de Alzheimer continua discu-
tiendose (Flaten 2001; Tabrizi 2007; ATSDR
2008; Tomljenovic 2011). En general, se pro-
duce una transferencia delmetal cuando el
aluminio se encuentra en contacto con liqui-
dos, especialmente en medios acuosos que
contienen acidos y a temperaturas elevadas.
Por ejemplo, las ollas de aluminio liberan este
elemento especialmente cuando se usan para
cocinar tomates, ruibarbo u otras sustancias
acidas (Neelam y Kaladhar 2000; Soni y col.
2001; Juhaiman 2010). En carnes y otros ali-
mentos horneados con papel de aluminio, la
concentracién del metal aumenta entre 76% y
378% (Thuran 2006). La actual ToxGuide de la
Agencia de Servicios de Salud Publica del De-
partamento de Salud y Servicios Humanos de
los Estados Unidos para Sustancias Toxicas
y Registro de Enfermedades (ToxGuide 2011)
establece un nivel de riesgo minimo (LMR) de
1 mg de aluminio / kg de peso corporal / dia
derivado de la exposicién oral de duracién in-
termedia (15-364 dias). La Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA) establece un limite para el agua
embotellada de 0,2 mg L' (ATSDR 2008).

En algunos paises, es una practica comun que
las comidas preparadas vy listas para el con-
sumo se presenten y se mantengan calientes
en bandejas de aluminio en establecimientos
minoristas, como tiendas de comida rapida y
supermercados. Como la carne caliente y las
salsas asociadas estan en contacto con el alu-
minio de las bandejas descartables durante
varias horas, los residuos de aluminio podrian
transferirse a la carne. Sin embargo, no hay in-
formacion bibliografica sobre la liberacion de
aluminio en este tipo de alimentos comercia-
lizados. El objetivo de este estudio fue deter-
minar la concentracion de aluminio en la carne
y en los liquidos de coccion almacenados en
bandejas de aluminio desechables. El disefio
del estudio incluyé carne de res cocida alma-
cenada sin liquidos, en una salsa acuosa de
hierbas a pH 7 y en una salsa acuosa citrica (a
base de limén) a pH 4 para simular un rango
de condiciones que se encuentran en la prac-
tica minorista.

Materiales y métodos

Coccion y recoleccion de muestras

Muestras de musculo semitendinoso bovino
fresco (<72 horas post mortem) se obtuvieron
comercialmente de un proveedor local en Tan-
dil, Argentina. La carne se corté en cubos de

aproximadamente 1 pulgada (2,5 cm) y se so-
metieron a tres tipos de coccién (a-c) en una
bandeja Pyrex® en horno a 180 °C durante 35
minutos: (a) 15 muestras fueron sometidas a
coccion sin liquido (coccion en seco), (b) 15
muestras en agua que contenia 20% de jugo
de limon (pH 4) y (c) 15 muestras en agua que
contenia 10% de hierbas (orégano, romero,
pereijil) (oH 7). Después de 35 minutos de coc-
cién, se tomaron 3 muestras (como controles,
sin contacto posterior con aluminio) y el resto
de las muestras de carne y sus salsas en los
tratamientos (b) y (c) se colocaron en bande-
jas de aluminio desechables y se mantuvieron
a una temperatura constante de 65°C en un
bafio maria. Se recogieron muestras de carne
y de los liquidos de las bandejas 1, 2, 4 y 8 ho-
ras después de la coccion.

Procedimientos analiticos

El contenido de aluminio de las muestras de
carne se determiné usando un espectrofoto-
metro de absorcion de atomizacién en la lla-
ma modelo 906AA (GBC Scientific Equipment
Pty Ltd., Melbourne, Australia). La combus-
tion de la llama se obtuvo con una mezcla de
oxido nitroso y acetileno. Se utilizdé el método
de Thuran (2006), con modificaciones. Todos
los reactivos usados fueron de grado analitico
y los envases de vidrio se lavaron con acido
clorhidrico 1% (durante 8 horas) y se enjua-
garon con agua bidestilada antes de su uso.
La muestra de carne se picé y se sec6 a 120
°C en estufa durante 4 horas y luego se some-
tio a 500 °C durante 6 horas hasta obtenerlas
cenizas. A las cenizas obtenidas se les realizoé
digestion con 5 mL de HNO, 2 M durante 2
minutos a 120 °C, se dej6é enfriar a tempera-
tura ambiente y luego se filtré con filtro What-
man No. 41. Una fraccién de 2,5 mL de cada
muestra liquida se digiri6 con 2 mL de HNO, 2
M. El contenido de aluminio de las muestras
de cada tratamiento (a-c) y en cada tiempo de
almacenamiento (4 repeticiones) se calculé a
partir de curvas de calibracion de lecturas de
espectrofotometro con sal de aluminio (Sig-
ma-Aldrich) en un rango de (a) 25 - 120 pug g
para la carne, y (b) 25 - 120 yg mL™" para liqui-
dos de coccién (pH 4 y pH 7). Los valores de r?
para estas curvas de calibraciéon fueron 0.997-
0.998. Algunas muestras de carne y liquidos
de coccidén se enriquecieron con cantidades
conocidas de aluminio y la recuperacion de
estas cantidades fue del 93% para la carne y
el 98% para los liquidos.
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Resultados

El andlisis de humedad mostré que la carne co-
cida utilizada para los experimentos contenia
51% de H,O.

En la Tabla 1 se muestran las concentraciones
de aluminio (Ug g ceniza seca) detectadas en
muestras de carne y liquidos de coccién en di-
versos tiempos de almacenamiento en bande-
jas de aluminio calentadas. No se encontraron
concentraciones detectables de aluminio en las
muestras control de carne y muestras de liqui-
do de coccion en el tiempo 0, ya que la coc-
cién de las muestras se realizé en una bandeja
Pyrex® para evitar el contacto con el metal du-
rante la coccion.

Al almacenar carne cocida (sin liquidos de coc-
cioén) en las bandejas de aluminio (tratamiento
a), no se encontraron concentraciones detec-
tables de aluminio durante todo el periodo de
almacenamiento de hasta 8 horas. De manera
similar, no se encontraron niveles detectables
de aluminio en las muestras de carne cocidas y
mantenidas con el liquido a pH 7. Sin embargo,
la carne cocida y almacenada en un liquido aci-
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do present6 2,7 — 3,5 yg g™ luego de una hora
y 28,5 - 35,5 pug g luego de 8 horas de alma-
cenamiento a 65 °C. Las concentraciones mas
desfavorables detectadas en cada tiempo de
almacenamiento fueron 3,5 ug g (1 hora), 5,5
Mg g (2 horas), 11,2 ug g (4 horas) y 35,5 ug
g™ (8 horas) de almacenamiento en bandejas.
Durante el almacenamiento a temperatura ele-
vada, restos de aluminio pueden disolverse en
el liquido de las bandejas. Para los tratamien-
tos (b) y (c), los liquidos en las bandejas fueron
las dos salsas (limoén, pH 4 y hierba, pH 7) en
las que se cociné originalmente la carne. En el
caso de la carne secada al horno (tratamiento
a) se liberd un poco de liquido de la carne asa-
da en la bandeja. Como el pH normal de la car-
ne vacuna posterior al rigor mortis es 5,4-5,8,
el liquido liberado se considera ligeramente
acido. En todas las muestras y tiempos de al-
macenamiento después de la cocciodn, el volu-
men final de liquidos medido fue en promedio
de 7,6 mL. La concentracion media (+/- DS) de
aluminio en estas muestras liquidas se indican
en la Tabla 2.

Tabla 1. Concentraciones medias de aluminio (ug Al g ceniza seca™) detectadas en muestras
de carne almacenadas en bandejas de aluminio sin liquidos de coccién, con liquido de coccién
pH 4 y con liquido de coccién pH 7. Los valores son medias +/- DE (desvio estandar).

Tiempo de almacenamiento en bandejas de aluminio (horas)

Muestra 0 1 2 4 8

(sin contacto)
Carne cocida sin liquido ND ND ND ND ND
Carne cocida en liquido pH 4 ND 3,06 +0,4 5,34 +0,19 10,93 +0,4 31,13+ 3,79
Carne cocida en liquido pH 7 ND ND ND ND ND

ND= no detectable

Tabla 2. Concentracion promedio de aluminio (mg mL™") en muestras de
carne almacenadas en bandejas de aluminio vs tiempo (horas).

Tiempo de almacenamiento en bandejas de aluminio (horas)

Muestra 0 1 2 4 8

(sin contacto)
Carne sin liquido de coccion ND ND ND ND ND
Carne con liquido
de coccion I:I-LII |4 ND 0,07+0,034 0,249+0,119  0,393+0,191 0,703 + 0,350
Carne sin liquido \D ND \D \D \D

de coccion pH 7

ND= no detectable
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Discusion

No se encontraron concentraciones detecta-
bles de aluminio en la carne control (0 horas),
ya que las muestras de carne utilizadas se ob-
tuvieron de animales no sometidos a contami-
nacion ambiental de aluminio y sin ingesta de
metal dietético. Sin embargo, estos hallazgos
no concuerdan con los hallazgos previos de
Jorhem vy col. (1989) y Thuran (2006), que de-
tectaron 0,024-0,68 mg kg™ y 16,39 + 1,35 mg
kg™ de materia seca, respectivamente, para el
aluminio en la carne cruda. Por lo tanto, es evi-
dente que, dependiendo del ambiente y la dieta
de los animales, la carne cruda pueda conte-
ner algunos niveles de aluminio antes de que se
consideren los efectos del almacenamiento o la
coccioén en los recipientes de aluminio.

La concentracion de aluminio detectada a las 8
horas de almacenamiento en bandejas fue similar
a la detectada por Thuran (2006) al cocinar carne
bovina en papel de aluminio a diferentes tiem-
pos y temperaturas del horno (60 min a 150 °C,
40 min a 200 °C, o 20 min a 250 °C). Repetto
(1995) reportd que tanto el tiempo de almacena-
miento cuanto la naturaleza del medio influyen
en la disolucién del aluminio, y que éste tiene
una migracion éptima desde los contenedores
hacia el alimento a un pH de 3,8. En el presente
trabajo, la concentracion de aluminio detectada
luego de 1 hora de almacenamiento en bande-
jas con liguido de coccion (pH 4) fue similar a la
informada por Gramiccioni y col. (1996), quienes
estudiaron la migracién del aluminio de los en-
vases a los alimentos en condiciones represen-
tativas de uso practico. Los resultados de este
trabajo también fueron similares a los de Muller
y col. (1998) que hallaron 0,4 a 737 mg kg™ o mg
L™ en diferentes alimentos y 3 mg kg™ de alu-
minio en productos de panaderia cocinados en
bandejas de aluminio. Las concentraciones de-
tectadas en nuestro estudio en la carne fueron
mayores que las concentraciones de 1,0-2,1 mg
kg de alimento encontrados en la dieta italiana
(Gramiccioni y col. 1996).

El patron observado en las muestras liquidas
fue similar al de las muestras de carne; no se
detectaron concentraciones de aluminio en el
liquido de coccién a base de hierbas (pH 7) o
en el jugo de la carne almacenada sin liquido de
coccion. Se observd un aumento constante en
el contenido de aluminio del liquido de coccién
acido con mayor tiempo de almacenamiento,
alcanzandose una concentracion media maxi-
ma de 0,703 mg mL™ después de 8 horas de
almacenamiento.

Una porcion moderada de carne para ser con-
sumida de una sola vez por una persona es de
250 g. La Tabla 3 muestra la cantidad total pro-
medio de aluminio contenida en una porcién de
carne de 250 g tomada de la bandeja de alumi-
nio en cada tiempo de almacenamiento.

Estos valores calculados representan el con-
tenido de aluminio de la carne, y no tienen en
cuenta la contribuciéon del liquido / salsa de
coccién (que también podria consumirse).
Considerando la peor situacion (8 horas de al-
macenamiento), la concentracion promedio de
31,13 pg g de cenizas secas reportada en la
Tabla1 corresponde a 15,8 pg g de carne, o
3,9 mg de aluminio por porcion de 250 g. En su
guia sobre toxicidad de aluminio, la Agencia de
Servicios de Salud Publica del Departamento
de Salud y Servicios Humanos de E.E.UU. para
sustancias toxicas, sugiere un Limite de Ries-
go Minimo (LMR) de 1 mg kg™ dia™', para una
persona de 70 kg (peso promedio de adulto) o
un consumo total de 70 mg por dia para una
persona promedio. Este valor de 3,9 mg equi-
valdria al 5,6% del LMR en una sola porcién.
La Agencia Europea de Seguridad Alimentaria
(EFSA 2008) establecié una ingesta semanal
tolerable provisional (ISTP) para adultos de 1
mg de aluminio kg pc'semana™. Consideran-
do un peso corporal promedio de 70 kg, esto
equivaldria a 70 mg por semana, o 10 mg por
dia. Una porcion de 250 g de carne en salsa
acida almacenada en una bandeja de aluminio
calentada durante 1, 2, 4 u 8 horas contribuiria
con un 3,8%, 6,8%, 13,9% 0 39,6% a este limi-
te diario tolerable, respectivamente. El Comité
Mixto FAO / OMS de Expertos en Aditivos Ali-
mentarios establecié una ingesta semanal to-
lerable provisional (ISTP) de 2 mg / kg de peso
corporal basada en un nivel de efectos adver-
sos no observados (NOAEL) de 30 mg / kg de
peso corporal por dia y la aplicacion de un fac-
tor de seguridad de 100 (JECFA 2011). La ISTP
se aplica a todos los compuestos de aluminio
en los alimentos, incluidos los aditivos alimen-
tarios. El calculo con esta ISTP evidencia que
una porcion de 250 g de carne con salsa acida
almacenada en una bandeja de aluminio calen-
tada durante 1, 2, 4 u 8 horas contribuiria con
1,9%, 3,4%, 6,9% o 19,8% a este limite diario
tolerable, respectivamente.

El presente estudio demostré que cuando la
carne se almacena con liquidos acidos para
cocinar en bandejas de aluminio, se detectan
concentraciones significativas del metal en los
alimentos y en el liquido de coccién. La con-
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Tabla 3. Cantidad de aluminio ingerido (en mg) por el consumo de una
porcion de carne de 250 gramos vs tiempo de almacenamiento (horas).

Tiempo de almacenamiento en bandejas de aluminio (horas)

Muestra 0 1 2 4 8
(sin contacto)
Carne en liquido pH 4 0 0,38 0,68 1,39 3,96

centracion de aluminio en el cuerpo humano es
producto del equilibrio entre la exposicién (in-
greso a través de la via respiratoria, dérmica y
oral) y la eliminacién del metal. Aunque se con-
sidera que la biodisponibilidad del aluminio es
baja, la ruta mas importante de exposicién no
es segura. Si bien no es posible determinar con
certeza cuales son los niveles que afectan la
salud humana 'y cudl es la via de absorcién mas
importante, se considera conveniente adoptar
un enfoque cauteloso para reducir la exposicion
al aluminio (Exley 2013). Es dificil determinar la
contribucion de diversas fuentes de aluminio en
personas que viven y trabajan en entornos va-
riados, consumen dietas diferentes y presentan
diversos niveles de residuos en el agua potable.
Por ello, los comités de expertos de Estados
Unidos y Europa establecen recomendacio-
nes variadas sobre la ingesta diaria tolerable de
aluminio. Si bien es recomendable contar con
mas estudios sobre niveles de aluminio en los
alimentos procesados y la armonizacién de las
normas entre las organizaciones federales, la
opinion de los expertos actuales indica que se
debe evitar el consumo excesivo de residuos
de aluminio. Considerando las recomendacio-
nes europeas y estadounidenses tratadas ante-
riormente, el contenido de aluminio presente en
comidas preparadas mantenidas calientes en
bandejas de aluminio descartables no excede-
ria los limites recomendados de ingesta.

Las preparaciones carnicas que se mantienen
calientes en recipientes de aluminio en exhibi-
dores podrian aportar residuos de aluminio si se
cocinaran con salsas que contienen acidos or-
ganicos. Hasta que se disponga de informacion
mas precisa para establecer limites seguros del
consumo de aluminio para la salud humana,
puede considerarse razonable el enfoque pre-
cautorio de reducir la exposicion al aluminio a
un minimo. Considerando los resultados obte-
nidos en el presente estudio, se sugiere evitar el
almacenamiento en caliente de alimentos con

salsas acidas en recipientes de aluminio por un
tiempo prolongado.
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Evaluacion de riesgo a la salud y contaminantes en agua de bebida.
Importancia de la ingesta de agua
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Resumen. Se evalu6 la importancia del consumo diario de agua por ingesta en la evaluacion de riesgo a la salud humana (ERS) de
contaminantes presentes en agua subterranea de pozos domiciliarios en la ciudad de Azul, Argentina. El riesgo probabilistico acu-
mulativo se calcul6 en base al modelo de la Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos (USEPA) para cuatro grupos de
edad (5, 10, 15 afos y adultos). Los resultados fueron comparados mediante la aplicaciéon de un consumo diario de agua por ingesta
estimado utilizado con frecuencia en la literatura frente a una cantidad ingerida local. De las seis variables usadas (Concentracién de
la sustancia peligrosa en el agua; Ingesta diaria de agua (/); Frecuencia de exposicion; Duracion de la exposicion; Peso corporal del
individuo expuesto; Factor de correccion para el tiempo promedio de exposicion cronica), la / fue la variable mas influyente en el va-
lor del riesgo presentando diferencias significativas entre los resultados derivados de ambos tipos de /. La diferencia mas alta fue en
los 5 afios de edad, grupo que presenté un riesgo acumulado asociado con / local 98% mas bajo respecto del riesgo calculado utili-
zando / basada en la literatura. La seleccion de la / tuvo un impacto significativo en los resultados del riesgo, lo que sugiere una cui-
dadosa eleccién de las variables de entrada al modelo de la evaluacion del riesgo para evitar subestimaciones o sobreestimaciones.

Palabras clave: Riesgo sanitario; Sustancias inorganicas; Sustancias fendlicas; Agua de bebida.

Abstract. We evaluated the importance of the daily consumption of water by ingestion on health risk assessment (HRA) from pol-
lutants present in shallow groundwater from residential wells in the city of Azul, Argentina. The probabilistic cumulative risk was cal-
culated based on the model of the United States Environmental Protection Agency (USEPA) for four age groups (5, 10, 15 years and
adults). The results were compared by applying a daily consumption of water by estimated intake frequently used in the literature
against a local ingested amount. From the six variables used (Concentration of the hazardous substance in water, Daily water intake
(N, Frequency of exposure, Duration of exposure, Body weight of the exposed individual, Correction factor for the average time of
chronic exposure), | was the most influential variable in the value of risk, presenting significant differences between the results de-
rived from both types of /. The highest difference was in the 5 years of age, a group that presented an accumulated risk associated
with local / 98% lower regarding the risk calculated using / based on the literature. The selection of / had a significant impact on risk
outcomes, suggesting a careful choice of input variables to the risk assessment model to avoid underestimation or overestimation.

Keywords: Health risk; Inorganic substances; Phenolic substances; Drinking water

Introduccién

La evaluacion de riesgos a la salud (ERS) es una
herramienta de gestion que utiliza datos para
estimar posibles efectos en la salud causados
por la exposicion con agentes fisicos, quimicos
o bioldgicos dafinos en condiciones especifi-
cas de exposicion (NRC 1994). El método de
cuantificacioén aplicado con mayor frecuencia
en la ERS es el enfoque deterministico (Schwab
y col. 2005; Navoni y col. 2014). El modelo de
ERS deterministico utiliza valores Unicos para
cada variable de entrada y obtiene un valor de
riesgo Unico como resultado del modelo, sin
ninguna indicaciéon de la cantidad de incerti-
dumbre o variacion esperada alrededor de este

valor. El enfoque probabilistico puede resolver
este problema al proporcionar distribuciones
de probabilidad de riesgo que tengan en cuen-
ta tanto la incertidumbre como la variabilidad
de los parametros de entrada (Burmaster 1996;
Thompson y Graham 1996; USEPA 2011). La
ERS probabilistica se ha aplicado con éxito
para evaluar posibles efectos adversos para la
salud de los contaminantes del agua (Hamidin y
col. 2008; Chowdhury y col. 2009; Kavcar y col.
2009; Wu y col. 2011; Peluso y col. 2012 a, b;
Peluso y col. 2016; Saha y col. 2017).

La decisién del investigador sobre qué valores
de parametros de exposicion usar en el modelo
ERS afecta la variabilidad, los niveles de incer-
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tidumbre y podria inducir diferencias significa-
tivas en los resultados. Por lo tanto, las fuentes
de incertidumbre y variabilidad deben tenerse
en cuenta durante el proceso de ERS (NRC
1994; USEPA 2011). La cantidad de agua inge-
rida junto con otros parametros del modelo de
exposicidon (por ejemplo, concentracién de la
sustancia peligrosa, frecuencia y duracion de la
exposicion, peso corporal del individuo expues-
to) son tipos de variables de entrada utilizadas
para calcular el riesgo en condiciones especifi-
cas por exposicion a un agente potencialmente
toxico. El investigador que realiza la ERS debe
definir estas "condiciones especificas" al ele-
gir los valores de las variables de entrada para
el célculo de riesgo con el fin de minimizar el
error. Estas fuentes de incertidumbre y variabi-
lidad podrian estar asociadas a la edad del in-
dividuo expuesto, escenario de exposicion (por
ejemplo, la via, la duracién y la frecuencia de la
exposicion) y al tipo de tratamiento numérico
dado a los parametros (enfoque deterministico
o probabilistico). Una vez que se aplica el mo-
delo de riesgo, la variabilidad e incertidumbre
de los parametros de entrada se incluyen en la
salida del modelo que muestra los resultados
de la evaluacion del riesgo.

La mayoria de las publicaciones sobre ERS en
las que se utiliza el consumo de agua por inges-
ta, se basan en valores de consumo de agua
establecidos por USEPA (Ni y col. 2009; Kumar
y Xagoraraki 2010; Wu y col. 2010; Legay y col.
2011; Wu y col. 2011; Amjad y col. 2013; Pen-
tamwa y col. 2013; Kelepertzis 2014; Sener y
col. 2017; Singh y Kumar 2017, entre muchos
otros). Sin embargo, las ERS en las cuales el
consumo de agua por ingesta se basa en las
condiciones locales son menos comunes (Ka-
vcar y col. 2009; Phan y col. 2010; Jamaludin y
col. 2013; Wongsasuluk y col. 2014).

El consumo de agua por ingesta suele ser el
parametro mas influyente del analisis de riesgo,
como se menciond en un estudio anterior (Othax
y col. 2014) y en otro mas reciente (Fallahzadeh
y col. 2018). Cuando no hay datos locales dis-
ponibles sobre el consumo de agua, se utilizan
referencias de otras fuentes, lo que aumenta la
incertidumbre del valor de riesgo final debido a
las condiciones experimentales potencialmente
diferentes en las que se estimaron.

La ciudad de Azul, provincia de Buenos Aires
tiene una superficie de 90,5 km? (area urbana
mas periurbana). Si bien casi la totalidad de la
planta urbana esta cubierta por la red de agua
potable, es frecuente la tenencia de pozos de

agua para consumo humano en los domicilios.
Nuestra hipotesis es que la ingesta diaria de
agua segun la literatura (por ejemplo de USEPA)
es mucho mas alta que la ingesta local de po-
zos domiciliarios para nuestra area de estudio
y esta sobreestimacion de la exposicion huma-
na a contaminantes del agua podria conducir
a decisiones erroneas de gestion de recursos
hidricos que afectan la salud publica.

El objetivo del presente estudio es corroborar
esta hipotesis comparando los resultados de
ERS basados en la ingesta de agua de la lite-
ratura (USEPA 2002) con los basados en una
ingesta de agua generada localmente obtenida
con datos de una encuesta in-situ en la que se
consideraron cuatro grupos de edades.

Material y métodos

Area de estudio

La cuenca del arroyo del Azul (6.000 km?) se en-
cuentra en el centro de la provincia de Buenos
Aires (36° 00"/ 37° 20" S - 60° 12" / 58° 52" W).
La ciudad de Azul, ubicada en la cuenca, es la
ciudad cabecera del partido homénimo, cuenta
con una poblacion de 60.000 habitantes y es
el area urbana mas poblada de la cuenca. La
ciudad tiene una amplia cobertura de agua po-
table que es suministrada por la compania de
provision de agua de la ciudad. Esta red alcan-
za el 98% de los hogares. Sin embargo, a pesar
de la amplia cobertura de la red de agua, hay
pozos domiciliarios de aguas poco profundos
que se usan ocasionalmente para beber y para
otros fines (por ejemplo, ducharse), aunque su
uso esta prohibido por ley. Mediante el uso de
agua de pozo, las personas pueden estar ex-
puestas directa o indirectamente a sustancias
toxicas (Figura 1).

-36.73

-36.77

-BGI.IZ

Figura 1. Ubicacion del area de estudio y de los
pozos domiciliarios. Ciudad de Azul, Argentina.
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La estimacién del riesgo se realizd en cuatro
grupos de edad diferentes (5, 10 y 15 afos y
adultos, de 20 afos en adelante) expuestos a
varias sustancias peligrosas en el agua de pozo
usada para beber. La dosis diaria promedio de
exposicion a las sustancias quimicas se estimé
probabilisticamente usando la Ecuacion 1 del
modelo cuantitativo de USEPA (1989, 1992).

C* TI'FE*DE i
DDP= PeFC) Ecuacion 1

Donde:
DDP = la dosis diaria promedio del contaminante
debido a la ingesta de agua (mg/kg/dia),
C = la concentracion de la sustancia peligrosa en el
agua (mg/L),
/= ingesta diaria de agua (L/dia),
FE = la frecuencia de exposicion (dia/afo),
DE = la duracion de la exposicion (afio),
Pc = el peso corporal del individuo expuesto (kg),
FC = el factor de correccion para el tiempo promedio
de exposicion cronica (duracion estadistica de la vida
humana: 30 afos * 365 dias).
Los valores de riesgo que representan los efectos
no carcinogénicos de las sustancias peligrosas se
calcularon utilizando el cociente de riesgo (CR) (USEPA
1989) (Ecuacion 2), el cual implica la relacion entre la
dosis diaria promedio (DDP y la dosis de referencia
toxicoldgica (DRA para cada sustancia quimica
involucrada. Si CR es menor que 1.0, el riesgo para
la salud no carcinogénico se asume no significativo
(USEPA 1989).

cR= LDP

pRf  Ecuacion 2

Cada variable de entrada del modelo de DDP se define
mediante una funcién de densidad de probabilidad
(FDP). En consecuencia, el CR es también una FDP.
Los parametros estadisticos se tomaron de cada FDP
y se utilizaron como descriptores cuantitativos.

Variables de entrada del modelo ERS
Concentracion de la sustancia peligrosa (C)
Las muestras estacionales de agua subterranea
fueron recolectadas en 30 pozos domésticos
activos (10 a 20 m de profundidad) distribuidos
en toda el area urbana. El estudio totaliz6 16
eventos de muestreo entre 2002 y 2007. Las
muestras de agua se recolectaron de acuerdo
con técnicas estandar y se mantuvieron a 4 °C
hasta su analisis. Las muestras de agua para
determinaciones de metales y sustancias inor-
ganicas se colectaron en botellas de polietileno
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de alta densidad. Se usaron botellas de vidrio
ambar con tapas internas de teflon para las
muestras de sustancias fendlicas.

Las muestras fueron analizadas por un labo-
ratorio certificado segun lo establecido por la
autoridad de proteccién ambiental compe-
tente. Se utilizé un espectrémetro atémico de
absorcion Varian SpectrAA55 para medir las
concentraciones de metales (es decir, Pb, Cr,
Cd) siguiendo el procedimiento estandar de la
USEPA (SW 846 M 7420, SW 846 M 7190, SW
846 M 7130). Para la concentracion de As, se
empled un espectrofotémetro visible Cintra 6
UV de GBC segun el método SM M 3500 As C.
Para la determinacién de sustancias fendlicas
(CAS 108-95-2) se utilizd un espectrofotometro
visible UV Cintra 6 UVC segun el método USE-
PA SW 846 M 9065. Las concentraciones de
fluoruro y nitrato se midieron utilizando espec-
trofotdmetro Thermo Scientific AquaMate UV
Vis de acuerdo a SM 4500 NO,- B.

Las distribuciones de las concentraciones de
cada sustancia fueron ajustadas a la funcién
de distribucién de probabilidad de mejor ajuste
con la ayuda de Crystal Ball 7.1 (Decisioneering
2007) (Tabla 1). El software compara los datos
de concentracion con cada una de las distribu-
ciones de probabilidad continuas (por ejemplo
beta, normal, lognormal), seleccionando la que
mejor se ajusta después de ejecutar las prue-
bas de bondad de ajuste de Anderson Darling
para detectar el conjunto de parametros de la
distribucién que mejor describe las caracteristi-
cas de los datos.

Las concentraciones de las sustancias no de-
tectadas se reemplazaron por el limite superior
de confianza del 95% (UCL) de la media aritmé-
tica de sus concentraciones detectadas. La es-
timacién de UCL se realiz6 utilizando el software
ProUCL v.3 (USEPA 2004), que realiza una se-
rie de pruebas paramétricas y no paramétricas
y sugiere el valor de UCL mas apropiado para
usar en funcién de la distribucion de los datos.

Ingesta de agua (/), frecuencia de exposicion
(FE), duracion de la exposicion (DE) y peso cor-
poral (Pc)

Las Tablas 2 y 3 presentan los parametros des-
criptivos de las diferentes variables de entrada
del modelo de exposicion para los cuatro gru-
pos de edades.

La ingesta de agua (/) se estimé en base a en-
cuestas realizadas en seis barrios. Los barrios
se agruparon segun condiciones socioecono-
micas similares mediante la aplicacién de un
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indice de vulnerabilidad denominado Sistema
Integrado de Criterios Socio-econémicos (SIC)
(Peluso y col. 2003).

El SIC esta compuesto por variables de entra-
da que representan los niveles de educacion,
salud e ingresos tomados del censo de Po-
blacién, Vivienda y Hogares de Argentina (IN-
DEC 2001) y de un conjunto de datos locales
de 2005 proporcionados por el Municipio de
Azul. La aplicacién del SIC permitié seleccio-
nar tres pares de barrios agrupados por con-
diciones socioeconémicas similares para lograr
una muestra representativa de la poblacion de
la ciudad. Las encuestas se realizaron entre di-
ciembre de 2010 y febrero de 2011, adoptando
un método de muestreo aleatorio estratificado.
El nUmero de encuestados fue 418 (n = 418), y

cada encuestado representd a su propio gru-
po familiar. Este valor n es representativo de las
6516 personas que vivian en los seis barrios. El
célculo del n se realizd segun la formula de Sie-
rra Bravo (1994), con datos de poblacién segun
INDEC (2008). La encuesta incluyd preguntas
sobre la existencia de pozos activos de agua
en el hogar, volumen de agua que consumen
los miembros del hogar, ya sea directa o indi-
rectamente (por ejemplo, té, jugo) composicion
de la familia, edad y género de los miembros de
la familia, sus patrones de consumo de agua,
entre otras cuestiones. Las FDP de los pesos
corporales (Pc) para cada uno de los cuatro
grupos de edad se basaron en Lejarraga y Or-
fila (1987). FE y DE fueron definidos por juicio
propio (Othax y Peluso 2014).

Table 1. Limite de Cuantificacion (LC, ug/L), Dosis Oral de Referencia (DRf, ug/
kg/dia) y concentraciones de las sustancias presente en agua (ug/L).

DRf

: ce 1) L 2) 3) 4) 5)
Sustancia LC Valor Fuente T dist Min Max MA DE

NO3 No informado  7.040 USEPA 2018 Weibull 98,8 250.882 44.531 37.326

= No informado 60 USEPA 2018 Lognormal 345 3.090 1177 487

Pb 2 0,8 TDP 2005 Minimo 332 8,94 5,11 1,17

Cr 2 3  USEPA 2018 Logistica 27 426 299 0,245

As 3 0,3 USEPA 2018 Logistica 20 49,68 31,51 6,74

Cd 0,5 0,5 USEPA 2018 Logistica 1,01 1,79 1,33 0,117
Sustancias fendlicas 4 300 USEPA 2018 Triangular 5,66 6 5,83 0,0996

Referencias: ' T dist: tipo de distribucion; 2 Min: minimo; ¥ Max: maximo; ¥ MA: media aritmética; ¥ DE: desvio estandar.
Table 2. Parametros del modelo de distribucién de probabilidad y
estadisticos descriptivos de la ingesta de agua (/, L/dia).

Edad Tdist” Min? Max® MA® DE® Fuente Tdist" Min?  Max® MA® DE® Fuente ValorP
5 0,004 1,89 0,410 0,409 Logis” 0,000008 0,06 0,011 0,009 <0,01*
10 Log® 0003 191 043 043 USEPA 0,00002 1,25 0,3295 0,21 Encuestas <0,01*
15 0,007 2,54 0,55 0,54 2002 Minext® 0,019 1,07 0,3291 020 locales <qgoq~*

Adulto 0,148 3,82 0,95 0,83 0,081 326 103 062 <0,01*

Referencias: *Diferencia significativa (P<0,05); " T dist: tipo de distribucion; 2 Min: minimo; ® Max: maximo; 4 MA: media aritmética;
% DE: desvio estandar; © Log: log normal; ” Logis: logistica; ® Min ext: minimo extremo.

Table 3. Parametros del modelo de distribucién de probabilidad y estadisticos descriptivos de la
frecuencia de exposicion (FE, dias/afo), duracion de la exposicion (DE, afios) y peso corporal (Pc, kg).

FE DE Pc
Edad Tdist Min Max Mo Tdist Min Max Mo Tdist Min 3) 5) 6)
1) 2) 3) 4) 1) 2) 3) 1) 2y  Max MA ® DE Fuente
> 14 26 20 3 Lejarraga
Norm
10 im 300 360 330 T? 1 30 15 g 24 45 34 6 o,
15 34 74 50 7 1987
Adulto 59 103 77 7

Referencias: " T dist: tipo de distribucion:  Min: minimo; ¥ Max: maximo; 4 Mo: moda; ® MA: media aritmética; ©

) Tri: triangular; ® Norm: normal

o

E: desvio estandar;
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Resultados y discusion

La Tabla 4 presenta los percentiles 95 de la FDP
de riesgo para cada sustancia y para todas las
sustancias combinadas (es decir, exposicidon
acumulada) organizadas por grupo de edad y
utilizando los dos tipos de /. El uso de / basa-
da en los datos de encuesta local representd
una reduccion del valor de riesgo en los cuatro
grupos de edad en comparacién con el uso de
| de literatura. Los valores de riesgo acumula-
dos disminuyeron sus rangos de 98,4% (grupo
5 anos) a 29,7% (adultos).

Cuando se uso la/ de la literatura, el riesgo acu-
mulado disminuyé con el aumento de la edad.
Sin embargo, cuando se aplicé la | basada en
los datos de la encuesta local, la tendencia de
la variacion del riesgo con la edad fue diferente:
adultos> 10 afios> 15 afios> 5 afos. El adulto,
respecto de los demas estratos de edades, si
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bien presenta mayor Pc, presenté | mayores y
valores de riesgo mas altos. En los estratos de
10 y 15 afos se presentaron valores de inges-
ta locales semejantes, sin embargo, este ulti-
mo, presentd mayores valores de Pc, respecto
del estrato de 10 afios y los valores de riesgo
fueron menores. El estrato de 5 afnos, si bien
presenta bajos valores de Pc, también registra
bajos valores de /, y el menor valor de riesgo.
La comparacion entre ambos tipos de FDPs
de riesgo acumulativo dentro de cada uno de
los cuatro grupos de edad usando la prueba de
Mann-Whitney mostr6 diferencias significativas
(P <0,05). Por otro lado, la evaluacion de los
riesgos acumulativos asociados con cada tipo
de / entre grupos de edad mostré que cada uno
de los cuatro valores de riesgo acumulativos
fue significativamente diferente entre si segun
la prueba de Kruskal Wallis (P <0,05).

Table 4. Resultado de riesgo (percentil 95 de la funcién de densidad de probabilidades de riesgo).

Riesgo(P%®)

Edad Sustancias Ingesta Ingesta  Diferencia ,_ b
literatura local % alor
Pb 0,231 0,0036 98,44 <0,01*
Metales Cr 0,0352 0,000534 98,48 <0,01*
As 3,84 0,0577 98,5 <0,01*
Cd 0,0927 0,00142 98,47 <0,01*
> Otras NOs™ 0,291 0,00528 98,19  <0,01*
inorganicas F 0,689 0,0120 98,26 <0,01*
Organicas Sustancias Fendlicas 0,000692 0,0000104 98,49 <0,01*
Acumulativo 4,98 0,0766 98,46 <0,01*
Pb 0,141 0,0674 52,03 <0,01*
Cr 0,0222 0,0103 53,6 <0,01*
Metales As 233 1,12 51,92  <0,01*
Cd 0,0592 0,0275 53,63 <0,01*
10 Otras NO3” 0,176 0,101 42,26 0,02*
inorganicas F- 0,457 0,234 48,67 0,01*
Organicas Sustancias fendlicas 0,000434 0,000198 54,26 0,0432*
Acumulativo 3,11 1,44 53,73 0,281*
Pb 0,119 0,0439 63,16 <0,01*
Cr 0,0184 0,00647 64,88 <0,01*
Metales As 2,01 0,707 64,81 <0,01*
Cd 0,0486 0,0172 64,65 <0,01*
15 Otras NO3” 0,141 0,0633 55,26 <0,01*
inorganicas = 0,3770 0,149 60,49 <0,01*
Organicas Sustancias Fendlicas 0,000352 0,000125 64,36 <0,01*
Acumulativo 2,64 0,965 63,41 <0,01*
Pb 0,114 0,0866 24 <0,01*
Metales Cr 0,0182 0,0126 30,57 <0,01*
As 1,93 1,37 28,71 <0,01*
Cd 0,0482 0,0336 30,26 <0,01*
Adulto g NOs5™ 0,144 0,128 1159  <0,01*
Inorganicas F 0,375 0,284 24,23 <0,01*
Organicas Sustancias Fendlicas 0,000354 0,000242 31,5 <0,01*
Acumulativo 2,57 1,8 29,77 <0,01*

Referencias: *Diferencia significativa (P<0,05)
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La Figura 2 muestra las FDPs de riesgo acumu-
lativo para los cuatro grupos de edad. El grupo
de 5 afos de edad presento6 la mayor diferen-
cia entre las FDPs de riesgo asociados con los
datos de la literatura y con la / local (Figura 2a).
El percentil 95 de 5 afios de edad basado en
la / local estaba por debajo del limite de segu-

ridad (0,0766) pero el basado en la / de la lite-
ratura estaba por encima de éste (4,98). Como
se mencion6 anteriormente, para el grupo de
edad de 5 anos, el uso de datos basados en
la literatura representd una sobreestimacion de
98,4% del riesgo en comparacion con el uso de
datos locales.

Figura 2. Funciones de densidad de probabilidad acumulada de
riesgo hasta el percentil 95 para los cuatro grupos de edad.
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Referencias: (a) 5 afios, (b) 10 afios, (c) 15 afios, (d) adultos. Lineas discontinuas: basado en / de encuesta local. Lineas

continuas: basado en /de literatura.

El grupo de edad adulta mostr6é una diferencia
menor entre las FDPs de riesgo calculados utili-
zando la ingesta local y la ingesta de la literatura
(Figura 2d). Ambos percentiles 95 de los valores
de riesgo de adultos estaban por encima del li-
mite de seguridad (los valores fueron 2,57 cuan-
do se uso la / de la literatura y 1,80 cuando se
uso la/ de los datos de la encuesta local). El uso
de I de la literatura representé una sobreestima-
cion de riesgo de 29,7% para este estrato de
edad (P <0,05). Los grupos 10 y 15 afilos mos-
traron diferencias de magnitud intermedia.

La sustancia mas riesgosa para los cuatro gru-
pos de edad fue As, con un valor de riesgo que
representa casi el 75% del riesgo acumulado
para ambos tipos de /. Usando la | de la litera-

tura, se generaron riesgos por encima del limite
de seguridad, siguiendo una tendencia general
de valores de riesgo-edad similar a la del riesgo
acumulativo. Cuando se aplicé la / de la encues-
ta local, los valores de riesgo de As estaban por
encima del limite de seguridad solo para los
grupos de 10 afos y adultos, aunque para el
grupo de 15 aros el valor estaba cerca de este
limite. Para el grupo 5 afos, el valor de riesgo
de As estaba por debajo del limite de seguridad.
Solo dos variables de modelo de entrada varia-
ron entre los grupos de edad: / y Pc. Para anali-
zar qué variable fue la principal contribuyente a
la FDP de riesgo, se realiz6é un andlisis de sen-
sibilidad basado en la FDP del riesgo acumula-
tivo del grupo de 5 afos. La variable de entrada
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que mas contribuy6 a la variabilidad de la FDP
del riesgo fue la | (ambos tipos de /) (Figura 3).

La / contribuy6 en mas del 55% (/ de encuesta
local) y mas del 80% (/ basada en la literatura)
a la varianza total de cada FDP del riesgo. Otra
variable de entrada que vari6 entre los grupos
de edad fue Pc, pero su efecto fue insignifican-
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te para ambos tipos de / (casi -1 y -3% para
la literatura y para las | basadas en encuestas
locales, respectivamente). La gran contribucion
de la/ ala FDP de riesgo, independientemente
del tipo de /, confirma nuestra hipotesis de que
la ingesta de agua es el parametro mas influ-
yente en la HRA probabilistica.

Figura 3. Resultado del analisis de sensibilidad realizado en el grupo 5 afios para arsénico en agua.
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la exposicion; Conc: Concentracion de As; Pc. Peso corporal; FE: Frecuencia de exposicion.

Figura 4. Funciones de densidad de probabilidad acumulada de la /
hasta el percentil 95 para los cuatro grupos de edad.
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La declaracion mencionada anteriormente im-
plica que cada FDP de riesgo tenia una tenden-
cia similar a la FDP de la I correspondiente. La
Figura 4 muestra ambos tipos de FDP de | para
los cuatro grupos de edad. La / de la literatura
varia gradualmente debido principalmente a las
demandas naturales del cuerpo morfofisiol6gi-
co que evolucionan con la edad.

Este cambio natural de la / con la edad tam-
bién se aplica al Pc (Tablas 3 y 4). La relacion
numérica entre estas dos variables de entrada
explica la tendencia seguida por el cambio de
los valores de riesgo con la edad: 5 afos> 10
afos> 15 afios> adultos. La / de encuesta local
no cambio con la edad y, por lo tanto, el riesgo
tampoco cambidé. La mayor diferencia se detec-
td en el grupo de edad 5 afos, en el que la /
de encuesta local fue mucho mas baja que la
| basada en la literatura. Esta disparidad de in-
gestas de agua genero6 diferencias estadistica-
mente significativas entre los valores de riesgo.
La diferencia entre ambos tipos de riesgo para
el grupo de 5 afios se atribuye a la gran canti-
dad de nifios que no consumen agua de pozos
poco profundos (88,88%). Esto se debe princi-
palmente a que las madres comunmente se nie-
gan a ofrecer agua de pozo a sus hijos porque
no se sienten seguras sobre su calidad (Othax
y Peluso 2014). La diferencia fue mayor en los
grupos 10 y 15 afios que en el grupo de 5 afos.
Cuando se evalua la exposicidon a contami-
nantes en el agua potable, el volumen de agua
consumida es un parametro esencial que se
debe conocer (Ji y col. 2010; Mons y col. 2007).
Aunque la | se usa con frecuencia como una
variable de entrada determinista en los calcu-
los de riesgo (Lee y col. 2004; Tokmak y col.
2004; Uyak 2006; Khan y col. 2016; Rasool y
col. 2015; Song y col. 2017; Wang y col. 2018),
el andlisis de sensibilidad mostré que la | tuvo
el mayor impacto en el resultado de la HRA pro-
babilistica que realizamos. Esto es consisten-
te con los resultados de estudios previos que
han indicado a la | como el parametro de mayor
impacto (Othax y col. 2014; Fallahzadeh y col.
2018) o uno de los parametros de mayor im-
pacto en los resultados de riesgo (Saha y col.
2017; Zhang y col. 2017).

Hay muchos factores que podrian influir en la
cantidad diaria de agua consumida, tales como
las diferencias fisiologicas debido a la raza, la
edad, el género, las actividades fisicas, las con-
diciones geometeorolégicas (clima y topogra-
fia) y los factores culturales (habitos laborales
y de ocio). Ademas, la tasa de ingesta de agua

también podria verse afectada por cambios en
el estilo de vida, como las variaciones en los
habitos alimenticios.

Teniendo en cuenta todos los factores anterio-
res que influyen en la ingesta de agua vy, por
lo tanto, afectan los resultados de las evalua-
ciones de riesgo, nuestro estudio fue capaz de
demostrar que el uso de la | basada en datos
de la literatura podria generar una sobreestima-
cion de riesgo del 29,7 a 98,4% segun el gru-
po de edad considerado (adultos y 5 afios, res-
pectivamente). Por lo tanto, el volumen de agua
ingerida debe determinarse cuidadosamente,
ya que los supuestos basados en la literatura
podrian causar escenarios de exposicidon poco
realistas que podrian conducir a sobreestima-
ciones de riesgo.

Conclusiones

El estudio mostré que la ingesta de agua (/) fue la
variable mas influyente en la ERS. Los valores de
riesgo presentaron diferencias significativas en-
tre los resultados derivados de las dos / evalua-
das (encuesta local y bibliografia) con valores de
riesgo mas bajos al utilizar la / basada en la en-
cuesta local. La mayor diferencia fue para el gru-
po 5 afos que presentd una diferencia de 98,4%
entre ambos riesgos. La diferencia se mantuvo
para los grupos 10 y 15 afos, siendo del 53,7
y 63,4%, respectivamente. En adultos, la dife-
rencia disminuy6 29,7%. La eleccion del valor
de | influye en gran medida en los resultados de
la evaluacion del riesgo. Al conocer la tasa de
ingesta de agua in situ y tener este valor varia-
ble discriminado por grupos de edad, se podria
realizar una evaluacion de riesgos mas realista,
evitar las sobre-estimaciones de riesgos y redu-
cir la incertidumbre. Este trabajo contribuye al
conocimiento sobre los métodos de estimacion
de riesgos por el consumo de agua contamina-
da para proteger de la salud de la poblacion. La
identificacion de posibles sobreestimaciones de
consumo de aguas ayudaria a evitar resultados
de evaluacion de riesgos inexactos y a mejorar
las decisiones de gestion del agua.
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Resumen. Ananas comosus, conocido popularmente como pifia, tiene una anatomia de planta bien definida y numerosos fitoqui-
micos farmacologicamente activos. Algunos de éstos son responsables del potencial antimicrobiano de la especie, que ha sido
ampliamente estudiado dada la resistencia bacteriana a los antibidticos actualmente utilizados. Teniendo esto en cuenta, se define
que la caracteristica principal de un medicamento es la ausencia de efectos toxicos, por lo tanto, es necesario buscar datos sobre
la toxicidad de A. comosus, colaborando para su posible uso como farmaco. Comparando extractos hidroalcohdlicos de las hojas
de la corona, cascara y pulpa de la infrutescencia, fue posible determinar que los tres extractos probados no son toxicos, siendo
el de menor toxicidad para Artemia salina Leach (extracto de hojas con CL, igual a 994 ug/mL) y a sangre de cordero (extracto de
pulpa con porcentaje de hemdlisis igual a 0,83%). Los estudios sobre principios y metodologias similares a los utilizados aqui han
encontrado resultados comparables que indican la baja toxicidad de la planta. Estos resultados aportan a las investigaciénes que
promueven el uso de la pifia como agente fitoterapéutico y reafirman su presencia en el Sistema Unico de Salud de Brasil.

Palabras clave: Ananas comosus; Fragilidad eritrocitaria; Artemia salina; Pifia; Eritrocito; CL,,

Abstract. Ananas comosus, popularly known as pineapple, has well defined plant anatomy and numerous pharmacologically active
phytochemicals. Some of these are responsible for the species antimicrobial potential, which has been widely studied given the bac-
terial resistance to the currently used antibiotics. Considering this, it is defined that the main characteristic of a drug is the absence
of toxic effects, thus, there is a need to seek data regarding the toxicity of A. comosus, collaborating for its possible use as a drug.
Comparing hydroalcoholic extracts from the crown leaves, skin and pulp of the infructescence, it was possible to determine that the
three tested extracts are non-toxic, being the one with the lowest toxicity to Artemia salina Leach (leaves extract with LC,, equal to
994 pg/mL) and to lamb's blood (pulp extract with percentage of haemolysis equal to 0.83%). Studies concerning principles and
methodologies similar to those used here have found comparable results stating the low toxicity of the plant. These results contribute
to the research that promotes the use of pineapple as a phytotherapeutic agent and reaffirms its presence in the Brazilian Unified
Health System.

Keywords: Ananas comosus; Fragilidad eritrocitaria; Artemia salina; Pineapple; Erythrocyte; LC.

Introduction

The Ananas comosus species (pineapple) be-
longs to the Bromeliaceae family, which is re-
sponsible for about 56 genera and more than
3000 species (Lopes Neto et al. 2015). Ac-
cording to Manetti et al. (2009) the description
of the family is attributed to the French priest
Charles Plumier, who, at the end of the seven-
teenth century, came across several different
plants and decided to name them bromeliads
in honour of the Swedish botanist Olaf Bromel.
Belonging to this family and to the genus Anan-
as, the pineapple is popularly widespread, be-
ing considered one of the most popular tropi-

cal fruits in the world. It is also included in the
group of plants with CAM metabolism (Crassu-
laceae Acid Metabolism), which main feature is
to close their stomata during the day and open
them at night to save water (Kerbauy 2004; Vie-
ira et al. 2010). In Brazil, the species is found
in the National Relation of Medicinal Plants of
Interest to the Brazilian Unified Health System
(Renisus).

It is also an herbaceous monocotyledonous
(Franco 2010), perennial, with narrow, long and
rigid leaves that possess serrated margins, be-
ing able to reach from 60 to 90 cm in height. It
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has a tuft of leaves on its top, known as crown,
and in its skin each "squama" is a true fruit that
grows from a flower and merges, receiving the
name of infructescence (Silva & Tassara 2001;
Crestani et al. 2010). It is rich in vitamins A, B
and C and contains potassium, sucrose, micro-
nutrients and antioxidants, carotenoids, pheno-
lic compounds (Chakraborty et al. 2015a) and
saponins (Da Paix&o 2016). It has several phar-
macologically active phytochemicals, such as
anannase beta-sitosterol, campesterol, chloro-
genic acid, rutin, naringenin, bromelain and fla-
vonoid glycosides (Parle and Goel 2010). As a
chemical marker it has bromelain, that is the ge-
neric name given to the set of endopeptidases
and proteases present in the members belong-
ing to the Bromeliaceae family (Chakraborty
et al. 2015b). This enzymatic set is present
throughout the pineapple.

Among the pharmacological activities observed
during the A. comosus research, it is worth
mentioning its anti-inflammatory effect, which
is associated to bromelain when used in fast-
ing, mucolytic, antimicrobial, anti-helminthic
and depolymerizing of sclerotic protein fibers of
connective tissue, arranged around the cellulite
nodules (Manetti et al. 2009; Pinto 2013; Offia-
Oluan and Ekwunife 2015). In popular medicine,
it has recognized medicinal properties such as
stomachic, carminative, diuretic and anti-in-
flammatory (Manetti et al. 2009). lts mucolytic
action, popularly identified through the various
expectorants made from pineapple, which are
used to eliminate respiratory secretions, tends
to be the most well known pharmacological ac-
tivity. Despite this, it is the antimicrobial activity
that has attracted considerable attention, due
to the rise of bacterial resistance to the already
developed and used drugs. Observing this and
considering the increased number of research-
es in the phytotherapy area and the market of
phytotherapic medicine, the need to explore
possibilities regarding this species was strong-
ly considered. Since the main characteristic of
a drug is primarily not causing any harm that
can be fatal to the user, evaluating the toxicity
of the chosen material for future formulations is
essential. Thus, dry crude extracts of Ananas
comosus L. Merril were produced and tested
against Artemia salina Leach and the erythro-
cyte osmotic fragility was determined.

Materials and methods
The present study was carried out in the labo-
ratories of Centro Universitario Tabosa de Al-
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meida (Asces-Unita), in the city of Caruaru-PE.
It has an experimental laboratory type design,
in which the acute toxicological potential and
the erythrocyte fragility of the dry crude ex-
tracts of Ananas comosus L. Merril were evalu-
ated. The exsiccate was deposited in the Insti-
tuto Agrondmico de Pernambuco — Dardano de
Andrade Lima, with registration number 91175,
being Dr. Rita de Cassia Pereira the responsible
for the taxonomic identification.

Preparation of the dry crude extracts of

A. comosus L. Merril

The infructescence of the plant drug was col-
lected between 7-9 o'clock in the morning, ob-
serving a healthy aspect of the vegetable part. It
was weighed, washed with clean running water
and dried with paper towels. The crown leaves
of Ananas comosus L. Merril were shaded for
a 24-hour period and afterwards placed in the
botanical oven at 40 °C for drying, while the skin
and pulp were manually reduced to small pieces
and routed separately to the maceration stage.
Subsequently, the dried leaves were ground in
an industrial mill and sent to maceration, as well
as the skin and pulp were previously: with 95%
v/v hydroalcoholic solution for 7 days. After this
period, the three hydroalcoholic solutions were
separately filtered to obtain the fluid crude ex-
tracts. All three solutions (crown leaves, skin
and pulp) were extracted in a rotary evaporator
at a temperature of 60 °C. After evaporation of
95% of the solution, the extracts were stored
in a vacuum desiccator and in an air circulating
oven (B.O.D.), achieving total dryness and ob-
taining the dry crude extracts of the three parts
of the plant material.

Determination of the LC, against Artemia salina
Leach

The determination of the LC,  followed the
methodology described by Meyer et al. (1982).
The eggs of A. salina Leach were incubated in
marine solution in a plastic container, which re-
mained under artificial light (40 W lamp) and
constant temperature of 28 °C for 48 hours. Af-
ter this procedure, the metanauplius stage was
obtained, standard model for toxicity tests due
to its higher sensitivity. For the control group the
metanauplius were submitted to only 5 mL of
saline water to evaluate their motility and mor-
tality without the addition of the extracts.

Thus, 50 mg of the dry crude extracts of Ananas
comosus L. Merril were use, 1 mL of 5% Tween
80 being added to aid their solubilizations. The
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solutions were homogenized, and the volume
was completed to 5 mL with saline water at pH
= 8.0. From these solutions, aliquots of 500,
375, 250, 125, 50 and 25 pL were withdrawn
and transferred to test tubes previously con-
taining 5 mL of saline, obtaining concentrations
of 1000, 750, 500, 250, 100 and 50 pg/mL for
each sample. The test was performed by tripli-
cate analysis and the samples were submitted
to artificial lighting for 24 hours. After this pe-
riod, the number of live and dead larvae was
counted and the data tabulated using the Mi-
crocal Origin® 4.1 software.

Study of erythrocyte osmotic fragility (EOF)

The erythrocyte osmotic fragility test aims to
measure the resistance of red blood cells to
haemolysis when submitted to plant extracts
(Sant’ana 2001; Rodrigues 2009). The test was
based on the technique described by Darcie &
Lewi (1975), in which the lamb's blood was kept
under refrigeration in a vessel with glass beads
to avoid its coagulation. For the control group
the blood cells were submitted to only 5 mL of
0.9% saline to evaluate haemolysis of the eryth-
rocytes without the addition of the extracts.

Fifty milligrams of the dried crude extracts of
Ananas comosus were diluted with 0.9% saline
and homogenized, and the volume of the mix-
ture was filled up to 5 mL with 0.9% saline. From
these solutions, aliquots of 500, 375, 250, 125,
50 and 25 pL were transferred to test tubes pre-
viously containing 5 mL of 0.9% saline, obtain-
ing the concentrations of 1000, 750, 500, 250,
100 and 50 pg/mL for each extract. Then, 25 pyL
of lamb's blood were added to each tube. Fi-
nally, the samples were centrifuged at 3000 rpm
for 15 min at room temperature and, after this
procedure; the absorbance of the supernatant
of each tube was measured in a 545 nm bio-
PLUS spectrophotometer. The curve regarding
the percentage of osmotic fragility was obtained
based on the haemoglobin absorbance value of
the supernatant multiplied by the total percent-
age and divided by the mean absorbance value
of the complete haemolysis of the erythrocytes.

Statistical analysis

The obtained information was statistically treat-
ed with Microsoft® Office Excel 2013 and Mi-
crocal Origin® 4.1 software.

Results and discussion
Lethal Concentration (LC,) against Artemina
salina Leach

Artemia salina Leach is a microcrustacean that
presents four stages of development: egg, nau-
plius, metanauplius and adult (Seyfried 2010).
In tests performed with this microcrustacean
species, it is important to analyse criteria such
as behaviour and mortality. The results obtained
from this in vivo assay show good efficiency
and correlation with in vitro toxicity results, sug-
gesting it as the first cytotoxic potential analy-
sis of new samples. In the present study, bioas-
says were carried out on Artemia salina Leach
for each one of the pineapple extracts. The le-
thal concentrations were obtained by calculat-
ing the parameters A and B, according to the
linear regression equation: y = A + B * x.

In which y represents a 50% probability of le-
thality, A is the angular coefficient and B is the
linear one. These values are automatically gen-
erated when the life and death data of the mi-
crocrustacean are plotted in Microcal Origin®
4.1 software, in accordance with each tested
concentrations of the extract. The program it-
self, through the linear regression equation, de-
termines the live curve for each extract accord-
ing to the concentrations and conditions that
were tested. In relation to this, it is taken as a
parameter that the closer to zero is the LC, the
more toxic the plant is; and the closer to 1000,
the lower the toxicity of the plant. In this bioas-
say the control group did not present changes
in mobility or mortality, validating the observed
results. Any changes in these parameters would
indicate an execution error, implying the neces-
sity of repetition the test. The crown leaves ex-
tract presented LC,; of 994 ug/mL, showing to
be practically non-toxic (Figure 7).

=— Extract of Ananas

comosus leaves
1001

801 S

70 .
60
50 h
40
304
201
10

% of lives

0 200 400 600 800 1000
Concentration (jg/mL)

Figure 1. Graph of the percentage of live
related to the concentrations of the dry crude
extract of the pineapple crown leaves.
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Figure 2. Graph of the determination of the LC, in the
tested concentrations of the pineapple skin extract.
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Figure 3. Percentage of live of Artemia
salina Leach in relation to the pulp extract of
Ananas comosus L. Merril (pineapple).

However, the skin extract showed to be slightly
toxic, with a final LC,, of 770 ug/mL, when ap-
plied to the linear regression equation (Figure 2).
The swim ratio of the animals was slower when
submitted to the three highest concentrations
(500, 700 and 1000 pg/mL).

The extract of the pineapple pulp had the low-
est LC,, which can be described as moderate-
ly toxic when compared to the other extracts
tested in this study. With a lethal concentration
of 622 pg/mL (Figure 3), the swim ratio of the
tested animals was significantly slower when
compared to the other extracts, indicating the
sensitivity of Artemia salina Leach to the sub-
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mitted extract. This can be explained thanks
to the high sugar content found in the pulp of
Ananas comosus L. Merril and, consequently,
in its extract, directly affecting the microcrusta-
cean, which is adapted to saline environments.
In a test carried out by Evangelista et al. (2012)
that also aimed to determine the LC, against
the microcrustacean Artemia salina Leach,
both pineapple pulp and skin extracts of A. co-
mosus presented 100% mortality in the highest
concentration of 1000 pg/mL. We believe that
this divergence of results occurred mainly due
to the different methodologies used. Evange-
lista et al. (2012) produced ethanolic extracts
and applied a procedure based on the writings
of Cantoria (1994), Peteros & Uy (2010), with
small modifications, while the present study
produced hydroalcoholic extracts and applied
a technique according to the methodology of
Meyer et al. (1982).

This same research exposed 10 metanauplius
of the microcrustacean to each concentration,
whereas in this one 12 metanauplius were ex-
posed; finally, seawater was used as the nat-
ural habitat of Artemia salina, while the cited
study used a mixture of 2.5 litres of water and
9.5 grams of sea salt obtained from a pet store
(Evangelista et al. 2012). Among the differenc-
es found, it is believed that the production of
the ethanolic extract and the use of water and
sea salt to simulate the environment for Artemia
salina were the main points that favoured the
death of the species.

In agreement with the results found in this
study, there is a research by Adoum (2009) that,
despite the difference in the production of the
sample to be tested, it concluded that the spe-
cies presents low toxicity against Artemia sa-
lina Leach. The study developed fractions of
different residues from the pineapple skin: an
ethanolic fraction and other with water frac-
tion. These were obtained by percolation with
different solvents aiming the solubilization and
separation of the compounds. The fractions
presented values of toxicity above 1000 pg/mL,
corroborating with the results found in the cur-
rent study, which affirms the low toxicity of the
A. comosus species.

Erythrocyte osmotic fragility

According to De Carvalho et al. (2017), red blood
cells are susceptible to blood pH in several pa-
thologies, leading to changes in acid-base bal-
ance and making them more prone to cell lysis,
in other words, increasing their osmotic fragility.
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Table 3. Percentage of haemolysis of

Considering this, the method consists in deter- the pulp DGE of A. Comosus,

mining the fragility of the red cells in a buffered

solution when submitted to vegetal extracts. Concentration  Absorbance Absorbance Mean Percentage of
From the value of the duplicate of the tested  (ug/mb) 1 2 Absorbance  haemolysis (%)
concentrations, the mean and then the average

absorbances were calculated. ? 1000 0.010 o.om o.om 0.83
The control group presented a percentage 750 0.004 0.003 0.004 0.30
of haemolysis of 0.22%, while the pineapple

crown leaves extract presented 7.19% at the 9% 0.003 0.003 0.003 0.22
highest concentration of 1000 uL/mL (Table 7) o5 0.000 0.001 0.0005 0,037
and may be seen as moderately toxic. On the

other hand, the skin extract showed a percent- 100 0.002 0.001 0.001 0.075
age of haemolysis of 1.66%, with a lower lysis 50 ) 0,000 0.000 0

of red blood cells when compared to the crown
leaves extract (Table 2). Therefore, the extract
is considered of low toxicity in relation to the
tested parameters and conditions, corroborat-
ing with the results of the bioassay against Ar-
temia salina Leach.

Regarding the pineapple pulp extract, the
erythrocyte osmotic fragility study presented a
percentage of haemolysis of 0.83% at a con-
centration of 1000 ug/mL, being classified as
practically non-toxic (Table 3).

Table 1. Haemolysis percentage of the

In a study carried out by Lopes Neto et al.
(2015), the haemolytic activities of extracts of
the crown leaves and the pulp of the A. comosus
were tested. The technique consisted in incor-
porating extracts in different concentrations (50
and 25 pg/mL) in sterilized paper disks, through
the diffusion method of the samples in Blood
Agar. In such manner, it is possible to detect the
presence of haemolysis halos in the Petri dish.

The results obtained in this study displayed that
both extracts showed no toxicity at the tested

DCE of A. comosus crown leaves.

Concentration  Absorbance Absorbance Mean Percentage of  concentrations, since the haemolytic activity is
(ug/mL) 1 2 Absorbance  haemolysis (%)  related to the toxicity of the plant.
According to Kaiser et al. (2010), the haemo-
1000 0.094 0.09 0.09 719 lytic activity is directly linked to the presence of
750 0.070 0.075 0.073 5.53 saponins in the plant; although the A. comosus
species is rich in saponins, these were not able
500 0045 0048 0047 3.56 to cause haemolysis in the performed test un-
250 0.029 0.025 0.027 904 der the tested concentrations. This confirms the
results of this study, in which, even at the maxi-
100 0.014 0.015 0.015 1.13 mum concentration of 1000 pg/mL, the pulp
extract exhibited a percentage of haemolysis
%0 002 0.009 0.0035 021 lower than 1%, whilst the crown leaves extract
presented a percentage of 0.27% in the con-
Table 2. Erythrocyte osmotic fragility centration of 50 pg/mL, the same concentration
of the skin DCE of A. comosus. as the study of Lopes Neto et al. (2015), as can
Concentration  Absorbance Absorbance Mean Percentage of be seen in Tab/e 1. . .
(ug/ml) 1 9 Absorbance  haemolysis %) 1 D& low toxicity of A. comosus is confirmed by
its presence in the National Relation of Medicinal
1000 0.020 0.024 0.022 1.66 Plants of Interest to the Brazilian Unified Health
System (Renisus). Despite this, the performed
750 0018 0.019 0.018 13 research sought to certify the coherence of the
500 0.018 0.015 0.016 1.21 species in the list, finally agreeing with it. In view
of the found results and since its low toxicity is
250 0.011 001 001 083 confirmed by studies carried out with different
100 0.007 0.007 0.007 053 types of samples from the species, such evi-
dences lead one to believe that the pineapple
50 0.006 0.005 0.005 037

can be used to manufacture pharmaceutical
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products according to their already proven ther-
apeutic activities. However, further toxicological

studies regarding the species are still required.
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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 los 1000 caracteres.

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

Envio de manuscritos

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

Gratuidad de las publicaciones

El envio, revision, edicion y publicacion de
cualquier tipo de material técnico cientifico o
de divulgacion aceptado por Acta Toxicoldgi-
ca Argentina es totalmente gratuito para los
autores, no debiendo estos abonar ningun tipo
de costo para su publicacién ni para ninguna
de las etapas previas.

Derechos de autor

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

Derechos de publicacion

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

Aspectos generales en la preparaciéon del
manuscrito para articulo original
Los manuscritos deberan redactarse con pro-

cesador de texto (Microsoft Word versién 2003
o superior), a doble espacio (incluso los resu-
menes, referencias y tablas) con un 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 tres a seis palabras clave, en el idioma
correspondiente. Si el trabajo estuviese escrito
en inglés, debera tener un resumen en espa-
fol. Las palabras clave iniciaran con mayuscu-
la e iran separadas por punto y coma.
Introduccioén. Incluira antecedentes actuali-
zados acerca del tema en cuestion y los obje-
tivos del trabajo definidos con claridad.
Materiales y métodos. Contendra la des-
cripcion de los métodos, aparatos, reactivos y
procedimientos utilizados, con el detalle sufi-
ciente para permitir la reproduccién de los ex-
perimentos.

Consideraciones éticas. En todos los estu-
dios clinicos se debera especificar el nombre
del Comité de Etica e Investigacidon que apro-
bo el estudio y que se 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
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
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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. Solo
los bordes externos de la primera y la ultima fila
y la separacion entre los titulos de las columnas
y los datos se marcaran con linea continua. No
se marcaran los bordes de las columnas. Ase-
gurese que cada tabla sea citada en el texto.
Las figuras se presentaran en hoja aparte, nu-
meradas consecutivamente con numeros ara-
bigos. Los dibujos deberan estar en condicio-
nes que aseguren una adecuada reproduccion.
Los graficos de barras, tortas o estadisticas
deberan tener formato GIF. Los numeros, letras
y signos tendran dimensiones adecuadas para
ser legibles cuando se hagan las reducciones
necesarias. Las referencias de los simbolos
utilizados en las figuras deberan ser incluidas
en el texto de la leyenda.

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

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

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

Las temperaturas se facilitaran en grados Cel-
sius y las presiones arteriales en milimetros de
mercurio.
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Todos los valores de parametros hematolégi-
cos y bioquimicos se presentaran en unidades
del sistema métrico decimal, de acuerdo con el
Sistema Internacional de Unidades (Sl). No
obstante, los editores podran solicitar que, an-
tes de publicar el articulo, los autores afadan
unidades alternativas o distintas de las del SI.

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

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

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

Bibliografia. 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 afio de la publicacion.

Ejemplos:

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

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

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

Ejemplos:
1. Articulo estandar en publicacion perio-
dica

Halpern S.D., Ubel PA., Caplan A.L. Solid
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-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 electronico

a. Articulo en publicacién periddica en in-
ternet

Abood S. Quality improvement initiative in
nursing homes: the ANA acts in an advi-
sory role. Am J Nurs [en linea]. 2002 Jun.
[consulta 12 de Agosto 2002];102(6):[1 p.].
Disponible en: http://www.nursingworld.
org/AJN/2002/june/Wawatch.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 100 words,
text 1000 words. The number of references
should not be over 12.

No more than three authors may be listed.

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

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

Submission of manuscripts

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

Free publishing costs

The submission, reviewing, editing and pub-
lishing of any kind of scientific or technical ma-
terial or of any disclosure material accepted by
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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 Pub-
lic License (CC-BY-NC). Authors retain the li-
cense of their article and the publication rights
on their work; nevertheless, they guarantee
the journal the right to be the first in its pub-
lication. Authors retain the license and rights
to their work under the guidelines of the li-
cense CC BY-NC, Creative Commons Public
License http://creativecommons.org/licenses/
bync/2.5/ar/". They can freely share their work
(recognizing its initial publication in this journal)
with the sole exception of reproduction of the
work published for commercial purposes, ac-
cording to this kind of CC license.

General guidelines in the preparation of
manuscripts for original articles

Articles must be written using a word proces-
sor (Microsoft Word 2003 or higher) with dou-
ble-spacing throughout (including abstract,
references and tables), and a minimum letter
size of Arial 12. Manuscripts must contain
page numbers on each page from the first
page. The use of bold and italic letters must
be limited to the bare minimum necessary.
First page should contain the article title, full
name 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 three to
six keywords in the corresponding language.
If the article is written in English, then the ab-
stract in Spanish must be provided. Keywords
must be headed by capital letters and sepa-
rated by semicolons.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

References. Citations in the text consist of the
authors’ last name (up to two authors) and the
year of publication in parentheses. In the case
of more than one citation, list them from the
oldest to the newest and separate citations by
semicolons. For more than two authors, only
cite the first author’s last name followed by et
al. and the year of publication.
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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.
4t ed. 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 For correct citation please refer to the “Uniform
American Medical Association [online]. Requirements for Manuscripts Submitted to
Chicago: The Association; ¢1995-2002 Biomedical Journals” proposed by the Inter-
[updated August 23, 2001; accessed Au- national Committee of Medical Journals Direc-
gust 12, 2002]. AMA Office of Group Prac- tors, available at: http://www.nlm.nih.gov/bsd/
tice Liaison. Available at: http://www.ama- uniform_requirements.html.

assn.org/ama/pub/category/1736.html
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INSTRUCOES PARA OS AUTORES

Acta Toxicol. Argent. (2019) 27 (1): 37-48

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 http://creativecommons.
org/licenses/bync/2.5/ar/ para a partilha de
trabalho, reconhecendo sua publicac&o inicial
nesta revista. Os autores sdo livres para usar a
obra para qualquer fim, menos comercial, de
acordo com este tipo de licenga CC.

Os direitos de publicacao

Acta Toxicologica Argentina € uma open access
publicacao com uma Licenga Publica Creative
Commons (CC-BY-NC). Autores mantém seus
direitos de publicacao e licenca e garantir a o
revista o direito de ser a primeira em publica-
¢céo da obra. Autores mantém os direitos a seu
trabalho sob as regras da licenga CC BY-NC,
Licenca Publica Creative Commons para a par-
tilha de trabalho, reconhecendo sua publicacao
inicial nesta revista. Os autores sao livres para
usar a obra para qualquer fim, menos comer-
cial, de acordo com este tipo de licenga 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 instituicdo e enderegco postal), se houver
autores com distintos lugares de trabalho, de-
verdo ser colocados superindices numéricos,
nao entre parénteses, junto aos nomes, para
identificar cada autor com seu respectivo lugar

de trabalho; fax e/ou correio eletrénico do autor
responsavel correspondente (que sera indica-
do com um asterisco na posi¢ao de super-indi-
ce localizado junto ao nome).

Na segunda pagina sera incluido titulo em in-
glés e o resumo no idioma do artigo e em inglés,
seguido cada um deles de uma lista de trés a
seis palavras-chave, no idioma corresponden-
te. Se o trabalho estiver escrito em inglés, de-
vera 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.

Consideragoes 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 deverdo ser apresentadas em fo-
lha a parte, numeradas consecutivamente com
numeros arabicos, com as aclaragcdes corres-
pondentes. Os avisos para esclarecimentos
de rodapé deverdo ser realizados empregando
numeros arabicos entre parénteses e super-in-
dice. Somente as bordas externos da primeira
e Ultima linhas e a separagéo entre os titulos
das colunas e os dados deverao ser marcados
com linha continua. Nao marcar as bordas das
colunas. Assegurar-se de que cada tabela seja
citada no texto.
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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 y
Allen 2002; Nawrot et al. 2003)”.

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

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

2. Livros e monografias

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

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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