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Notas editoriales

Por Aldo Sergio Saracco, Presidente de la Asociacion Toxicoldgica Argentina y
Adolfo Rafael de Roodt, Director de Acta Toxicoldgica Argentina.

Acta Toxicoldgica Argentina es el 6rgano oficial de difusion cientifica de la Asociacion Toxicoldgica Argentina
(ATA), entidad multidisciplinaria sin fines de lucro, que nuclea a los profesionales que estan vinculados directa
o indirectamente al estudio, desarrollo, investigacion, aplicacion y divulgacion de la toxicologia. Y que tiene
dentro de sus objetivos la publicacion de trabajos relacionados con los muy variados campos de la toxicologia.

Es por ello, que en este nimero, por decision de la Comision Directiva de ATA y el Comité Editorial de Acta
Toxicoldgica Argentina, cumpliendo con el mandato de mantener vinculaciones con otras asociaciones y enti-
dades cientificas del pais y del extranjero, se decidio incluir en el numero 30(3) una seleccion de los trabajos
premiados que fueran presentados en el | Congreso Virtual Iberoamericano de Salud Ambiental, realizado en
noviembre de 2021 y organizado en forma conjunta por la Sociedad Iberoamericana de Salud Ambiental (SIB-
SA), la Sociedad Espafiola de Sanidad Ambiental (SESA), la Sociedade Portuguesa de Satde Ambiental (SPSA)
y el Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Norte (IFRN) de Brasil; todas institu-
ciones afines y vinculadas con las actividades que ATA lleva adelante, y que con su actividad buscan difundir
la adquisicion, utilizacion y progreso del conocimiento toxicoldgico y el perfeccionamiento de la ensefianza
de las distintas areas de la Toxicologia. Es por ello, que Acta Toxicoldgica Argentina dedica este numero a la
publicacion de los trabajos que abordan diferentes temas relacionados con la toxicologia ambiental.

Por Susana I. Garcia, Presidenta de la Sociedad Iberoamericana de Salud Ambiental (SIBSA) y miembro del
Comité Editorial de Acta Toxicologica Argentina.

Este numero de Acta Toxicoldgica Argentina sera dedicado a temas de toxicologia ambiental, y para ello reali-
zamos una seleccion entre los trabajos premiados que fueran presentados como comunicaciones libres en el
| Congreso Virtual Iberoamericano de Salud Ambiental, realizado en noviembre de 2021, organizado en forma
conjunta por la Sociedad Iberoamericana de Salud Ambiental (SIBSA), la Sociedad Espafiola de Sanidad Am-
biental (SESA), la Sociedade Portuguesa de Saude Ambiental (SPSA) y el Instituto Federal de Educacao, Ciéncia
e Tecnologia do Rio Grande do Norte (IFRN) de Brasil.

La Sociedad Iberoamericana de Salud Ambiental (SIBSA) se fundd el 26 de septiembre de 2017, dia mundial
de la salud ambiental, como una entidad que agrupa a las sociedades y a los profesionales y técnicos de todos
los paises de la region de Iberoamérica, dedicados a disminuir los riesgos que sobre la salud deriven de los
determinantes ambientales reconocidos, con la finalidad de propiciar las relaciones de colaboracion e inter-
cambio cientifico entre sus miembros para apoyar el cumplimiento de sus programas y objetivos.

Agradecemos a Acta Toxicoldgica Argentina por ser una de las revistas que oficia como organo oficial de di-
fusion de SIBSA.

En mas de veinte sesiones, que tuvieron lugar del 8 al 12 de Noviembre, se ha asegurado el didlogo con
mas de cien investigadores y especialistas de elevado perfil de excelencia, con amplia trayectoria en areas
de transdisciplinas vinculadas a la Salud Ambiental en Iberoamérica y al cumplimiento de los objetivos de la
Agenda 2030.

Se recorrieron temas de Biomonitoreo ambiental, Cambio climatico y salud, Contaminacion atmosférica, Con-
taminacion natural (HACRE, radiactividad), Disruptores endocrinos, Enfermedades desatendidas y control de
vectores, Ensefianza y profesionalizacion en salud ambiental, Epidemiologia ambiental, Farmacontaminacion,
Género y salud ambiental, Gobernanza en salud ambiental, Innovacion en salud ambiental, Inspecciones en
Salud Ambiental, Manejo de residuos, Microbiologia ambiental, Nuevas amenazas en salud ambiental, Pro-
ductos tecnoldgicos en salud ambiental, Psicologia ambiental comunitaria, Salud ambiental infantil, Salud
ambiental y COVID, Seguridad quimica y Sitios contaminados.

-133 -



Acta Toxicol. Argent. (2022) 30 (3): 133-134

La participacion de referentes de Centros Colaboradores de la Oficina Sanitaria Panamericana y de la Orga-
nizacion Mundial de la Salud redundaron como principal beneficio en la revision de los temas a la luz de las
estrategias que se desarrollan globalmente en la materia.

Trabajos originales, innovaciones metodoldgicas, asi como de evaluacion y/o monitoreo, quedaron expresados
en las comunicaciones libres en formato VIDEO que estan disponibles para toda la comunidad de la salud am-
biental, en el canal YouTube de SIBSA.

Todas las sesiones quedaron grabadas y pueden visualizarse en el canal YouTube de SIBSA (https://www.you-
tube.com/c/SibsaSaludAmbiental/playlists).

Los mejores trabajos en cada area fueron premiados, como una manera de alentar a seguir esforzandose en
esa direccion, en un acto que se realizd el 10 de diciembre, Dia Internacional de los Derechos Humanos, con-
tando con las palabras del Sr. David Boyd, Relator Especial del Alto Comisionado de la ONU sobre Derechos
Humanos y Medio Ambiente, cuyo tema central fue “El Derecho a un Ambiente Sano es finalmente un Derecho
Humano. Que sea una herramienta para el cambio, ahora es un asunto de todos”.

Finalmente, invitamos a todos los interesados a repasar las conferencias, las sesiones tematicas, las presen-
taciones de trabajos libres, y animamos a los colegas a reunirse por pais, por region, a debatir los problemas
de salud ambiental a nivel local y a aprovechar la internacionalizacion y las experiencias de profesionalizacion
en salud ambiental que ofrece este gran espacio de intercambio que es la Sociedad Iberoamericana de Salud
Ambiental abierta a todos. En tal sentido, en marzo de 2022, SIBSA Argentina tuvo su Primera Reunion Na-
cional donde se revisaron los grandes temas vistos en el Congreso a la luz de la realidad del pais y en breve
también se publicaran las conclusiones y los lineamientos de trabajo surgidos en dicha reunion.

Visitanos en www.saludambiental.org donde encontraras como seguirnos en las redes y en https://www.you-
tube.com/c/SibsaSaludAmbiental/playlists.
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ARTICULOS ORIGINALES

Aplicacion de modelos metabolémicos para la identificacion de EPOC en
poblaciones expuestas a humo de lefia en una comunidad indigena de México.
Application of metabolomic models for the identification of COPD in populations
exposed to wood smoke in an indigenous community in Mexico.

Balderas Segura, Berenice'; Flores Ramirez, Rogelio?; Diaz de Le6n-Martinez, Lorena?;

Galvan Romero, Vanessa S?; Rodriguez Aguilar, Maribel*®

'Universidad Autonoma de San Luis Potosi, México. 2Centro de Investigacion Aplicada en Ambiente y Salud, UASLP. ®Division de
Ciencias de la Salud, UQROO. *Teléfono: (52-983) 835 03 00 ext 529; Direccion: Avenida Erick Paolo S/N Magisterial, CP 77039,
México.

*maribel.rodriguez@uqroo.edu.mx

Recibido: 27/04/2022
Aceptado: 15/06/2022

Editores: Susana Garcia y Laura Lanari

Resumen. Propdsito: Para la evaluacion metabdlica de la fisiopatologia pulmonar se utiliza principalmente el aliento exhala-
do, el cual ha tomado una gran relevancia como método de diagnéstico no invasivo, de bajo costo, rapido y seguro. El obje-
tivo del presente estudio fue aplicar modelos metabolémicos para la identificacion de la Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Cronica (EPOC) en poblacion vulnerable expuesta a la quema de biomasa en una comunidad indigena de México. Métodos:
El estudio se conformé por 142 participantes, 44 pacientes con EPOC asociado a la quema de biomasa, 60 controles y 38
poblacién indigena expuesta a la quema de biomasa (PIE). Las muestras de aliento exhalado se analizaron mediante una nariz
electrénica (HERACLES I, Alpha MOS). Con los datos obtenidos se realizé un Andlisis Canonico de Coordenadas principales
(CAP), que fue utilizado para la prediccién de EPOC de la PIE y se determiné la concentracion de 1-hidroxipireno (1-OHP) en
muestras de orina. Resultados: Se logré identificar un total 59 COVs en las muestras de aliento exhalado de los grupos de
estudio, los cuales se utilizaron para establecer un modelo de discriminacion entre la huella quimica del grupo de pacientes
con EPOC y el grupo control. El modelo CAP indicé una separacion entre las huellas quimicas de los pacientes con EPOC y
sujetos sanos, con una correcta prediccion de 91,34%, con una sensibilidad y especificidad de 93,2 y 96,7 % respectivamen-
te. Se encontraron 10 participantes de la PIE con patrén obstructivo y una alta concentracion de 1-OHP, determinando que
existe una concentracion del 1,31 + 0,67ug/mol de creatinina. Esta concentracion se encuentra mas de 5 veces arriba de los
valores de referencia establecidos en el 2001, que es de 0,24 pg/mol de creatinina. Al comparar los resultados de la huella
quimica de la PIE se posicion6 en el grupo de EPOC. Conclusion: Se logré obtener un diagnéstico oportuno en poblacién
vulnerable mediante el uso de la metabolémica y se demostrd la exposicion y los efectos pulmonares en poblacion indigena
de San Luis Potosi.

Palabras clave: EPOC; Metabolémica; Biomasa.

Abstract. Purpose: to evaluate metabolic disorders of the pathophysiology of the lung, the exhaled breath is mainly used, this
has become highly relevant as a non-invasive, low-cost, fast and safe diagnostic method. The objective of this study is to apply
metabolomic models for the identification of Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) in a vulnerable population exposed
to biomass burning in an indigenous community in Mexico. Methods: The study consisted of 142 participants, 44 patients with
COPD associated with biomass burning, 60 controls and 38 indigenous population exposed to biomass burning (PIE). Exhaled
breath samples were analyzed using an electronic nose (HERACLES I, Alpha MOS). With the data obtained, a Canonical Analy-
sis of Principal Coordinates (CAP) was performed, which was used for the prediction of COPD of IEP and the concentration of
1-hydroxypyrene (1-OHP) in urine samples was determined. Results: A total of 59 VOCs were identified in the exhaled breath
samples of the study groups, which were used to establish a discrimination model between the chemical fingerprint of the COPD
patient group and the control group. The CAP model indicated a separation between the chemical fingerprints of COPD patients
and healthy subjects, with a correct prediction of 91,34%, with a sensitivity and specificity of 93,2 and 96,7 %, respectively. 10
IEP participants with an obstructive pattern and a high concentration of 1-OHP were found, determining that there is a concen-
tration of 1,31 + 0,67pg/mol of creatinine. This concentration is more than 5 times above the reference values established in
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2001, which is 0,24 pg/mol of creatinine. When comparing the results of the chemical fingerprint of the PIE, it was positioned in
the COPD group. Conclusion: It was possible to obtain an opportune diagnosis in a vulnerable population using metabolomics

and exposure and pulmonary effects were demonstrated in the indigenous population of San Luis Potosi.

Key words: COPD; Metabolomics; Biomass.

Introduccién

La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica
(EPOC) se constituye por la disminucion del ca-
libre de la pared bronquial (bronquitis crénica), y
la destruccion alveolar (enfisema pulmonar) con
agrandamiento de los espacios aéreos, dificultan-
do la respiracion. A pesar de ser una enfermedad
prevenible y tratable, actualmente se encuentra
dentro de las primeras cuatro causas de morbi-
lidad y mortalidad a nivel mundial (Martinez Luna
et al. 2020; McDonald y Khor 2013).

Dentro de los principales factores de riesgo cau-
santes de la EPOC, el mas frecuente es el taba-
quismo. No obstante, la exposicion prolongada
a ciertos polvos en el trabajo, quimicos y aire
contaminado en ambientes cerrados y abiertos
puede contribuir a la enfermedad (Alhamdow et
al. 2021). En este sentido en paises en vias de
desarrollo, la exposicién al humo de lefia es tam-
bién causa de dichos padecimientos siendo el
tiempo de exposicion un factor determinante en
la severidad de la enfermedad (GIFCOL 2018;
Acuna et al. 2012; Kaldman et al. 2003).

El humo de lefia o biomasa se compone de mo-
néxido de carbono, 6xido nitrico y sulfurico, ben-
ceno, aldehidos, y particulas de materia respirables
PM10y PM2.5 (WHO 2005; Zhang y Smith 2003)
, estas particulas se pueden inhalar facilmente y
atravesar la barrera pulmonar entrando al sistema
sanguineo causando efectos dafiinos en otros
organos (Juneman 2007). Estudios de la Organiza-
cion Mundial de las Salud indican que las mujeres
con exposicion intensa al humo doméstico son
tres veces mas vulnerables de padecer EPOC y
dos veces mas a padecer cancer pulmonar que
aquellas que utilizan combustibles mas limpios.
En este sentido, el impacto a nivel mundial por
la quema de lefia en el interior de las viviendas
esta relacionado con 1.6 millones de muertes.
Asimismo, existen mas de 28 millones de hoga-
res distribuidos en la republica mexicana, que
utilizan lefa para la coccion de los alimentos y
satisfacer sus necesidades energéticas basicas
(Callejon-Leblic et al. 2019), lo que indica la mag-
nitud de la poblacion expuestay la necesidad de
contar con técnicas de deteccion temprana de
enfermedades pulmonares.

Al respecto, la prueba para el diagnostico de la
EPOC es la espirometria, indicando la limitacién
al flujo aéreo (obstruccién) que persiste después
de la administracion de un broncodilatador. Esta
prueba debe realizarse por equipo y personal es-
pecializado, aumentando los costos, por lo que la
EPOC permanece subdiagnosticada, no sélo en los
estadios tempranos, sino también en los tardios.
La busqueda de biomarcadores para un diagnos-
tico temprano de la inflamacién crénica de las vias
respiratorias en la EPOC presenta perfiles celulares
y moleculares distintos a los encontrados en una
persona sana. La metabolémica puede permitir la
evaluacion de perfiles moleculares globales para
ser utilizados como biomarcadores, lo que resulta
en una huella quimica especifica de la enfermedad
(GIFCOL 2018; McDonald y Khor 2013).

Para evaluar desordenes metabdlicos de la fi-
siopatologia del pulmén se ha utilizado princi-
palmente el aliento exhalado Rodriguez-Aguilar
et al. (2019). Este hatomado una gran relevancia
como método de diagndstico no invasivo, de bajo
costo, rapido y seguro. Como el estudio realizado
por Rodriguez et al. en 2020, donde analizaron el
aliento exhalado de 116 pacientes con EPOC (88
asociado a tabaquismo y 28 a quema de biomasa)
y 178 sujetos clinicamente sanos, por medio de la
nariz electrénic Cyranose 320, logrando encontrar
una huella quimica que separa los pacientes con
EPOC de los sujetos sanos, indicando que existen
diferentes Compuestos Organicos Volatiles (CO-
Vs) presentes en el aliento exhalado que pueden
contribuir como biomarcadores en la deteccion
de la enfermedad. Asimismo, demostraron que
la separacion de la huella quimica esta asociada
alaenfermedad y no ala causalidad (Rodriguez-
Aguilar et al. 2020).

Por lo tanto, el objetivo de la investigacion es apli-
car modelos metaboldmicos para la identificacion
de la EPOC en poblacién vulnerable expuesta a
la qguema de biomasa determinado por la con-
centracion del metabolito de 1-hidroxipireno en
una comunidad indigena de México.

Materiales y Métodos
Seleccidn de participantes para el estudio. Se
realizd6 un muestreo de aliento exhalado a 142
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participantes: 44 pacientes con EPOC asociado
ala quema de biomasa, 60 controles y 38 parti-
cipantes de la poblacion indigena expuesta a la
quema de biomasa (PIE).

Aprobacion del estudio. El estudio contd con la
aprobacién del comité de bioética e investigacion
del Hospital Central “Ignacio Morones Prieto”,
con numero 23-16.

Criterios de inclusion. Los criterios de inclusién
para los tres grupos de estudio (Grupo control,
Grupo de pacientes con EPOC y Grupo PIE) fue-
ron los siguientes: I) Contar con una espirome-
tria actual y una valoracion médica, Il) Contestar
cuestionario para conocer su estado de salud, Ill)
Firmar el consentimiento informado, IV) El grupo
de PIE haber vivido siempre en la zona Indigena
(Tocoy, San Antonio, S.L.P) y contestar el cues-
tionario para determinar el nivel de exposicion.

Prueba de funcién pulmonar. Se realizé una
prueba de espirometria a todos los participantes
antes y después de la administracion de 200 pg de
salbutamol, siguiendo las pautas de los estandares
American ATS/ERS (American Thoracic Society/
European Respiratory Society) (Alhamdow et al.
2021). Los valores normales predichos fueron los
establecidos para la poblacién mexicoamericana
a partir del estudio NHANES Il (Lareau 2019). La
respuesta significativa al broncodilatador se de-
finid como un aumento del Volumen Espiratorio
Forzado al primer segundo (FEV1) en la prueba
post broncodilatador igual o superior a 200m|
(12%). Se determinaron los valores de FEV1y Ca-
pacidad Vital Forzada (FVC) y su relaciéon después
de la prueba broncodilatadora. La gravedad de
la limitacién del flujo de aire (patrén obstructivo)
se califico de acuerdo con las categorias GOLD
(Koo et al. 2014).

Obtencién de muestras. Las muestras de aliento
exhalado se tomaron en bolsas Tedlar de 1L pre-
viamente purgadas con nitrégeno, por duplicado
en los tres grupos de estudio, bajo criterios estan-
darizados (ayuno de 8 horas, realizando enjuague
bucal con agua y sin toma de medicamentos).
Al grupo PIE se les pidié muestra de orina para
la determinacion de 1-hidroxipireno indicando la
exposicién a Hidrocarburos Aromaticos Policicli-
cos (HAPs). Todas las muestras se transportaron
a4°Cy se almacenaron a -40°C hasta su analisis.

Analisis metabolémico del aliento exhalado
Se utilizé un cromatografo de gases ultrarrapido con
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detector de nariz electrénica modelo HERACLES Il
(Alpha MOS) el cual cuenta con dos columnas de
diferentes polaridades, dos detectores de ioniza-
cion por flama (MXT-5-FID1 y MXT-1701-FID2) y
una trampa de pre-concentracién para aumentar
la sensibilidad de la respuesta de los metabolitos.
La caracterizacién de los compuestos quimicos
se baso en los indices de Kovats. De cada bolsa
se tomé una muestra de 40 mL de aliento en un
vial herméticamente sellado, posteriormente se
incubd durante 900s a una temperatura de 40°C
con una agitacion de 500 rpm, y se inyecto por la
técnica de espacio de cabeza en el cromatografo
de gases con detector de nariz electronica.

Cuantificacion de 1-hidroxipireno (1-OHP)
Es un metabolito del benzo (a)pirenocompuesto
representativo de los HAPs en muestras de orina.
Para cuantificacion de 1-OHP se utilizé un HPLC
Agilent 1260 con detector de fluorescencia.

Analisis estadistico

Se realizaron andlisis multivariados (Analisis ca-
nénico de las coordenadas principales-CAP) para
encontrar los ejes a través de la nube de datos
euclidianos que da una mayor separacion entre
grupos predefinidos (EPOC vs Control). Se realiza-
ron curvas ROC para determinar la especificidad
y sensibilidad diagndstica. Ademas, se utilizo el
CAP como método de tamizaje para determinar
de la PIE aquellas huellas quimicas que se pare-
cen a la de los pacientes con EPOC.

Resultados

El estudio se conformo por 142 participantes, de
los cuales 44 presentan EPOC asociado a la guema
de biomasa (Edad: 68,41 + 6.88 afos; FEV1=54,6
+ 13,45; FEV1/FCV=58,10 + 9,82) de los cuales
56,81% eran mujeres 'y 43,18% hombres con una
exposicion de 229,5 + 68,53 horas/lefa, 60 suje-
tos sin afecciones pulmonares que conforman el
grupo control (Edad= 6 afos, FEV1= 89,35 + 9,73,
FEV1/FCV=84,12 + 4,90) de los cuales 66,7%
eran mujeres y 33,3% hombres y 38 pertenecen al
grupo de Poblacion Indigena Expuesta a la quema
de biomasa (PIE) (Edad=52.5 + 7.18 afos; FEV1=
82,93 +16,7; FEV1/FCV=78 + 5,27) de los cuales
71,1% eran mujeres y 28,9% hombres.

Se identificaron un total 59 compuestos organi-
cos volatiles (COVs) en las muestras de aliento
exhalado de los grupos de estudio, los cuales se
utilizaron para establecer un modelo de discrimi-
nacion entre la huella quimica del grupo de pa-
cientes con EPOC y el grupo control. Al respecto,
nuestros resultados concuerdan con Rodriguez
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et al. (2019, 2020) y Dragonieri et. al. (2009), ya
que el CAP logré la separacién del grupo de pa-
cientes con EPOC de los sujetos sanos con una

r’=0,80 indicando la asociacién del eje CAP1 con
los COVs, con un 91,34% de una correcta clasi-
ficacion (Figura 1).

Group
A EPOC
w CONTROL
CONTROL ¥ YYWROMWYRRY YW W

o

3

2

G}

EPOC + Ah A ASAMMSMEMGLS AMA A
1 f 1 1 1
0.2 -0.1 0 0.1 0.2
CAP1

Figura 1. Analisis Canonico de Coordenadas Principales
de pacientes con EPOC vs Sanos.

Con los valores obtenidos de la huella quimica del
modelo del CAP a través del eje CAP1, se esta-
blecié el punto de corte de 0,021, el cual propor-
ciond una sensibilidad de 932% (IC 84,1-98,9%)
y una especificidad del 96,7 % (IC 90-100%), con

un area bajo la curva de 0,89 a través de la curva
ROC. Asimismo, se obtuvo un box-plot donde se
observa el comportamiento de las huellas quimi-
cas de cada paciente, asi como el punto de corte
obtenido en la curva ROC (Figura 2).

a) CAP1

b)

1 4
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True positive rate
04

0.2

Especificidad 96.7% (IC 90 - 100%)
Sensibilidad 93.2% (IC 84.1 - 98.9%)

0.1
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0.0
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0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
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Figura 2. Graficos de evaluacién de la sensibilidad y especificidad obtenida en el modelo realizado con
muestras de aliento exhalado. a) Curva ROC con un intervalo de confianza del 95%. b) Box-plot de la
distribucion de las muestras en el eje CAP1 de pacientes con EPOC y CONTROL, indicando con una linea
de color rojo el punto de corte donde se obtiene la mejor relacion entre la sensibilidad y especificidad.
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Los metabolitos encontrados en los PIE permi-
tieron identificar mediante la huella quimica la
prediccion de 17 participantes con alto riesgo de
padecer EPOC en base al modelo CAP obtenido
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de EPOC (Figura 3). Asimismo, se determino el
nivel de exposicion a HAPs por medio de la de-
terminacion de 1-hidroxipiereno de cada parti-
cipante del PIE y la funcién pulmonar por medio
del espirometro (Tabla1).

Grupo
A EPOC
¥ CONTROL
m PIE
DES+ ® (N I EE H
s
@ CONTROL- ¥ YVWWRWYVVYY VW
Q
EPOC—+ AA  AMMMAASSSNG 8 AdL A
1 1 | 1 1
0.2 0.1 0 0.1 02 03
CAP1
Figura 3. CAP de pacientes con EPOC vs Sanos con Prediccion de
poblacién indigena expuesta (PIE) a la quema de biomasa.
Tabla 1. Determinaciones de la exposicion y funcion pulmonar de la PIE.
Determinacion PIE (Poblacion Indigena Expuesta) Referencia
1-OHP 1,31 = 0,67pg/mol de creatinina 0,24 pg/mol de creatinina*
FEV1 (%) 81,6 17,3 > 80*
FEV1/FVC 0,78 +0,05 > 0,7
(*Jongeneelen 2001; ** Guia GOLD 2020)
Discusion principalmente cancer de pulmoén y EPOC. En

En el presente estudio se demostré la utilidad
de la nariz electrénica para identificar la huella
quimica del aliento exhalado de pacientes con
EPOC y sujetos sanos. La principal aportacion de
nuestro estudio se basa en el uso de un modelo
de prediccién de EPOC, utilizado en poblacién
vulnerable expuesta a la quema de biomasa.
Las evaluaciones mas estudiadas de las huellas
quimicas en el aliento exhalado se han realizado
en pacientes con enfermedades respiratorias

este sentido, un estudio de Poli et al.(2005) mos-
tr6 una discriminacién entre las huellas quimicas
de pacientes con cancer de pulmén del 72,2%
(n=36) y del 82,7% para pacientes con EPOC
(n=25) con una sensibilidad y especificidad del
72 y 93,6% respectivamente, mediante croma-
tografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (Poli et al. 2005). Asimismo Jarefo et
al. en el 2016, observaron que no existian dife-
rencias estadisticamente significativas entre el
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gurpo de pacientes con EPOC y el grupo control,
ademas de que no encontraron relacion entre la
deteccion de COVs con la edad y el género, lo
que concuerda con nuestros resultados.

En un estudio de Chen et al. (2013), analizaron
los COVs presentes en el aliento exhalado de
18 pacientes con EPOC y 10 controles de la
misma edad y caracteristicas biométricas, el
estudio de los patrones de COVs permitié
reconocer correctamente a todos los pacientes
con EPOC y a 8 de 10 de los controles, lo que
representaba una sensibilidad del 100% y una
especificidad del 92% en el diagndstico de la
enfermedad, en comparacién con nuestro estudio
se conformd por 142 participantes, de los cuales
44 presentaban EPOC asociado a la quema de
biomasa,60 sujetos sin afecciones pulmonares
que conforman el grupo control, el modelo CAP
indicd una separacion entre las huellas quimicas
de un mayor numero de pacientes con EPOC y
sujetos sanos, obteniendo una correcta prediccion
de 91,34%, con una sensibilidad y especificidad
de 93,2 y 96,7 % respectivamente. Asimismo, se
logré establecer un modelo de discriminacion
entre la huella quimica del grupo de pacientes
con EPOC y el grupo control.

Donaire et al. (2005), estudiaron 12 pacientes
con agudizaciones de la EPOC (AEPOC), 18 pa-
cientes con EPOC estable y 10 controles con
funcion pulmonar normal, los resultados del es-
tudio de los patrones de COVs permitié reco-
nocer correctamente 11 de 12 de los pacientes
con AEPOC (91%), 18 de los 18 pacientes con
EPOC (100%) y 8 de 10 de los controles (80%).
En los casos donde no se pudo reconocer nin-
gun patron de COVs (8%), el sujeto era fumador
activo, en nuestros resultados pudimos obser-
var que los metabolitos encontrados en la PIE
(388 participantes que pertenecian al grupo de
Poblacion Indigena Expuesta a la quema de bio-
masa) permitieron identificar mediante la huella
quimica la prediccion de 17 participantes con
alto riesgo de padecer EPOC, asimismo, la eva-
luacion pulmonar mediante espirometria indico
que 10 de los participantes tenian un nivel de
obstruccién leve y moderado, mientras que 4
de los 17 participantes con huella metabdlica
caracteristica de un paciente con EPOC tenia
un bajo FEV1 y FVC sin aun ser obstructivo. Los
ultimos 3 participantes no fue concluyente su
espirometria. Estos datos se obtuvieron en varias
sesiones de la prueba espirométrica, ya que la
prueba fue compleja para poder tener resultados
valorables ademas de la diferencia de lenguaje
que no lograron realizar las maniobras de una

manera eficiente.

En cuanto a la exposicién de las poblaciones
indigena a los HAPs se evalud la concentracion
del metabolito de 1-hidroxipireno (1-OHP), deter-
minando que existe una concentracion del 1,31 +
0,67 pg/mol de creatinina. Esta concentracion se
encuentra mas de 5 veces arriba de los valores
de referencia establecidos en el 2001, que es de
0,24 pg/mol de creatinina. No obstante, no se
encontré una correlacion significativa entre los
valores espirométricos (FEV1, FEV1/FVC)y la con-
centracion de 1-OHP determinadas, por lo que
indica que este metabolito no esta asociado a la
EPOC. Sin embargo, se sugiere identificar otros
metabolitos de los HAPs como el fenantreno que
se ha sugerido que tiene esta asociacion inversa
con el dafno pulmonar (Zelikoff et al. 2002).

Conclusion

Se demostro la exposicién y efecto por neumo-
téxicos en poblacion indigena de San Luis Po-
tosi. Se logré obtener un diagndstico oportuno
en poblacion vulnerable mediante el uso de la
metaboldmica, ademas se establecié una huella
quimica de los pacientes con EPOC y sujetos
sanos. Demostrando asi, que los COVs encon-
trados en el aliento exhalado estan relaciona-
dos con el estrés oxidativo que producen estas
enfermedades, incluyendo aquellos que se pro-
ducen para contrarrestar el efecto, asi como, el
incremento de ciertas enzimas especificas de la
enfermedad. Sin embargo, se considerd que se
necesita incrementar el nimero de participan-
tes para obtener una huella metabolémica mas
compleja 'y de mayor certidumbre, finalmente se
considera que ésta huella metabolémica puede
ser utilizada como monitoreo de la enfermedad
en sujetos en riesgo (fumadores, poblacion ex-
puesta a neumotodxicos, entre otros).
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Abstract. Interior air pollution is a public health concern, it affects about 2.6 billion people around the world who still cook
using solid fuels such as wood, crop wastes, among others. This exposition increases the risk of the development of non-
communicable diseases (NCDs). The indigenous population is very susceptible to being exposed to mixtures of pollutants from
the wood smoke such as Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) due to traditional methods of cooking, heating and waste
burning. Therefore, the objective of this work was to evaluate the exposure to PAHs through the application of 10 hydroxylated
metabolites (OH-PAHSs) in the urine of the indigenous population from the Huasteca Potosina, this by gas chromatography
coupled to mass spectrometry and to assess renal health of the population at the time of the study, with a general test of urine
and through the uremic toxin Indoxyl Sulfate (IS), this by high-performance liquid chromatography, and the and pulmonary health
with spirometry. The results indicate the presence OH-PAHSs in 89.47% of the urine samples, the most frequent metabolites were
1-OH-PYRENE, 2-OH-NAPTHALENE. IS was present in 100% of the samples in mean concentrations of 193.4 + 91.85 pg/L. For
pulmonary health, the results indicate some subjects have regular and irregular respiratory patterns. These results indicate that
the population is highly exposed to a mixture of pollutants in the air that might damage the lungs and kidneys and increase the
risk of NCDs development.

Keywords: Indoor Air Pollution; Polycyclic Aromatic Hydrocarbons; Respiratory Health; Kidney Health; Indigenous Population.

Resumen. La contaminacion del aire interior es un problema de salud publica, ya que afecta a unos 2.600 millones de per-
sonas en todo el mundo que siguen cocinando con combustibles soélidos como la madera, los residuos de las cosechas,
etc. Esta exposicion aumenta el factor de riesgo de desarrollo de enfermedades crénicas. La poblacion indigena es muy
susceptible a estar expuesta a mezclas de contaminantes del humo de lefia como los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos
(HAPs) debido a los métodos tradicionales de coccion. El objetivo de este trabajo fue evaluar la exposicion a HAPs por medio
de 10 metabolitos hidroxilados en orina de la poblacion indigena de la Huasteca Potosina, mediante cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas; por otro lado, la salud renal y pulmonar fueron evaluadas con una prueba general de
orina y la toxina urémica Indoxil sulfato, esta fue evaluada por medio cromatografia liquida de alto rendimiento, y la funcién
pulmonar con una espirometria. Los resultados indican la presencia de metabolitos hidroxilados en el 89,47 % de las muestras
de orina, los mas frecuentes fueron el 1-OH-PIRENO, el 1, 2-OH-NAFTALENO. El Indoxil sulfato se present6 en el 100% de
las muestras y la media era de 193,4 + 91,85 pg/L. En cuanto a la salud pulmonar, los resultados indican que algunos sujetos
presentan patrones respiratorios regulares e irregulares. Estos resultados indican que la poblacion se encuentra expuesta de
manera cronica a una mezcla de contaminantes en el aire que podria producir el desarrollo de dafio en los pulmones y los
rifones y aumentar el riesgo al desarrollo de enfermedades cronicas.

Palabras clave: Contaminacion del Aire Interior; Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos; Salud Respiratoria; Salud Renal;
Poblacién Indigena.
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Introduction

The air pollution is one of the major issues for
the Climate Change due to pollutants such as
Carbon (CO), Methane (CH,), water vapor (H,0),
among others, that have the potential to increase
the global Temperature (Pan-American Health Or-
ganization PAHO) 2016; United Nations Frame-
work Convention on Climate Change (UNFCCC)
2018). Nevertheless, this is not the only problem,
the different components in the air such as Par-
ticulate Matter 10 and 2.5 (PM ,,, PM , ), have
the potential to generate adverse effects on the
health of humans and other organisms. The World
Health Organization (WHO) estimates nine out of
ten people breathe polluted air (Singh et al. 2018;
WHO 2018). The result is that each year between
6.5 and 7 million people around the world die due
to air pollution exterior and indoor air pollution,
this is estimated to increase by 20% in coming
years (Singh et al. 2018; Flores-Ramirez et al.
2021b). Chronic exposure to pollutants in the air
increases the risk of the development of non-
communicable diseases (NCDs) such as Chronic
Obstructive Pulmonary Disease (COPD), lung can-
cer, and cardiovascular diseases. Now is reported
a relationship between exposure to environmental
pollutants in the air with the development and
increased incidence of various diseases such as
renal, lungs and cardiovascular diseases (Flores-
Ramirez et al. 2021b), and different clinical and
epidemiological studies have demonstrated that
the acute and chronic exposure to air pollution
can increase the mortality of cardiovascular and
respiratory diseases (Fiordelisi et al. 2017). The
24% of diseases around the world and 23% of
mortality global is a consequence of environmental
factors such as air, water or food pollution; this
is proof of the role that the environment plays in
people's health. (WHO, 2006; Priss-Ustlin et al.
2016; Alamo-Hernandez et al. 2019). For example,
many deaths concerning COPD appear in low and
middle-income countries, and the principal risk
factors are smoking, occupational environments,
ozone, passive smoking and household air pol-
lution from solid fuels (Rodriguez-Aguilar et al.,
2020). Nonetheless, not everyone is in the same
conditions, there are populations more susceptible
to the effects of pollution environments, socio and
economic conditions, one of these populations
are the indigenous people. Only in the region of
Latin America and the Caribbean is estimated
the indigenous population was around 42 million
people in 2015 (Berumen-Rodriguez et al. 2021;
Flores-Ramirez 2021a). Those populations are
often vulnerable to different environmental, social

and economic situations that affect their health;
for example, these communities are frequently
ubicated in places away from cities, which results
in fewer opportunities, the education levels are
less in comparation with cities, this cause that
many youngers have to work as soon as they
finish high school or even before, most of these
jobs are precarious and many times these com-
munities have social margination. On the other
hand, their environments are often polluted by
mycotoxigenic fungi, pathogens, heavy metals
in soil or water, or pollutants due to traditional
methods of cooking that can cause adverse health
effects; furthermore, in these communities access
to health centers is limited, and even in the best
cases, they only receive basic cares. The mixture
of these factors cause a risk for the health, devel-
opment and for their life quality (Suleyman et al.
2018; Diaz de Ledn-Martinez et al. 2020a; Diaz
de Ledn-Martinez et al. 2020b; Flores-Ramirez
etal. 2021a).

One of the main issues related to NCDs as men-
tioned before is exposure to polluted air. Cooking
by using solid fuels like wood is reported to cause
chronic exposure to PM ,; and PM , , carbon
monoxide, nitrogen and sulfur oxides, but also
organic pollutants such as benzene, phenols, form-
aldehyde, and polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHSs) (Pruneda-Alvarez et al. 2012; Cincinelli y
Matellini 2017; Flores-Ramirez et al. 2021b). The
latter, are multiple aromatic rings bounded, those
containing up to four rings are called “light” and
four or more rings are called “heavy” which are
more stable and toxic than light ones (Chen et al.
2019; Diaz de Ledn-Martinez et al. 2021a). PAHs are
bound in different structural configurations. They
can be transferred long distances in Particulate
Matter are considered global pollutants because
they have the potential to produce carcinogenic
and teratogenic effects (Sarigiannis et al. 2015;
Alegbeleye et al. 2017; Chen et al. 2019). They are
liberated into the environment from natural and
anthropogenic sources such as traffic, domestic
heating, oil refining, industrial processes, incomplete
combustion of solid fuels (Kim et al. 2013; Tavera
et al. 2018; Ciao et al. 2020; Ferhat et al. 2020).
PAHs present different pathways of exposure,
inhalation of smoke, ingestion of contaminated
food, and dermical absorption (Agency for Toxic
Substances and Diseases Registry (ATSDR) 2016;
Diaz de Ledn-Martinez et al. 2021b). Due to their
toxic effects and their persistence in the environ-
ment PAHs have been classified by the US EPA
and European Commission as priority pollutants.
Even though, there are around 100 mixtures of
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PAHs these agencies have prioritized 16 of them,
which are reported to cause mutagenicity, carci-
nogenicity and teratogenicity effects (Drwal et al.
2018; Zhu et al. 2019). Because PAHSs are highly
lipophilic, they have the potential to cross the cel-
lular membrane easily and accumulate in fat or
other tissue. They are metabolized by cytochrome
p450 enzymes and epoxide hydrolase, after, these
reactions cause epoxides, dihydrodiol phenols and
quinones which are conjugated with glucuronide
and sulfate, furthermore, these products will be
eliminated by urine. However, on the other hand,
they can produce a toxic effect due to PAHs me-
tabolites making covalent attachment with the DNA
that result in mutagenesis and therefore, cancer
(Cao et al. 2019; Rodriguez-Aguilar et al. 2019).
There are known effects of exposure to PAHs in
the lungs, cardiovascular diseases, neurotoxicity,
however, recent research has associated a signifi-
cant burden of renal damage associated with the
exposure to these pollutants (Pérez-Maldonado
et al. 2018; Ciao et al. 2020; Flores-Ramirez et
al. 2021b). The International Agency for Research
on Cancer (IARC 2010) listed one of them, the
Benzo (a) pyrene in group 1, as a carcinogen to
humans. The biomonitoring of these pollutants
is frequently carried out in working environments
due to occupational exposure, nevertheless, the
indigenous populations are also susceptible to suf-
fering from the exposure to these pollutants and
hence their toxicity. For indigenous people, the
main exposure route is through smoke inhalation
for wood burning to cook garbage burning and the
consumption of polluted foods (Flores-Ramirez et
al. 2021b). Only in Mexico, about 27 million people
depend on biomass burning especially wood to
cook and heat their homes, using traditional open
fires which causes chronic exposure; moreovet,
most of these people are concentrated in rural
indigenous communities (Riojas-Rodriguez et al.
2011). For the biomonitoring of PAHs, the quan-
tification of hydroxylated metabolites is usually
applied, 1-OH-Pyrene (1-OH-PYR) excreted in
urine is frequently used as the best biological indi-
cator of exposure to PAHs, nevertheless, the use
of more excreted products has gained relevance
in recent years, because using more metabolites
permits a better estimation of exposure.

Indoxyl sulfate (IS) is a small molecule (213 g/mol).
It is a uremic toxin that is bound to at least 90%
of plasma proteins (Leong and Sirich 2016; Tan
et al. 2017). There are clinical studies that sup-
port that IS could contribute to the diagnosis of
Chronic Kidney Disease (CKD), in this disease,
there are uremic products, which tend to accumu-
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late in the blood due to loss of kidneys function to
correctly eliminate these toxins. For this reason,
uremic toxins like IS are proposed as biomarkers
of kidney damage (Barreto et al. 2009; Villasefor
and Martinez y Martinez 2013). Several authors
reported in different clinical studies, that IS may
contribute to abnormalities in cardiovascular dis-
eases, this uremic toxin is capable to stimulate
oxidative stress and also multiple NADPH oxidase
signalling pathways; for this reason, IS could help
in the diagnostics of renal damage and even a
relation with cardiovascular diseases (Gao and
Liu, 2017; Szu-Chun et al. 2017; Tan et al. 2017;
Xiong and Leong 2019). CKD still affects many
people around the world, in México, only in 2019
this disease caused 72, 539 deaths (8.43% of
the total deaths that year in Mexico) one of the
leading causes of mortality due to NCDs in the
country according to data of the Global Burden
Disease (IHME 2019).

For pulmonary assessment, spirometry is a tech-
nique that by using a spirometer predicts how is
the respiratory capacity of a person. This test gives
different values after a person is tested, these
values can be interpreted, so in this form to know
if the patient has normal or abnormal respiratory
health, so, the spirometry helps to estimate the
risk of lung cancer, COPD, cognitive impairment,
cardiovascular or other causes of obstruction in
the respiratory tract (Coates et al. 2013; Garcia-
Rio et al. 2013).

It is important to propose new strategies to as-
sess the diagnosis and monitoring of renal and
pulmonary disease, which must be accurate and
easily implemented in remote locations such as
rural communities, where access to health ser-
vices is limited and environmental pollution is high,
therefore, the main objective of this work was the
evaluation of exposure to polycyclic aromatic hy-
drocarbons through 10 hydroxylated metabolites
of PAHs (1-hydroxynaphtalene (1-OH-NAP) and 2
hydroxynaphtalene (2-OH-NAP); 2-, 3-, and 9- hy-
droxyfluorene (2-OH-FLU, 3-OH-FLU, 9-OH-FLU);
1-, 2-, 3-, and 4-, hydroxyphenanthrene (1-OH-
PHE, 2-OH-PHE, 3-OH-PHE, 4-OH-PHE) and 1-hy-
droxypyrene (1-OH-PYR), also, the evaluation of the
renal health through the biomarker Indoxyl Sulfate
and the respiratory health through spirometry.

Material and methods

2.1 Population and study design.

This study was conducted in the community of
Tocoy, located in San Antonio, at the Huasteca
Potosina, San Luis Potosi, México (21° 38’ 19” N
and 98° 52’ 15” W). The average climate is warm
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and humid, with an annual temperature of around
24°C. There are 1061 habitants approximately of
indigenous Tenek origin; this community has been
described with high levels of marginalization (Diaz
de Leén-Martinez et al. 2020a)

A transversal study was conducted in November
2019, the ethical protocol was approved by the
ethics committee of the Faculty of Medicine of
the Autonomous University of San Luis Potosi
(CEI-2018-002). An open invitation was extend-
ed to the population with the following inclusion
criteria: i) older than 30 years old; ii) residence of
over 3 years at the site (community); iii) signatures
of informed consent; iv) No kidneys disease at
the time of the study; v) No recent urinary infec-
tions; vi) No medication before sample collection.
Meanwhile, the exclusion criteria were: i) insuf-
ficient sample and ii) Not having signed the in-
formed consent form. The participants received
and answered a questionnaire about topics such
as socio-demographic characteristics, general
health, family history of chronic diseases and di-
etary habits, to identify risk habits of exposure and
other risks habits or situations that might apply
in the exposition of PAHs (e.g. smokers at home,
use of firewood and hours per year in front of this,
burning garbage, among others).

2.2 Determination of hydroxylated metabolites
in urine.

The urine samples were collected from the first
micturition in the morning in sterile polypropylene-50
mL glasses after the samples were transported at
4°C and stored at 80°C until analysis. The deter-
mination of hydroxylated metabolites in urine was
conducted based on the method established by
the Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) with slight modifications. Ten metabolites
were determined: 1-, 2-OH-NAP; 2-, 3-, 9-OH-
FLU, 1-, 2-, 3-y 4-OH-PHE y 1-OH-PYR. First, 5
mL of each of the samples of urine were filtered
through a PVDF membrane. Subsequently, enzy-
matic hydrolysis of 2 mL of sample was performed.
For this, 20 pL of the enzyme B-glucuronidase/
arylsulfatase was added (Merck, Millipore, EE.
UU) 2 mL of 1 M acetate buffer at pH 5.5 and the
samples were incubated at 37°C for 17 h under
constant conditions. After this incubation a liquid-
liquid extraction was performed in duplicate with
an 80:20 (V:V) solution of pentane and toluene
evaporated with a gentle stream of nitrogen gas
(N) at 45°C until the desired volume of 10 pL was
reached, after that, 10 pL of N, O-Bis (trimethylsi-
lyl) trifluoroacetamide (BSTFA) (derivatizing agent)
(Merck Millipore, Massachusetts, USA) and 2.5 pL

of internal standard "*C, 1-OH-PYR (Cambridge
Isotopes Laboratories) at 25 ng/ml by calibrating the
solution to 100 pL with toluene. Finally, the solution
was subjected to a derivatization process at 60°C
for 30 min. Samples and calibration curves were
analyzed by gas chromatography (GC) (Agilent
6890) coupled to a mass detector (MS) (Agilent
5975) in electron impact ionization (El) mode. The
injection port was operated in splitless mode, with
a temperature of 270°C using helium as a carrier
gas at a pressure of 36 psi at a constant flow rate
of 0.9 ml/min. The chromatographic separation
was performed using a 30 m X 0.25 mm X 0.25
pum HP 5 MS column (Agilent®). The oven setting
conditions were as follows: 95°C (1 min), 195°C
(15°C/min) 206°C (2°C/ min) until minute 13.2,
followed by an increase to 320°C (40°C/min) and
hold until minute 24 with a total run time of 24 min.
The parameters under which the detector was
operated are described below: emission of 35 pA
and energy, 69.9 V. SCAN mode (50-500 m/z) was
used to identify the compound and the identifi-
cation and quantification ions were selected for
SIM mode. The identification fragment ions were
for 1-OH-NAP and 2-OH-NAP 201 and 216 m/z;
for 2-OH-FLU and 9-OH-FLU 253 and 254 m/z
respectively for 3-OH-FLU 253, 254 and 255 m/z;
for 1-OH-PHE, 2-OH-PHE, 3-OH-PHE and 4-OH-
PHE 251 and 266 m/z and 1-OH-PYR 290 and 291
m/z and the internal standard 13C6 1-OH-PYR
281 and 296 m/z. The results were obtained and
processed with Chemstation software (Agilent®).

2.3 Determination of Indoxyl Sulfate (IS)

in plasma.

The determination of IS was performed with slight
modifications to the methodology described by
Barreto et al. (2009) and Xiong and Kwang (2019).
The plasma samples were stored at -80°C until
their subsequent analysis; briefly, the samples
were thawed for approximately 15-20 min. 100 pL
of the sample were then taken and deposited in
2.5 mL, then 150 pL of distilled water were added
and 900 pL of ice-cold acetonitrile were added to
extract the IS; after that, the samples were shaken
vigorously for 30 seconds and then centrifuged
at 10,000 rpm for 5 min at a temperature of 5°C.
From the supernatant, a 2 mL aliquot was ex-
tracted and finally, the samples were filtered for
further processing in the liquid chromatography.
The parameters evaluated for the validation of
the method were: Correlation coefficient (0.99);
the slope was of (0.079); the limit of detection
was 0.01 ppm and the limit of quantification was
0.05 ppm respectively. For reproducibility, it was
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obtained from 5.1 to 17.9 with repeatability from
0.36 to 25.6, with which it was possible to obtain
a confidence interval of 95%.

2.4. Lung function test

For the pulmonary function assessment, spirometry
was performed before and after administration of
200 mg of salbutamol, following the guidelines of
the ATS/ERS standards. A spirometer (EasyOne®
plus) was used. Spirometry was performed by
a professional certified by the National Institute
for Occupational Safety and Health (NIOSH) who
complied with ATS/ERS standards. The predicted
normal values were those of the Mexican-American
population of the NHANES lll study and the predic-
tions of the equations described by Perez-Padilla
in the platinum project (Latin American Project
for the Investigation of Pulmonary Obstruction)
were also used. Measurements included were:
Forced expiratory volume in one second (FEV1);
Forced Vital Capacity (FVC); and the ratio of the
two volumes (FEV1/FVC). The alterations in these
spirometric parameters indicate restrictive and
obstructive patterns according to the Global Initia-
tive for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD)
2019, the results were classified as hormal breath-
ing patterns, mild restriction, moderate restriction
and severe restriction.

3.0 Results

3.1 Characteristics of the study of population
There were 19 participants, of whom 16 were
women (84.21%) and 3 were men (15.79%). Table
1 “Population characteristics” shows the general
anthropometric characteristics and risk activities
of the population studied in this research. The
anthropometric characteristics of the study par-
ticipants are presented below. The average age
was 52.09 + 7.18 years; the average weight was
60.81 + 10.34 Kg. The average height was 1.49
+ 0.053 m. The average body fat percentage was
38.69 + 7.98%. The Body Mass Index (BMI) was
27.03 + 3.694 (CDC, 2015); 12 people (63.15%)
presented overweight, 3 people (15.79%) were
in a state of obesity, and only 4 (21.05%) were
within normal weight values. All study participants
reported spending more than 8 hours in front of
the stove for cooking and food consumption ac-
tivities. None of the women reported being preg-
nant or breastfeeding. Regarding comorbidities,
3 people reported high blood pressure, 5 had
type 2 diabetes mellitus. 100% of the participants
reported using firewood during childhood and in
the present, so there is chronic exposure, as well
as burning garbage.
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Table 1. Population Characteristics.

Parameters Mean + Standard Deviation

Subjects N=19
Gender
Women 16
Men 3
Age (years) 52 +7.
Anthropometric measurements
Weight (Kg) 60.81 + 10.34
Height (m) 1.49 + 0.053
IMC (Kg/ m?) 27.03 =+ 3.694
Normal weight 21.05%
Overweight 63.15%
Obesity 15.79%
Risk Activities
% Cooking with solid fuels 100%
% Garbage burning 100%
% Active smokers 0%
% Passive smokers 0%

3.2 Evaluation of hydroxylated metabolites in
urine samples

The data of the results were analyzed by descrip-
tive statistics using the "GraphPad Prism" pro-
gram. The retention times (TR) obtained for each
of the OH-PAHs were TR + 0.2 min. The TR=7.6
min for 1-OH-NAP; TR=7.9 for 2-OH-NAP; TR=
12.3 min for 9-OH-FLU; TR=12.5 min for 3-OH-
FLU; TR=12.9 min for 2-OH-FLU; TR=14.8 min
for 4-OH-PHE; TR= 16. 5 for 3-OH-PHE; TR=
16.7min for 1-OH-PHE; 17.6 min for 2-OH-PHE;
and TR=23.2 min for 1-OH-PYR and *C_ 1-OH-
PYR (Diaz de Ledn-Martinez et al. 2021 a%.

A descriptive statistical analysis was performed
where all the hydroxylated metabolites of each
sample were summed for better analysis. The
mean concentration of Total Hydroxylated Me-
tabolites (2-OH-HAPS) in urine was 6.44 + 9.79
pmol/ mol of creatinine. Hydroxylated metabolites
were found in 89.47% of the samples analyzed.
Of the PAHSs analyzed in the study population, the
most frequently found hydroxylated metabolite
was 1-OH-PYR which was present in 84.21% of
the samples, followed by 1-OH-NAP and 2-OH-
NAP which were present in 68.42% and 63.15%
of the samples, respectively. Regarding the other
metabolites, 4-OH-PHE was found in 31.57% of
the samples, 3-OH-FLU was present in only 2
samples, while 3-OH-PHE and 1-OH-PHE were
found in only one sample each; 2-OH FLU,2-OH-
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PHE was not detected in any of the samples ana-
lyzed. The references values were taken from the
guideline of Jongeneelen, 2001 which has three
levels, nevertheless, these references values are
just for the excretion for 1-OH-PYR in urine. Table
2 “Results of PAHs in the population” shows the
metabolites detected in the samples collected, as
well as the percentages and levels obtained. The
first reference value is the excretion or 1-OH-PYR
for 0.24 ymol/ mol of creatinine for non-smokers
and 0.74 pmol/ mol of creatinine for smokers; in
the second level, with excretion of 1.4 pmol/ mol of
creatinine, in this level genotoxic effects starts to

appears in workers; for the third level there is two
population: coke oven workers with 2.3 umol/ mol
of creatinine and 4.9 ymol/ mol of creatinine for
the primary aluminium industry. The mean of 0.33
pmol/ mol of creatinine, exceeds the first reference
value, however, the mean does not exceed the
second level of Guideline PAHs. The highest value
of 1-OH-PYR did not exceed the second reference
value either, because the value was 1.11 pmol/
mol of creatinine. On the other hand, 1-OH-NAP
was present in 68.42% of samples with a mean
of 2.52 ymol/ mol of creatinine, the 2-OH-NAP
was present in 63.15% of samples, with a mean
of 2.16 pmol/ mol of creatinine

Table 2. Results of OH-PAHSs in the population.

Metabolite # of samples % of samples | Mean metabolite Minimium Minimium

in which the with the in total population Value Value

metabolite was metabolite (umol/mol

detected analyzed creatinine)
1 OH-NAP 13 68.42% 2.52 0.81 7.56
2-0H-NAP 12 63.15 2.16 0.80 5.38
9-OH-FLU 1 5.26% 0.22 2.46 2.46
3-0H-FLU 2 10.52% 0.08 0.67 0.92
2-0H-FLU ND ND ND ND ND
4-0H-PHE 6 31.57% 0.20 0.29 0.91
3-0H-PHE 1 5.26% 0.03 0.63 0.63
1-OH-PHE 1 5.26% 0.02 0.46 0.46
2-0H-PHE ND ND ND ND ND
1-OH-PYR 16 84.21% 0.33 0.031 1.11
Y-0H-HAPs 17 89.47% 6.44 0.29 7.56

ND= Non Detectable

3.3. Renal and Respiratory health

For the renal health assessment, the mean con-
centrations for IS were 193.4 + 91.85 pg/L. There
are no reference values for this biomarker, so it
is not possible to determine exactly the severity
of renal damage, so the results of other studies
are compared. The 3 men who participated in the
study obtained concentrations below the mean.
The women obtained concentrations above this
value, except for one woman, who had 65.55 pg/L.
The respiratory evaluation was performed utiliz-
ing a spirometer EasyOne® Plus. The alteration
in spirometric values can indicate restrictive and
obstructive respiratory patterns. Of the 19 par-
ticipants in the study, 9 obtained non-assessable
spirometry, 5 showed normal respiratory patterns,

2 were mildly obstructive and 2 were moderately
obstructive, 0 were severely restrictive and 1 was
below the lower limit, none of them showed ob-
structive patterns.

4. Discussion

The results of this study indicated the study popu-
lation is highly exposed to a mixture of different
PAHs because 89.47% of the population presented
detectable levels of one or more hydroxylated me-
tabolites. The metabolite that was in more percent-
age of the population was 1-OH-PYR 84.21%, then
1-OH-NAP 68.42%; 2-OH-NAP 63.15%; 4-OH-
PHE 31.57%; 3-OH-FLU 10.52%; 9-OH-FLU; 3,
1-OH-PHE 5.26%:; on the other hand, 2-OH-FLU
and 2-OH-PHE were not detectable to be pres-
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ent in any of the samples. However, the means
were different as 1-OH-NAP obtained a mean in
the total population of 2.52 ymol/mol creatinine,
2-OH-NAP with a mean of 2.16 ymol/mol creatinine;
1-OH-PYR 0.33 pmol/mol creatinine; 4-OH-PHE
0.20 pmol/mol creatinine; 9-OH-FLU pmol/mol
creatinine; 3-OH-FLU 0.08 pmol/mol creatinine;
3-OH-PHE 0.03 pmol/mol creatinine and 1-OH-
PHE 0.02 pmol/mol creatinine. The results were
compared with the reference levels proposed by
(Jongeneelen 2001). The mean 1-OH-PYR of 0.33
pmol/mol creatinine and the maximum value of
1.11 pmol/mol creatinine exceed Jongeneelen's
first reference level of 0.24 ymol/mol creatinine;
however, they did not exceed the second level of
1.4 ymol/mol creatinine which is when biological
effects are observed. However, the presence of
different hydroxylated metabolites depends on
the presence of PAHSs in the smoke to which the
person is exposed (Diaz de Ledn-Martinez et al.
2021b). The results show that the population is
not only exposed to this pollutant because the
samples also presented detectable levels of 1-OH-
NAP with a mean of 2.52 pmol/mol of creatinine;
2-OH-NAP with a mean of 2.16 umol/mol of cre-
atinine; 9- and 3-OH-FLU with means of 0.12 and
0.08 pmol/mol of creatinine respectively; 4-, 3-,
1-OH-PHE with means of 0.20, 0.03 and 0.02
pmol/mol of creatinine respectively, so the use
of a battery of hydroxylated metabolites allows a
better estimation of exposure to more pollutants
since if only 1-OH-PYR were used as a marker
of exposure, the other metabolites would not be
taken into account, which as the results show. The
presence of these metabolites is demonstrated by
the results and allows a better estimation of the
pollutants that in these communities are mainly
due to the burning of solid fuels such as wood
and therefore can cause various adverse health
effects, since different epidemiological studies
have shown that exposure to PAHs can increase
the risk of developing cardiovascular diseases,
diabetes, inflammation in the respiratory tract and
decreased pulmonary function and respiratory
parameters (Perez-Padilla et al. 2010; Rodriguez-
Aguilar et al. 2019). Two of them, which were pres-
ent in a high percentage in the population studied,
were 1- and 2-OH-NAP, which are metabolites of
naphthalene, this compound is also found in ex-
posure to solid fuels such as wood combustion.
In 2000, the IARC and the US EPA re-classified
this compound as having the capacity to produce
cancer in humans (Preus et al. 2003). In this con-
text, the NIOSH proposes an exposure limit of
10 ppm for no more than 8 hours because of the
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effects that this compound generates problems
in acute exposures such as headaches, loss of
appetite and nausea. However, exposure to this
compound has also been reported to cause corneal
damage, optic neuritis and even kidney damage,
while ingestion of large amounts of naphthalene
can cause severe hemolytic anemia. While the
target organs affected are the eyes, skin, blood,
liver, kidneys and central nervous system. On
the other hand, the lethal dose reported in hu-
mans is 50 mg/kg so the main protective mea-
sures are focused on protecting these tissues to
avoid inhalation or ingestion of these compounds
in some type of personal protective equipment
in the working population (NIOSH 2011; NIOSH
2019) However, this happens in controlled and
well-regulated occupational environments. In the
context of the Tocoy community, or as in precari-
ous jobs, the population does not have the nec-
essary protective measures, so exposure to this
compound is unavoidable in these environments,
which can cause adverse health effects. In addi-
tion, the actual exposure is not known because
indoor air quality monitoring has not been car-
ried out. Experimental studies in animal models
have reported that exposure to this compound
increases the incidence of cancer-related mainly
to the respiratory tract. For this reason, the IARC
has classified this compound as possibly carci-
nogenic to humans (Group 2B) (Yost et al. 2021).
It is necessary to implement reference levels, as
well as to better understand the consequences of
chronic exposure to naphthalenes, and thus bet-
ter estimate the actual exposure risk to which this
population is exposed to provide a more complete
picture of the health status of indigenous peoples
and their quality of life. In a study conducted by
Riojas-Rodriguez et al. (2011) where the authors
also found that in the 10 hydroxylated metabolites
that were evaluated in this study, such concen-
trations decreased when implementing the use
of Patsari stoves, which by design, decrease the
exposure of these pollutants, so the implemen-
tation of strategies such as these, can reduce
exposure to PAHs and other pollutants in the air,
contributing to the improvement of health and
quality of life of these populations.

Respect the IS, toxin this accumulates throughout
the progression of CKD, it may indicate disease
progression. Unfortunately, there are still no ref-
erence values for this biomarker, so the results
of this work are compared with other studies in
clinical settings. A study by Wang et al. (2019)
where IS levels were evaluated in different groups
to investigate their relationship with mortality in the
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first 90 days of an acute kidney infection, revealed
that biomarker levels were higher in patients with
CKD (8070 +301pg/L) than those with hospital-
acquired infections (2704 + 750 pg/L); however,
these levels in persons with infections were also
higher than in healthy persons (1730 + 110 pg/L),
which can be interpreted that, at higher IS con-
centrations, renal damage could be greater. In this
study, the mean IS in the population was found
to be 193.4 + 91.85 pg/L which does not exceed
the values of healthy subjects reported in these
studies. In another study conducted by Cheng-
Jui et al. (2011) where they measured the levels
of Indoxyl Sulfate and cresyl sulfate in patients
with different stages of CKD, the authors found
that these two uremic toxins increased gradually
as renal function declined; among the IS values
reported were, Stage 3: 3200 + 3000 pg/L; Stage
4: 5400 + 3600 pg/L; Stage 5: 19,900 + 10,500
pg/L; Stage 5 with patients on hemodialysis: 42500
+ 15600 pg/L. As can be observed, toxin values
increased as the disease progressed, as did cresyl
sulfate. This is of concern as the accumulation of
various uremic toxins can lead to adverse effects
such as mortality from cardiovascular causes and
infection events. Since the concentrations in this
study are much lower than those compared in the
two studies, it could be mentioned that the renal
damage in this population is not yet as great as in
those studies compared, however, since there are
no reference values, it is not possible to indicate
with certainty that the study population do not
present or will present some type of renal damage
in the future. No correlation was found between
IS levels and PAH exposure, however, it does not
imply that kidney damage is absent or that the
compounds are not related to it. The presence of
this uremic toxin means that there is renal dam-
age, which worsens as time goes by because
its elimination decreases, causing an increase in
the risk of suffering some cardiovascular disease,
which ends up worsening the state of health of
people and increasing the probability of mortality
more than 50% of deaths in those patients treat-
ed with hemodialysis are due to cardiovascular
diseases, while the prevalence of cardiovascular
complications is approximately 80% in patients on
hemodialysis. As it can be seen, there is a close
relationship between these two systems, which
could be due to the accumulation of toxins in the
body such as IS that cause some complications in
the cardiovascular system (Gao and Liu 2017). It
has been reported that exposure to these pollut-
ants may be related to renal damage, an example
is a study conducted by Flores-Ramirez et al.

(2021b) also in Tocoy, which revealed a correlation
between the hydroxylated metabolites 1-OH-NAP,
2-OH-NAP, 9-OH-NAP, 9-OH-FLU and 4-OH-PHE
with 4 biomarkers of early kidney damage that
were evaluated in the study, which provides an
overview of the damage that the inhabitants of
the Tocoy area may be suffering. It is important
to mention that it is not enough to evaluate only
one PAH at the site, because as mentioned above,
there is exposure to different compounds, so it is
necessary to perform a broader and more varied
analysis that consider a wider range of pollutants.
Regarding respiratory health, of the men in the
study, 3 obtained non-assessable spirometry. Of
the women, 6 presented non-assessable spirom-
etry and 5 presented normal respiratory patterns,
which means that they did not present any type
of respiratory difficulty at the time of the study,
2 with low restrictions; 2 with middle restrictions
and 0 with severe restriction, and 1 below of the
limit. On the other hand, it does not mean that at
some point in the future they will develop some
type of respiratory difficulty due to exposure to
wood smoke. Four female participants presented
mild or moderate restrictive patterns, this can be
caused by several situations, an important one
could be the continuous exposure to PAHs pres-
ent in wood smoke at the time of cooking and
in the future the continuous exposure to these
pollutants can aggravate the scenario, causing
severe restrictions or even developing respira-
tory diseases. An important fact to mention is
that 100% of this population cooks their food
and have a heating system that is based on the
combustion of solids such as firewood.

Among the limitations reported for the analysis
of the study data, due to the nature of the pilot
study (reduced n), it was not possible to establish
a correlation between biomarkers of exposure to
PAHSs, spirometry results and the presence of IS, it
is recognized that a greater number of participants
is needed to establish direct causality. Neverthe-
less, this study corroborates the application of
various biomarkers for the accurate assessment
of PAH exposure and biomarkers of effect such
as IS, which can describe renal damage, as well
as respiratory assessment.

The scenario of the population of Tocoy is difficult,
on one hand, people are exposed to different types
of threats ranging from physical pollutants from
biomass smoke such as PM 10 and 2.5, and soot,
which, along with these, come to some chemi-
cal pollutants such as PAHs and other air pollut-
ants present in indoor air, some pesticides from
the use of these in agriculture, as well as some
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mycotoxins. These have different sources such
as food contaminated by these mycotoxigenic
fungi, without taking into account other possible
pathogenic agents that can be harbored in food,
air, water and soil, which end up causing chronic
exposure through the three existing routes of ex-
posure such as inhalation of particles and atmo-
spheric pollutants, consumption of contaminated
food, water that is often unhealthy and could be
contaminated by microorganisms capable of caus-
ing diarrheal infections, inhalation and ingestion
of dust particles that can bring with them differ-
ent threats. Indigenous communities face various
problems, from scarcity of resources to polluted
environments, which undermine the development
of these peoples, forcing them to migrate in search
of better opportunities, language barriers, as well
as poor access to the internet and education.
Although there are health centers that have free
diagnostic services, these are mainly located in
urban centers, far from remote communities such
as Tocoy, which means that people must pay for
transportation, food and lodging expenses that
many cannot afford, causing people to consciously
or unconsciously ignore the risks to which they
are exposed, normalizing situations that are af-
fecting their health and quality of life.

5. Conclusion

The results of this study have shown that exists
a chronic exposure to PAHs, among other pol-
lutants present in the air due to traditional meth-
ods of cooking. Since the population of Tocoy
is constantly exposed to indoor air pollution, it
is necessary to monitor air quality to know the
exact concentration to which these residents are
exposed. Regarding IS levels, there are no ref-
erence values for this biomarker in this type of
population, more studies are needed to establish
cut off points and use it as a more practical, ac-
cessible and accurate method for the evaluation
of renal damage and its progression. Besides, for
the evaluation of respiratory function, further stud-
ies are needed, since the toxic potential of biofuel
smoke is known to cause exposure to different
pollutants such as PAHs and PM 10 and 2.5, which
are known to affect mainly the respiratory tract. It
is necessary to address these issues since the life
quality of the population is being affected, which
could cause probable illnesses in the future, or
aggravate some that are already present in the
population. There is a risk that people's health
could be affected due to constant exposure. The
community of Tocoy is abandoned, far from cities
that have health centers, and the socio-economic
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situation of the inhabitants is not the best either,
as they are highly marginalized and have precari-
ous socioeconomic conditions, in addition to the
accumulated risks caused by mixtures of con-
taminants such as metals, aflatoxins, pesticides,
pesticides and other pollutants, aflatoxins, pesti-
cides or persistent organic compounds, pandemics
such as COVID-19 and the prevalence of different
non-communicable diseases that tend to affect
the health of the ecosystem and the inhabitants
(Diaz de Leén-Martinez et al. 2021a). Therefore,
it is necessary to propose new monitoring strate-
gies that help in the early detection of diseases,
as well as environmental health diagnostics and
studies aimed at environmental problems such
as air monitoring, water quality studies, among
others. The present work serves as a pilot study
to support the next studies to be carried out in this
community or in communities that have similar
conditions to those of Tocoy, which use traditional
cooking and heating methods. The present study
has background information on the evaluation of
respiratory and renal health as well as exposure
to different PAHs and provides a general overview
of the situation faced by the community that may
be affecting its development. This will allow us
to know broadly what the challenges are, and
subsequently propose comprehensive interven-
tions that will benefit the environment and also
the health of people, as well as propose programs
and policies in these areas that contribute to ac-
cess to a healthy environment and decent health,
thus ensuring access to these human rights and
contributing to achieving sustainable develop-
ment goals, thus improving the quality of life of
the community with a sustainable approach and
a healthy environment.
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Resumo. Os contaminantes emergentes (CE), séo substancias quimicas (farmacos, produtos de higiene pessoal, drogas ilicitas
entre outros) que estdo presentes no ambiente como consequéncia da atividade antrépica e a falta de adequagao dos processos
convencionais de tratamento de dgua e esgoto que ndo logram remové-los eficientemente. Na atualidade o uso disseminado e
desmedido de farmacos no tratamento da pandemia de COVID 19 tem aumentado a preocupacéo dos impactos decorrentes da
contaminagao por farmacos em ambientes aquaticos, consequéncia da liberagdo no ambiente de grandes quantidades destes
compostos. Assim, estudos de ecotoxicidade aquatica sdo fundamentais para avaliar o efeito de substancias quimicas téxicas
nas andlises de impactos ambientais, sobretudo quando utilizado organismos representativos da biota aquatica local, garantindo
assim, maior confiabilidade e representatividade dos resultados obtidos. Diante disto, o objetivo deste trabalho foi validar a utili-
dade do Dendrocephalus brasiliensis (Branchoneta) espécie autéctone do nordeste brasileiro como organismo teste para estudos
de ecotoxicidade de farmacos utilizados no tratamento da COVID 19. Testes ecotoxicolégicos utilizando D. brasiliensis foram rea-
lizados utilizando solugdes dos farmacos paracetamol, hidroxicloroquina, ivermectina e ibuprofeno, em concentragées de 0,0025
até 600,0 mg/L seguindo os protocolos descritos pela Associagdo Brasileira para Normas Técnicas (ABNT) para toxicidade
aguda, protocolo padronizado para a realizagdo do ensaio ecotoxicolégicos utilizando como organismo teste a Daphnia magna,
o qual foi empregada como referéncia para comparar o padrao de resposta. Com os resultados obtidos foi realizado o célculo da
CL,, s, considerando como desfecho a morte dos organismos, ivermectina (< 0,0025 - < 0,0025), hidroxicloroquina (3,70 - 14,09),
ibuprofeno (12,25 - 107,52), paracetamol (8,53 - 9,61), resultados CL,, ., mg/l D. magna e D. brasiliensis respectivamente. Os
resultados obtidos mostraram um padrao diferenciado dependente da espécie e do farmaco analisado observando-se uma me-
nor sensibilidade frente a exposi¢ao da D. brasiliensis em comparagao a D. magna demonstrando a valia da D. brasiliensis como
organismo teste. Pesquisas futuras dirigidas a analisar as potenciais interagdes destes farmacos em concentracdes ambientais
reais sdo necessdrias para completar a validagéo e ter uma aproximacédo dos eventos acometidos em ambientes impactados
por estes farmacos.

Palavras-chave: Ecotoxicologia; Farmacocontaminagao; Branchoneta; Pandemia sars-COV 19.

Abstract. Emerging contaminants (EC) are chemical substances (pharmaceuticals, personal hygiene products, illicit drugs, among
others) that are present in the environment because of human activity and the lack of adequacy of conventional water and sewage
treatment processes that do not manage to remove them efficiently. Currently, the widespread and excessive use of drugs in the
treatment of the COVID 19 pandemic has increased concern about the impacts resulting from contamination by drugs in aquatic
environments, because of the release into the environment of large amounts of these compounds. Thus, aquatic ecotoxicity studies
are essential to evaluate the effect of toxic chemical substances in the analysis of environmental impacts, especially when using
representative organisms of the local aquatic biota, thus ensuring greater reliability and representativeness of the results obtained.
In view of this, the objective of this work was to validate the usefulness of Dendrocephalus brasiliensis (Branchoneta), an autoch-
thonous species from northeastern Brazil as a test organism for ecotoxicity studies of drugs used in the treatment of COVID 19.
Ecotoxicological tests using D. brasiliensis were performed using drug solutions paracetamol, hydroxychloroquine, ivermectin and
ibuprofen, in concentrations from 0.0025 to 600.0 mg/L following the protocols described by the Brazilian Association for Technical
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Norms (ABNT) for acute toxicity, standardized protocol for carrying out the ecotoxicological assay using as a test organism Daphnia

magna, which was used as a reference to compare the response pattern. Based on the results obtained, the LC

s04an Was calculated

considering the death of organisms, ivermectin (< 0.0025 - < 0.0025), hydroxychloroquine (3.70 - 14.09), ibuprofen (12.25 - 107.52),

paracetamol (8.53 - 9.61), results LC,

50-48h

mg/l D. magna and D. brasiliensis respectively. The results obtained showed a differenti-

ated pattern depending on the species and the analyzed drug, observing a lower sensitivity to exposure of D. brasiliensis compared
to D. magna, demonstrating the value of D. brasiliensis as a test organism. Future research aimed at analyzing the potential interac-
tions of these drugs at real environmental concentrations is necessary to complete the validation and to have an approximation of

the events affected in environments impacted by these drugs.

Keywords: Ecotoxicology; Pharmacocontamination; Branchoneta; Sars-COV pandemic 19.

Introducao

Substancias quimicas empregadas na industria,
agricultura e medicina (ou seus metabolitos) po-
dem, durante o processo de fabricacao, uso, ou
descarte, resultar na eliminacao de rejeitos para
0 meio ambiente, com potenciais consequéncias
toxicas para a biota e os seres humanos. Essas
substancias ocorrem em descargas de diferentes
tipos, incluindo esgoto, escoamento de aguas
pluviais, descargas industriais e descargas rurais
(Omotola et al. 2022).

Atualmente o termo contaminante emergente tem
se destacado, gragas a seu potencial toxico e
capacidade de estar presente no solo, agua e ar.
Apesar do risco que apresentam ao ecossistema,
a maior parte desses contaminantes ndo s&o re-
gulados pela legislacao (Montagner et al. 2017).
Os farmacos sao especificamente criados para
serem substancias biologicamente ativas, em
seu principio esses medicamentos buscam se-
rem eficazes em baixas concentragdes. O alto
consumo desses compostos nos ultimos anos
foram seguidos pela introdugcéo continua dessas
moléculas biologicamente ativas nos ambientes
naturais. Sua atividade biolégica tem potencial
de interferir nos processos bioquimicos e fisio-
l6gicos, podendo causar efeitos adversos e pre-
judicar a saude. A capacidade dos ingredientes
farmacéuticos de serem absorvidos e de interagir
com organismos vivos 0s torna um perigo po-
tencial para toda biota. Atualmente os produtos
farmacéuticos ja sao reconhecidos como uma
ameaca aos ecossistemas aquaticos (Sangion
e Gramatica 2016; Mezzelani et al. 2018).

Com a chegada da pandemia de Covid-19, no-
vos desafios surgiram. Dentre eles uma inces-
sante busca por um tratamento, e farmacos nao
comprovados cientificamente para tratamento
de Covid-19 foram rapidamente adotados co-
mo potencial tratamento para esta doenca. Essa
sistematica acarretou no excesso de automedi-
cacao e de tratamento secundario, com graves

riscos a salde humana e ampliando os riscos
sanitarios e os danos ambientais relacionados
ao descarte/langamento desses farmacos no
ambiente (Falavigna et al. 2020).

Como consequéncia, farmacos massivamente
utilizados em distintos paises, incluindo o Brasil,
tais como Hidroxicloroquina, lvermectina, Pa-
racetamol e Ibuprofeno, que estdo presentes
em efluentes de ETE sdo langcados em corpos
hidricos sem o uso de tecnologias de remogao
adequadas (Feng et al. 2013).

Para compreender os impactos ambientais destas
substancias, os ensaios ecotoxicolégicos tem
grande relevancia, pois buscam garantir a re-
presentatividade das consequéncias que estas
substancias podem acarretar nos corpos hidricos
e contribuem para estabelecer niveis guia para a
protecao da biota aquatica (Quadra et al. 2016;
Lopes et al. 2018).

Os testes de ecotoxicidade sao instrumentos im-
portantes para ponderar a qualidade das aguas
e a carga poluidora de efluentes. Esses testes
consistem em ensaios laboratoriais, realizados
sob perspectivas experimentais especificas e
controladas, visando estabelecer a toxicidade
de substancias, efluentes industriais e amostras
ambientais (aguas ou sedimentos), por meio da
exposicdo de organismos-testes a diferentes
concentracdes de amostra, os efeitos toxicos
produzidos sobre esses organismos séo observa-
dos e quantificados (Omotola et al. 2022; Jacob
etal. 2021).

O uso de testes ecotoxicoldgicos para analise da
qualidade de aguas e efluentes ja é regulamentado
oficialmente no Brasil, através da Resolugéo n°
357 de 17 de margo de 2005 do Conselho Na-
cional do Meio Ambiente (CONAMA 2005). Essa
resolugé@o aponta que toxicidade é qualquer efeito
desconforme ocasionado a organismos testes,
podendo ser alteragdes genéticas, imobilidade,
e até letalidade.

Sendo assim, estudos de ecotoxicidade que ava-
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liem o potencial de bioacumulagao de farmacos
e suas concentragcdes no ambiente, por meio
da avaliacdo do seu destino e quantidade em
que sao lancados é fundamental para conhe-
cer 0s riscos associados a exposi¢cao de novos
compostos que ainda nao estdo contemplados
nas legislagdes vigentes, permitindo antecipar e
mitigar os danos para as geragoes futuras (Mon-
tagner et al. 2017).

Nesse contexto, a D. magna é considerada um dos
principais organismos de ensaios ecotoxicologi-
cos padrao. Entretanto, é importante considerar
a utilizacéo de espécies autéctones, como aD.
brasiliensis, em pesquisas realizadas em regides
tropicais, pois & uma espécie adaptada as es-
pecificidades do ecossistema local e fornecem
resultados realisticos (Santos et al. 2018).

A D. brasiliensis, conhecida popularmente co-
mo branchoneta, € um micro crustaceo de agua
doce da familia Thamnocephalidae, tipicamen-
te encontrado em lagoas temporarias no bioma
Caatinga e em area costeira (Santos et al. 2019).
Esse organismo vive em pogas temporarias, onde
0s ovos sdo colocados em repouso no fundo da
poca. Esses ovos possibilitam a sobrevivéncia da
espécie na estacao de seca, e sdo responsaveis
pela dissemina¢do da mesma. Esse micro crus-
taceo ja foi encontrado em piscinas naturais e
artificiais da Caatinga do norte de Minas Gerais,
ao norte do Rio Grande do Norte e também em
piscinas no Gran Chaco, no centro- norte da
Argentina (Barros-Alves et al. 2016).

Sendo assim, devido as recentes preocupacodes
com a presenca de produtos farmacéuticos no meio
ambiente em particular decorrente do consumo
e utilizacdo massiva de farmacos empregados
no tratamento da COVID 19, o objetivo deste
trabalho foi validar o organismo D. brasiliensis
como organismo teste para estudos de ecoto-
xidade e comparar os resultados com a espécie
D. magna como organismo teste de referéncia
frente a exposicdo aos compostos Hidroxiclo-
roquina, lvermectina, Paracetamol e Ibuprofeno.

Materiais e Métodos

Métodos de ensaio

Os testes de ecotoxidade foram realizados uti-
lizando quatro formulagdes farmacologicas de
medicacdes utilizadas corriqueiramente no tra-
tamento da COVID-19. Solugdes aquosas des-
tes farmacos foram preparadas por diluigdo em
agua destilada ultra pura com auxilio de agitador
magnético a partir das suas concentragdes co-
merciais: hidroxicloroquina (400mg — EMS S/A,
Séao Paulo, Brasil), ivermectina (6 mg — VITAME-

DIC, Goias, Brasil), paracetamol (200mg/L - Ai-
rela, Santa Catarina, Brasil) e ibuprofeno (600mg
- Prati-donaduzzi, Parand, Brasil). Informacéao
adicional sobre a formulagao dos farmacos uti-
lizados nesta pesquisa estdo disponiveis em ht-
tps://consultaremedios.com.br/.
Posteriormente a partir da solugcéo padrdo fo-
ram realizadas as outras diluicbes com agua do
cultivo com mesmos padrdes dos testes, para
obter as concentracdes de testagem utilizadas no
experimento: Hidroxicloroquina (0,00 mg/L, 2,5
mg/L, 5,0 mg/L, 10,0 mg/L, 15,0 mg/L, 100,0 mg/L
e 400,0 mg/L), ivermectina (0,00 mg/L, 0,0025
mg/L, 0,005 mg/L, 0,01 mg/L e 1,0 mg/L), pa-
racetamol (0,00 mg/L, 1,0 mg/L, 2,5 mg/L, 5,0
mg/L, 10,0 mg/L, 15,0 mg/L) e ibuprofeno (0,00
mg/L, 1,0 mg/L, 2,5 mg/L, 5,0 mg/L, 10,0 mg/L,
15,0 mg/L, 60,0 mg/L, 100,0 mg/L, 200,0 mg/L,
300,0 mg/L e 600,0 mg/L). Para o controle de
qualidade do processo, solugdes de Cloreto de
potassio (KCI) (marca NEON), foram utilizadas
nas concentragdes (0,0 mg/L, 10,0 mg/L, 30,0
mg/L, 50,0 mg/L, 90,0 mg/L, 110,0 mg/L, 130,0
mg/L, 160,0 mg/L, 190,0 mg/L e 210,0 mg/L).

Organismos e manutencao do cultivo

O cultivo dos organismos-testes foi realizado no
laboratério de ecotoxicologia do Instituto Fede-
ral de Educacgéao, Ciéncia e Tecnologia do Rio
Grande do Norte (IFRN), com a Daphnia magna
de acordo com a metodologia determinada pe-
la ABNT (2017) e com a Dendrocephalus brasi-
liensis baseado no método utilizado por Veiga
e Vital (2002).

Os cistos de D. brasiliensis foram adquiridos da
empresa Fishfood, localizada em Sao Paulo - SP.
A producéo foi realizada no IFRN, campus Na-
tal Central, localizado na cidade de Natal - RN,
de acordo com a metodologia apresentado por
Santos et al. (2019). Inicialmente, 5 g de cistos
incubaveis foram mantidos na proporgcéao de 1
g/L de agua em garrafas PET de 2 L. Apos 24
h, os nauplios nascidos foram aclimatados em
tanques de agua parada com aeragao até atin-
girem a formag&o de ovisac. A alimentacéo da
D. brasiliensis consistiu em fitoplancton. As mi-
croalgas foram cultivadas em condigdes de labo-
ratorio em fotobiorreatores com ar borbulhando
continuamente para criar um fluxo. As trocas de
agua e a limpeza dos tanques foram realizadas
semanalmente. Os parametros da agua foram
monitorados constantemente e mantidos a 28
+1°C,pH8 +0,5.

O Cultivo de D. magna foi mantido no Laboratério
de Ecotoxicologia do IFRN. Uma grande popula-
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cao de clones mistos de D. magna foi propagada
com culturas iniciais adquiridas externamente.
A populagao foi mantida em agua doce com ae-
racdo, preparada e regulada com temperatura
20 °C + 2 e luz 8h:16h fotoperiodo claro/escu-
ro. As culturas foram alimentadas diariamente
com fitoplancton. Todos os procedimentos para
manutengdo e conducao do teste de toxicidade
foram realizados seguindo adaptac&o da norma
NBR 13373 da ABNT (2017). Os tanques de
cultivo foram limpos semanalmente, e a agua de
manutenc¢ao do cultivo foi renovada duas vezes
por semana (Maggio et al. 2021).

Teste de ecotoxicidade

Inicialmente foi realizado um estudo preliminar
que envolveu levantamento dos resultados dos
testes por 8 horas, sendo realizada a leitura a
cada uma hora, posteriormente nas primeiras 12
horas e depois a cada 24 horas. Sendo decidido
trabalhar com a leitura apoés 24 e 48 horas de
acordo com o levantamento das informacgoes,
e visando a resposta observada em ambos os
organismos utilizados nos testes.

Esse estudo preliminar também foi realizado para
definir as concentragdes a serem utilizadas nos
testes para cada composto, seja ele farmaco,
ou substancia controle (KCI), ficando definido
as concentracdes apresentadas anteriormente
nos materiais e métodos.

A bateria de testes de ecotoxidade, foi realizada
buscando a analise e validacdo da D. brasiliensis,
avaliando quatro farmacos (Hidroxicloroquina,
Ivermectina, Paracetamol e Ibuprofeno), e a so-
lugcdo padrao KCI como referéncia. Os ensaios
foram realizados em triplicata, utilizando 10 indi-
viduos em um volume de 300 ml em cada réplica
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nas diferentes concentragdes, além do branco
para o controle, e tiveram duracao de 48 horas.
O controle de qualidade foi mantido por meio
do pH que ficou em média 7,5 + 0,1; dureza 44
+ 3 mg/L CaCO3; temperatura de conforto de
28°C, suportando até 34°/36°C.

Ao fim do periodo de exposicéao, foi realizada a
contagem do numero de organismos mortos a
fim de se estabelecer a concentracao letal mé-
dia. O CL50-48h foi calculado usando o método
estatistico Timmed Spearman-Karber (Hamilton
etal. 1977), através do programa TOXSTAT 5.3. A
validacdo dos resultados analisados foi realizado
utilizando como como substéancia de referéncia
cloreto de potassio.

Resultados e Discussao

Em relagdo aos farmacos testados a ivermectina,
como ja era esperado devido a sua caracteristi-
ca antiparasitaria, tanto para a D. magna como
para a D. brasiliensis ndao possibilitou o calculo
do CL,, .., Uma vez que, 0s organismos tiveram
mortalidade superior a 50% para a menor con-
centracao utilizada, de 0,0025 mg/L. Em razédo
das suas caracteristicas a ivermectina, mostra
alta complexidade ambiental, pois dificulta a
avaliacdo da mortalidade dos organismos tes-
tes, além de, ser um problema ecolégico quando
presente no ambiente, ja que essa medicagao
¢é fabricada para eliminar vermes e parasitas, o
que por consequéncia acarreta na mortalidade
dos crustaceos aquaticos.

Para a hidroxicloroquina e ibuprofeno a D. bra-
siliensis se mostrou menos sensivel do que a D.
magna. No caso de lvermectina e Paracetamol
a resposta ecotoxicolédgica observada foi com-
paravel (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1. Descricao dos resultados obtidos mediante ensaios de toxicidade aguda
dos farmacos Ivermectina, hidroxicloroquina, ibuprofeno e paracetamol além da
resposta observada utilizando a substancia padrao KCL utilizando D. magna e

D. brasiliensis. Resultados expressados como

50-48h (95% LC)

CL,, ,sh com limite de confianga de 95%.
D. magna mg/L D. brasiliensis mg/L
Ivermectina Clsy g < 0,0025 < 0,0025
Hidroxicloroguina (¥ — 3,70 (3,22 - 4,25) 14,09 (12,20 - 16,28)
Ibuprofeno Clag 4an @so 1) 12,25 (5,60 - 26,81) 107,52 (90,54 - 127,68)
Paracetamol Cl 8,53 (3,96 - 18,41) 9,61(6,78 - 13,62)

KCl

Cl

50-48h (95% LC)

120,35 (74,86 — 177,40)

35,59 (17,79 - 71,10)
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Figura 1. Grafico comparativo do efeito ecotoxicolégico observado
mediante ensaios realizados utilizando D. magna e D. brasiliensis. Resultados

expressados como CL, ..

Em relagéo ao teste realizado com KClI, os valores
obtidos foram semelhantes aos reportados na
bibliografia. Por exemplo, num estudo realizado
por Santos et al. (2018) utilizando D. brasiliensis
foi reportado um valor de EC_ . (95% LC) =
47,1 (25,3 - 70,7), ratificando a reprodutibilida-
de experimental dos resultados e validando a D.
brasiliensis como organismo teste para estudos
de ecotoxidade. Além disso, os resultados ob-
tidos com D. magna, também apresentou valo-
res de resposta comparaveis com os reportados
na bibliografica. Por exemplo, considerando o
mencionado autor, os valores reportados frente
a exposicao com KCI para D. magna foram: EC-
soagn (95% LC) 100,9 (74,1-120,8), ratificando a
validade experimental obtida nesta experiéncia.
A critério de comparacgédo nao foi encontrado na
literatura artigos que avaliassem o CL, ., com
aD. brasiliensis para nenhum dos farmacos aqui
testados, sendo assim, este € um estudo pioneiro
utilizando essa espécie para avaliagao ecotoxicolo-
gica desses farmacos. Vale ressaltar que, além da

e erro padrio expresso em porcentagem.

representatividade da regido semiarida que essa
espécie possui, comparativamente a utilizacdo
desta espécie é facilitada pelo baixo investimento
requerido ja que para cada grama de cisto sao
gerados na ordem de 380.000 nauplios, e por ser
um organismo filtrador é facilmente alimentada
por emulsdo de algas, outrossim, devido as suas
maiores propor¢cdes em relagdo a outros micros
crustaceos, facilitando a realizagéo e incorpo-
racao de testes de ecotoxidade em atividades
de monitoramento ambiental (Lopes et al. 2007;
Santos et al. 2019).

Em relacéo a D. magna estudos que avaliassem
o CL,, ,, Para hidroxicloroquina também néo foi
identiticado. Pesquisas que avaliam CL,, ., coma
D. magna, para os farmacos ibuprofeno, parace-
tamol e ivermectina, apontaram diferentes faixas
de concentracédo, como pode ser visto na Tabela
2. Os valores reportados no presente estudo fica-
ram proximos dos apresentados por Feng et al.
(2013), para o ibuprofeno e paracetamol e Garric
et al. (2007) para ivermectina.

Tabela 2. Resultados ecotoxicolégicos da exposicao a farmacos (ibuprofeno, paracetamol e

ivermectina) em testes ecotoxicologicos descritos na literatura utilizando D. magna - CL

50-48h"

Minimo Maximo Autor

) (lannacone e Alvarifio
CL,, ,q, ibuprofeno 9,10 mg/L 175,0 mg/L

2009); (Feng et al. 2013)

(lannacone e Alvarifio
CL,, ., Paracetamol 9,20 mg/L 62,3 mg/L

2009); (Feng et al. 2013)

CL,, s, ivermectina 1,2x10°mg/L mg/L 1,7x10mg/L (Garric et al. 2007)
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Conclusao

Os residuos de compostos emergentes, mais es-
pecificamente relacionados a comercializagcéo e
consumo de farmacos, vém se tornando um pro-
blema de escala mundial nas ultimas décadas.
O incremento do consumo prescrito e a autome-
dicac&o proporcionou um impacto consequente
no quantitativo desses residuos (principios ati-
vos) no meio ambiente. Diante disso, estudos
que avaliem o impacto destas substancias na
biota aquatica sdo de grande importancia, prin-
cipalmente quando utilizados espécies nativas
representativas do cenario ambiental estudado.
Baseado no que foi exposto ao longo deste artigo,
foi verificado a utilidade como organismo teste
para ensaios ecotoxicoldgicos da espécie nativa
da regido semiarida D. brasiliensis, em relagéo a
sua sensibilidade aos farmacos hidroxicloroquina,
ivermectina, paracetamol e ibuprofeno, com boa
reprodutibilidade dos resultados (validade interna
dos resultados), caracteristicas essenciais para
sua validagdo como organismos teste candida-
ta para monitoramentos ambientais. Compara-
tivamente com a D. magna a D. brasiliensis se
mostrou menos sensivel o que possibilita a sua
implementagao como espécie complementar para
a representacdo mais abrangente dos potenciais
impactos possiveis sobre a biota da area estu-
dada. Estudos futuros direcionados a avaliar as
possiveis interacdes dos farmacos testados em
concentracdes ambientais reais s&o necessarias
para completar a validacéo e ter uma aproximacao
dos eventos acometidos em ambientes impac-
tados por estes farmacos.
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Resumo. A crescente poluicdo de ambientes marinhos e estuarinos por descarga de efluentes € um problema mundial. Os
ensaios ecotoxicoldégicos vém sendo amplamente utilizados para monitorar os efeitos deste tipo de poluicdo e, atualmente séo
incorporados na legislagdo ambiental de diversos paises, nomeadamente no Brasil. Contudo, sdo poucos os estudos realizados
em dareas costeiras e a padronizagdo de métodos com organismos nativos, representativos de ecossistemas locais, € insuficiente.
Nitocra sp. tem sido eficientemente utilizado em ensaios ecotoxicolégicos com sedimentos e aguas intersticiais, sendo neces-
sario avaliar a sua adequagéo na andlise de aguas superficiais estuarinas. Amostras pontuais de dgua do baixo estuario Jundiai
-Potengi (EJP) foram coletadas mensalmente durante 18 meses, em dreas com (CE) e sem (SE) recegdo de efluentes tratados.
Nitocra sp. e Mysidopsis juniae (espécie padronizada) foram os organismos teste utilizados nos ensaios ecotoxicolégicos. Efeitos
letais (taxa de mortalidade) e subletais (taxa de reprodugéo) foram analisados considerando a caracterizagdo microbioldgica e
fisico-quimica das amostras testadas. Os teores de oxigénio dissolvido, salinidade, demanda bioquimica de oxigénio, nitrogénio
amoniacal e amoniacal total, nitrogénio total, éleos e graxas, sélidos suspensos e sedimentaveis, potassio total e coliformes
termotolerantes determinados nas amostras CE e SE, traduzem diferentes niveis de poluigdo nos locais amostrados. As cartas-
controle de Nitocra sp. e M. juniae indicaram boa reprodutibilidade laboratorial, e apesar dos organismos teste terem exibido
diferentes perfis ecotoxicolégicos, o aumento da taxa de mortalidade de ambos esteve associada a emissédo de esgoto tratado. O
uso de diferentes organismos teste favorece a representatividade dos ensaios ecotoxicoldgicos. Considerando o perfil de Nitocra
sp. no monitoramento do EJP, o seu estabelecimento como organismo-teste padronizado necessita de mais estudos, incluindo
a utilizacéo de nauplii em bioensaios.

Palavras chaves: Ecotoxicologia; Copépodes; Efluentes domésticos; Estuario Jundiai/ Potengi.

Abstract. Increasing pollution of marine and estuarine environments from wastewater discharge is a worldwide problem. Eco-
toxicological tests are widely used to monitor the effects of this type of pollution and are currently being incorporated into the
environmental legislation of several countries, including Brazil. However, few studies have been conducted in coastal areas, and
standardization of methods with native organisms representative of local ecosystems is insufficient. Nitocra sp. has been efficiently
used in ecotoxicological tests with sediments and interstitial waters, and its suitability for estuarine surface water analysis needs to
be assessed. Point samples from the lower Jundiai-Potengi estuary (JPE) in areas with (CE) and without (SE) discharge of treated
effluents were collected monthly for 18 months. Nitocra sp. and Mysidopsis juniae (standardized species) were the test organisms
used in the ecotoxicological assays. The lethal (mortality rate) and sublethal (reproduction rate) effects were analyzed considering
the microbiological and physicochemical characterization of the tested samples. Dissolved oxygen, salinity, biochemical oxygen
demand, ammoniacal and total ammoniacal nitrogen, total nitrogen, oils and greases, suspended and settleable solids, total potas-
sium and thermotolerant coliform bacteria determined in samples from CE and SE, reflect varying levels of pollution at the sampled
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sites. The control charts of Nitocra sp. and M. juniae indicated good reproducibility in the laboratory, and although the test organ-
isms had different ecotoxicological profiles, the mortality rate of both organisms was related to the discharge of treated wastewater.

The use of different test organisms increases the representativeness of the ecotoxicological tests. Given the profile of Nitocra sp. in
JPE monitoring, further studies, including the use of nauplii in bioassays, are needed to establish it as standardized test organism.

Keywords: Ecotoxicology; Copepods; Domestic effluents; Jundiai/ Potengi Estuary.

1. Introducao

A interpretacéo dos possiveis efeitos deletérios
de efluentes sanitarios e industriais na biota de
ecossistemas estuarinos ainda recorre a indica-
dores tradicionais, limitando-se geralmente a pa-
rametros microbioldgicos e fisico quimicos.

Os testes ecotoxicoldgicos avaliam o impacto
da contaminagéo/ poluicdo em organismos teste
constituindo uma aproximacao realista das con-
sequéncias da exposicao de seres vivos a conta-
minantes (Kalloul et al. 2012). A importancia dos
testes ecotoxicolégicos tem sido reconhecida
pelos 6rgaos ambientais brasileiros, através da
sua insercao nas resolucdes de monitoramento
ambiental exigidas pelo 6rgao federal regulador —
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA
2005, 2011, 2012).

Assim, a implementacdo de uma abordagem
ecotoxicoldgica para analisar a deterioracéo da
qualidade da agua em rios e regides costeiras do
Brasil € atual e vém sendo incluida em estudos
realizados em diferentes ecossistemas aquaticos
(Pereira et al. 2015; Pimentel et al. 2016; Cappa-
relli et al. 2021). Contudo, em particular na regiao
nordeste do Brasil, sdo poucos os estudos reali-
zados em areas estuarinas (Nilin et al. 2013, 2019;
Oliveira et al. 2014). A padronizagao das espécies
de organismos teste utilizados em ensaios de
toxicidade é essencial para, internacionalmente,
se compararem resultados. Porém € importante
assinalar que o uso de espécies-chave locais,
aumenta a representatividade do ecossistema e a
extrapolacéo dos resultados torna-se mais fiavel
(Martins e Bianchini 2011).

Os organismos a utilizar em testes de toxicidade
devem: (i) ser sensiveis a diversos agentes qui-
micos, (ii) ter um ciclo de vida curto, (jii) ser abun-
dantes e com larga distribuicdo geografica, (iv)
ter estabilidade genética, (v) ser representativos
de seu nivel trofico e (vi) facilmente cultivados em
laboratério (Zagatto e Bertoletti 2008). Invertebra-
dos tais como crustaceos e moluscos vém sendo
muito usados em testes ecotoxicologicos simples
ou envolvendo cadeias alimentares (Dahms et al.
2016). Porém, poucas espécies brasileiras sao
utilizadas, sobretudo para avaliar ambientes ma-

rinhos e estuarinos (Artal et al. 2019). O crustaceo
(Malacostraca) Misydopsis juniae, padronizado
pela Associacéo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT, 2011) para analise de aguas salobras/ sa-
linas, tem sido usado com sucesso para testar o
efeito de diversos compostos quimicos ou mis-
turas complexas (Badaré-Pedroso et al. 2002),
incluindo efluentes sanitarios e industriais (Nico-
demo 2010) e amostras ambientais estuarinas
(Nilin et al. 2019).

Em ensaios ecotoxicolégicos de ambientes ma-
rinhos e estuarinos, também séo usados certos
copépodes que atendem as carateristicas su-
pracitadas, além de serem de suma importancia
na cadeia alimentar, ligando os produtores (fito-
plancton) aos altos predadores, como camardes,
peixes e até baleias (Lavorante et al. 2013; Kwok
et al. 2015). Diferentes copépodes vém sendo
frequentemente utilizados como organismos
teste em varias partes do mundo: Acartia tonsa
(Kusk e Petersen 1997; Palma Lopes et al. 2018)
e Tisbe battagliai (Diz et al. 2009) em diferentes
paises europeus; Acartia sinjiensis na Australia
(Gissi et al. 2013); Nitocra spinipes na Australia
e alguns paises europeus (Simpson e Sapadaro
2011; Koch e Schamphelaere 2021; Moeris et al.
2021); Quinquelaophonte sp. na Nova Zelandia
(Charry et al. 2018); Tigriopus japonicus em pai-
ses orientais (Wong et al. 2020, Yu et al. 2020);
Tisbe biminiensis em paises da América do Nor-
te e América do Sul (Araujo et al. 2013; Costa
et al. 2014; Souza Santos et al. 2015); e Nitocra
sp., utilizado principalmente com sedimentos no
Brasil (Capparelli et al. 2021; Ferraz et al. 2021,
Mendonca et al. 2021). Contudo, ainda néo foi
avaliada a utilizacdo de Nitocra sp. no monito-
ramento ecotoxicolégico de aguas superficiais.
Assim, o objetivo deste estudo incidiu na analise
e argumentacdo do uso de Nitocra sp. como or-
ganismo teste na avaliagéo ecotoxicoldgica da
qualidade de aguas superficiais estuarinas. Nesse
sentido os ensaios realizados com Nitocra sp.
foram comparados com ensaios realizados com
Misydopsis juniae, organismo teste padronizado
para este tipo de amostras ambientais (ABNT 2011).
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2. Material e métodos

2.1 Area de estudo e amostragem de aguas
superficiais

Amostras de agua superficial do baixo estua-
rio Junadiai-Potengi (EJP) foram coletadas
mensalmente entre junho de 2015 e dezembro
de 2016, durante a maré baixa, em dois pon-
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tos de amostragem (Figura 1): SE, situado a
montante da estac&o de tratamento de esgoto
(ETE) do Baldo (5°47'21.70"S, 35°13'11.18"0)
que ndo recebe esgoto tratado e CE, nas ime-
diagdes da ETE, onde desagua o canal que
recebe os efluentes tratados (5°47'20.49"S,
35°12'88.93"0).

S RAzL
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Legend
] Sampling stations

:r\\\ Rivers, streams and
2 wetlands

oaB0500

25000 2500

Figura 1. Geolocalizacdo dos pontos de coleta de agua superficial no complexo
estuarino Jundiai-Potengi (EJP), Natal/ RN: SE a montante de uma descarga
de efluente tratado e, CE na zona de descarga do referido efluente.

2.2 Ensaios ecotoxicolégicos

O microcrustaceo Mysidopsis juniae encontra-se
em regides marinhas costeiras e estuarinas do
Brasil (Miyashita e Calliari 2016). De habitat ben-
ténico, estes microcrustaceos medem cerca de
4 a5 mm de comprimento e em laboratério tém
um ciclo de vida de 28 a 30 dias. Testes ecotoxi-
coldgicos com M. juniae foram realizados seguin-
do o protocolo padronizado descrito na norma
15.308/2011 - Toxicidade aguda - Método de
ensaio com misidaceos (Crustacea) da Associa-
céo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT 2011).
Em frascos de vidro de 500 mL prepararam-se
triplicatas de 400 mL das diferentes concentra-
¢bes da amostra ambiental: 100, 50, 25, 12,5%
e controle negativo (0%). A cada frasco previa-
mente preparado adicionaram-se 10 espécimes
jovens de M. juniae (de 5 a 7 dias). As amostras
de agua estuarina foram mantidas nas seguin-

tes condicdes experimentais: salinidade - 34 +
2 %o; temperatura - 25 + 2 °C; incubacao - 96 h
com fotoperiodo 12:12 h luz:escuro. Terminado o
ensaio, contabilizaram-se os organismos mortos
em cada frasco.

Nitocra sp. € um pequeno copépode (cerca de
1 mm) benténico estuarino de facil cultivo em
laboratério com um ciclo de vida de cerca de
20 dias; estes copépodes sobrevivem em’ sali-
nidades de 5 a 30 %o (Lotufo e Abessa 2002;
Zaroni et al. 2012). Os testes com Nitocra sp.
foram realizados seguindo o protocolo descrito
por Lotufo e Abessa (2002) para aguas intersti-
ciais. Em frascos de polietileno com capacidade
de 30 mL, colocaram-se em triplicata, 10 mL de
cada concentracdo da amostra ambiental pre-
viamente preparadas (diluicdes de 50, 25,12,5e
6,25%, além do controle negativo). Em cada um
destes frascos introduziram-se 10 fémeas ovadas

- 165 -



Acta Toxicol. Argent. (2022) 30 (3): 163-176

de Nitocra sp. Todo o sistema experimental (15
frascos) foi incubado a 25 + 2 °C durante 96 h
nas seguintes condic¢des: salinidade - 17 + 2 %o;
fotoperiodo - 12:12h luz:escuro. A manutengéo da
salinidade das amostras foi ajustada por adicéo
de salmoura ou de agua destilada.
No final dos ensaios com Nitocra sp., as fémeas
vivas foram contabilizadas para determinar o efeito
letal. Os nauplios que eclodiram em cada réplica
foram fixados pela adi¢cdo, a cada frasco, de for-
maldeido (10%) e corante rosa-bengala (0,1%),
sendo a contagem feita ao estereomicroscopio
(Coleman, modelo XTB-2B) para determinacéo
da taxa de reproducao (n° de nauplios por fémea).
A salinidade, pH e oxgénio dissolvido (OD) foram
parametros determinados no inicio dos bioen-
saios nas diferentes concentracdes. A toxicidade
aguda expressa-se como sendo a concentracédo
da amostra na qual a mortalidade dos organis-
mos presentes € de 50% (CL,,-96h). Os dados
expressos em CL, -96h foram transformados em
Unidades Toxicas - UT (equacéo 1) de acordo
com Bertolleti e Zagatto (2006).

UT=1c (1)
O efeito subletal das amostras ambientais na re-
producéo de Nitocra sp. é expresso pela maior
concentragao na qual ndo se observa efeito (No
Observed Effect Concentration - NOEC) e pela
menor concentracdo na qual se observa efeito
(Lowest Observed Effect Concentration - LOEC).
A agua do mar utilizada para cultivo e bioensaios
foi coletada na praia da Via Costeira (alto mar;
+3 km; = 35 %o), na cidade de Natal/RN, filtrada
em sistema de carvao ativado e esterilizada por
radiagao ultravioleta (UV). A agua assim tratada
foi armazenada em barriletes de PVC (policloreto
de vinila), com capacidade de 20 e 40 L, previa-
mente higienizados e sob aeragéo.
O controle de qualidade dos ensaios e a viabi-
lidade dos organismos teste foram avaliados
mensalmente através de bioensaios utilizando
como substancias de referéncia, dicromato de
potassio (K,Cr,0,) para Nitocra sp. e sulfato de
zinco heptahidratado (ZnSO,.7H,0) para M. ju-
niae, seguindo as recomendacdes da normativa
15.308 (ABNT 2011) e do protocolo descrito por
Lotufo e Abessa (2002).

2.3 Andlises fisico-quimicas e microbioldgicas
Diferentes parametros fisico-quimicos para ca-
racterizacao das amostras de agua coletadas no
EJP foram determinados de acordo com Stan-
dard Methods for the Examination of Water and
Wastewater (APHA 2012). O pH das amostras

de agua foi determinado com um potenciémetro
(modelo pH-Tec) e a salinidade (Sal, %o0) com um
refratbmetro (Vodex, vx100sg). O oxigénio dissol-
vido (OD, mg L) foi medido com um oximetro
digital portatil (instrutherm MO-900), e os valores
determinados foram confirmados por titulacéo,
sempre que possivel. A quantificagdo (mg L) de
Oleos e graxas (OG), solidos suspensos (SS) e
sélidos totais (ST) foi feita por gravimetria. Os
sélidos sedimentaveis (SSe) foram determinados
por sedimentacao no cone Imhoff.

Apods submeter as amostras a respectivamen-
te, (i) um reagente combinado (acido ascorbico,
molibdato de aménio e o antiménio tartarato
de potassio), (ii) corante azo purpura averme-
lhado, e (iii) solugéo alcalina de tartarato duplo
de sédio e potassio, os teores em fosforo (P),
nitrito (NO,-) e nitrato (NO,-) foram determinados
por colorimetria. Os teores em nitrogénio total
(N), nitrogénio amoniacal (NH,-N), nitrogénio or-
ganico (NO), nitrogénio amoniacal total (NAT),
demanda bioquimica de oxigénio (DBO,) foram
determinados por titulagao e o potassio (K) por
fotometria de chama.

A deteccéo de coliformes totais (CT) e de coli-
formes termotolerantes (CTe) recorreu a técnica
de tubos multiplos, utilizando como meios de
cultura, caldo verde brilhante bile 2% (CVVB)
e caldo Escherichia coli (EC), que avaliam res-
pectivamente, a presenca de coliformes totais
e termotolerantes.

2.4 Andlise de dados

Os parametros fisico-quimicos e microbiologi-
cos determinados foram comparados com os
valores de referéncia para aguas salinas classe
2 presentes na resolugéo brasileira n° 357/2005
(CONAMA 2005).

O célculo da CL,-96h recorreu ao método esta-
tistico Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et
al. 1977), através do programa TOXTAT 3.5°. Os
valores de NOEC e LOEC foram obtidos por ana-
lise de variancia ANOVA one way para os resul-
tados paramétricos, e para os ndo paramétricos
foi utilizado o teste Kruskal-Wallis on Ranks. A
comparacao post hoc entre grupos foi realizada
utilizando o teste de Dunnett's para dados pa-
ramétricos, e o método de Dunn's para os nao
paramétricos. O programa estatistico utilizado foi
o Statistic 7.0.

A avaliagdo de Nitocra sp. como bioindicador de
toxicidade de efeito letal (teste agudo) e subletal
(teste crbnico) das amostras de agua superficial
foram comparados com testes de toxicidade agu-
da normalizados pela ABNT 15.308/2011, que
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usam Mysidopsis juniae como organismo teste.
Os resultados ecotoxicologicos analisados fo-
ram representados pela taxa de sobrevivéncia
ou reproducgédo. O efeito observado nos ensaios
foi calculado considerando a percentagem de
sobrevivente e/ ou nauplii em relagdo ao grupo
controle, ou seja, as taxas de sobrevivéncia e re-
producao foram estimadas considerando o nimero
de sobreviventes e de nauplios (respectivamente),
contabilizados nas amostras ambientais diluidas
de 1:2 em relac&do aos contabilizados no grupo
controle. A andlise estatistica dos parametros
ecotoxicoldgicos e fisico-quimicos recorreu ao
teste U de Mann-Whitney e a amplitude do efeito

Acta Toxicol. Argent. (2022) 30 (3): 163-176

calculada mediante o coeficiente d de Cohen. O
software utilizado foi o SPSS v26.

3. Resultados e discussao

3.1 Cartas - controle

A sensibilidade dos organismos teste utilizados
e a reprodutibilidade dos resultados foram ava-
liadas por testes de referéncia que permitiram a
elaboragao de cartas controle (Figura 2a e 2b).
De acordo com as respetivas cartas controle,
a LC50-96h para Nitocra sp. em K,Cr,O, foi de
9,12 £ 2,35 mg L' (n=14) e a LC50-96h para M.
Jjuniae em ZnSO4 foi de foi de 0,35 + 0,04 mg
L' (n=18).

LE,,-a6h (mg LF K, 0,
]
-

2]
—

123456 7 8 91011121314
Testes de referéncia

LCyp=96h (mg L Zn50,.7H,0)

b) 1 3 5 7 9% 11 13 15 17 19
Tastes de referéncia

Figura 2. Cartas-controle de Nitocra sp. (a) e M. juniae (b). Concentragéo
letal (LC_,-96h) das substancias de referéncia, respectivamente, dicromato
de pof’assw K.,Cr,0,) e sulfato de zinco heptahldratado (ZnS0O,.7H,0).
Valor medlo de LC -96h - linha laranja; faixa de sensibilidade
entre linhas amarela e azul (+ 2 desvios padrao).

Contudo, no quinto teste de referéncia para Ni-
tocra sp. a LC, -96h ultrapassou o limite superior
estabelecido pela faixa de sensibilidade da carta
controle do cultivo (Figura 2a), levando a suspensao
dos testes com amostras ambientais até retorno
da sobrevivéncia dos organismos teste, dentro
da faixa de sensibilidade estimada (4,89 — 13,36
mg L"), o que ocorreu ja no sexto teste. A boa
reprodutibilidade sugere que durante o periodo
experimental, os dois organismos teste perma-
neceram saudaveis.

A LC,-96h determinada neste estudo para Nito-
crasp.em K. Cr,0, (9,12 + 2,35 mg L") foi cerca
de duas vezes inferiora 15,94 + 3,46 mg L', LC-
5-96h determinada por Krull et al. (2014). Para
0 copépode Tisbe biminiensis, a LC50-96h em
K,Cr,0, foi de 9,45 + 1,68 mg L (Araujo-Castro
et al. 2009) e de 10,5 + 0,14 mg L' (Régis et al.
2018), valores préximos aos determinados neste
estudo para Nitocra sp.

Em testes de referéncia para avaliar a resposta de

M. juniae a sulfato de Zinco (ZnSO,) a LC, -96h
foi de 0,35 + 0,04 mg L' (Nilinet al. 2019) € 0,33
mg L' (Resgalla et al. 2021). Usando dicromato
de potassio como substancia de referéncia (de
acordo com a norma adotada ha mais de 10 anos
pelo ECOTOX-Lab), a LC50-96h de M. juniae foi
de 4,12 mg L' (Resgalla et al. 2021), cerca de
metade da LC,-96h determinada no presente
estudo para Nitocra sp. com K,Cr,O., 0 que sugere
amaior sensibilidade de M. juniae do que Nitocra
sp. a esta substancia de referéncia.

3.2 Parametros fisico-quimicos e microbioldgicos.
Parametros fisico-quimicos e microbioldgicos
das amostras de agua superficial do baixo EJP
coletadas nos pontos CE e SE (Tabela 1) foram
determinados e confrontados com a resolucéo
ambiental vigente (resolu¢édo n° 357/05, CONAMA
2005) para esse tipo de corpo hidrico.

O monitoramento de OD e DBO, em corpos hidricos
€ de grande importancia ja que ambos tem sido
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relacionado com a mortalidade de organismos
aquaticos (Munna et al. 2013; Matos et al. 2017).
Relativamente a OD, em 50% das amostras SE
e 80% das amostras CE foram determinados
valores inferiores ao limite estabelecido de 5
mg L' (CONAMA 357/ 05). Ao longo do periodo

monitorado, uma grande variabilidade nos niveis
de DBO, foi observada (DP = 22,41 mg L). As
concentragdes de DBO, foram, em média, cerca
de 7 vezes superiores em CE em relacdo a SE,
sendo a diferenga entre as amostras, significativa
(p< 0,001).

Tabela 1. Valores médios (+ desvio padrao) de parametros fisico-quimicos e
microbioldgicos de amostras de agua superficial do estuario Jundiai/ Potengi (n = 18)
coletadas a montante da descarga do efluente tratado (SE) e na zona de descarga
(CE), ao longo do periodo experimental (junho de 2015 e dezembro de 2016).

Parametro Unidades Pontos de amostragem CONAMA D -valor Cohen d
SE CE (classe 2)
0D mg L 4,79 + 1,48 3,35 +1,85 5,00 0,001 -0,727
pH 7,69 = 0,59 7,57 2,70 6,50 a 8,50 0,194 0,379
Sal(-) %o 35,47 = 3,36 16,69 + 8,48 - 0,015 0,252
DBO, mg L’ 2,93 +1,96 20,42 22,41 - <0,001 0,272
SS mg L™ 94,48 + 75,63 | 96,35 +79,02 - <0,001 0,785
SSe mlL? 0,10 = 0,11 1,03 £ 1,96 - <0,001 2,071
0G mg L’ 3,01 +2,58 3,55 +2,52 - <0,001 1,119
CTe NMP/ 100 mL | 1x10° = 4 x10° |16x10°+ 30 x10° 2500 <0,001 0,947
NAT mg L’ 0,56 = 0,34 8,44 +5,39 0,70 <0,001 -2.396
NH,-N mg L’ 0,34 = 0,26 7,38 +5,05 - <0,001 0,849
NO,- mg L™ 0,97 = 0,50 1,27 £ 0,97 0,70 0,685 0,302
NO,- mg L’ 0,02 = 0,00 0,24 = 0,49 - 0,136 0,287
N mg L 1,56 + 0,56 10,01 £ 5,50 - <,001 1,952
P mg L™ 0,08 = 0,09 1,55 1,39 - 0,122 0,925
K mg L’ 494 + 129 283 + 208 - 0,014 0,314

©N@o existe limite definido pela legislagéo.

A negrito, valores que ultrapassam os limites estabelecidos pela resolugdo CONAMA 357/ 2005 para dguas salinas de classe 2.

A salinidade média das amostras SE foi de 35,47
+ 3,36 %o, correspondendo a valores que carac-
terizam aguas salinas. Nesta regido do baixo es-
tuario EJP, Souza et al (2010) e Lopes et al (2018)
determinaram valores de salinidade de 32 a 37 %o
e 22 a 35 %o, respectivamente. Nas amostras CE
a salinidade média foi aproximadamente, metade
da determinada em SE (p< 0,01). A menor sali-
nidade das amostras CE pode estar relacionada
com ainfluéncia da variagcéo da vazéo da descarga
de “agua doce” da ETE do Baldo no rio Potengi.
Considerados indicadores de polui¢cdo urbana
devida a emissao de esgoto sanitario (Marins et
al. 2007; Barletta et al. 2019; Nilin et al. 2019) os
parametros SSe, CT, CTe, NA, NAT, NO3-, N e K,
atingiram valores significativamente superiores
em CE, mas apenas NAT e CT excederam os limi-
tes impostos pela legislagao brasileira (CONAMA
2005). As concentrac¢des de P n&o diferiram sig-

nificativamente, no entanto, o tamanho de efeito
quando comparados os grupos foi considerado
grande (cohen d = 0,925). Os nitratos excederam
os limites impostos pela legislagcao em vigor nos
dois pontos de amostragem. Apesar de, para os
teores de nitrato n&o terem sido determinadas
diferencas estatisticamente significativas entre
SE e CE, em CE o teor de nitrato foi, em média,
mais elevado.

Os teores de 6leos e graxas (OG) ndo apresentaram
diferenca significativa entre os pontos SE e CE,
e a anadlise visual, recomendada pela resolucéo
n°357 (CONAMA 2005), ndo indicou a presenca
de OG. Naregido portuaria do EJP, a cercade 1,6
km a jusante do ponto CE, Souza e Neto (2019)
determinaram em 2016, teores médios (n = 30)
de OGde1,81e0,98 mgL", cercade?2a3ve-
zes inferiores aos determinados nos pontos de
amostragem analisados neste trabalho.
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3.3 Bioensaios ecotoxicoldgicos

Entre os pontos CE e SE foram determinadas di-
ferencas estatisticamente significativas (p< 0,001)
para a toxicidade aguda expressa em unidades
téxicas (UT) para os dois organismos teste (Figura
3a e 3b). O efeito, expresso como coeficiente de
Cohen d, foi de 1,82 UT para M. juniae e de 0,85
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UT para Nitocra sp.

As amostras CE (ponto receptor de efluente
sanitario tratado), causaram efeito letal (mor-
talidade) em ambos os organismos teste, com
um padrdo de resposta diferenciado: Nitocra
sp. evidenciou menor sensibilidade do que M.
juniae (Tabela 2).
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Figura 3. Médias de Unidades toxicas (UT) para M. juniae (a) e Nitocra sp. (b), considerando
as amostras de agua superficial do baixo estuario do Jundiai/ Potengi (n=18), coletadas
a montante da ETE (SE) e na zona de descarga do efluente tratado (CE) entre junho de
2015 e dezembro de 2016. Limite de confianca (LC) = 95 %.

Tabela 2. Efeito letal (CL,-96h, %) de amostras de agua superficial do baixo estuario Jundiai/
Potengi, coletadas na zona de descarga do efluente tratado (CE) em Mysidopsis juniae e
Nitocra sp. e subletal (NOEC/ LOEC, %) em Nitocra sp., durante o periodo amostral.

Ano Més CL,,-96h (%) NOEC/ LOEC (%)
Mysidopsis juniae Nitocra sp. Nitocra sp.

2015 jun <12,50 50 25/50
jul NT NT NT
ago <12,500 85 06/12,5
set 34,67 56 -
out NT - -
nov 31,93 48
dez <12,50 NT 25/50

2016 jan 82,92 NT 50/100
fev 12,5 NT NT
mar 28,65 NT NT
mai <12,50" NT 50/100
jun <12,50" NT NT
jul NT NT NT
ago 2911 61 50/100
set 39,08 NT NT
out 14,18 NT NT
nov 32,42 NT NT
dez <12,50" NT 25/50

NT: Nao toxico

- Teste ndo realizado

M CL,,-96h = < 12,5%, inferior a menor concentragao testada
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As amostras SE ndo causaram efeito letal nos
organismos teste, exceto na amostra de janeiro
de 2016; nesta amostra o numero de nauplii de
Nitocra sp. reduziu significativamente a partir da
concentragcéo 50% (LOEC = 50%), traduzindo-se
em efeito subletal.

As taxas de sobrevivéncia de M. juniae e o Nitocra
sp., também apresentaram diferencas significativas
(Figura 4a e 4b); a taxa de sobrevivéncia média

de Nitocra sp. nas amostras CE foi de 89,4% e
nas amostras SE de 99,5%. Para M. juniae a taxa
de sobrevivéncia média foi de 33,5% e 102,3%,
respectivamente nas amostras CE e SE.

As diferencas estatisticamente significativas (p
< 0,03) das médias da taxa de reproducao de
Nitocra sp. (87,3% em CE e de 107,3% em SE)
apontam para a influéncia negativa do efluente
descartado em CE (Figura 5).
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Figura 4. Taxas de sobrevivéncia média (%) de Nitocra sp. (a) e M. juniae
(b) em amostras de agua superficial do baixo estuario do Jundiai/ Potengi
(n=18), coletadas a montante da ETE (SE) e na zona de descarga do
efluente tratado (CE) entre junho de 2015 e dezembro de 2016.
Limite de confianca (LC) = 95 %.
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Figura 5. Taxa de reproducao média (%) de Nitocra sp.
em amostras de agua superficial do baixo estuario do Jundiai/ Potengi
(n=17), coletadas a montante da ETE (SE) e na zona de descarga do
efluente tratado (CE) entre junho de 2015 e dezembro de 2016.
Limite de confianca (LC) = 95 %.

N&o s&o muitos os estudos sobre a avaliagao
ecotoxicologica de aguas superficiais de regides
estuarinas do Brasil (Aradjo e Souza-Santos 2013;
Nilin et al. 2019) e sdo ainda menos os realizados
com aguas superficiais do baixo EJP. Contudo

esta regiao é de extrema importancia ambiental
global e de subsisténcia para as populagoes ri-
beirinhas. Ja se sabe que regides que recebem
efluentes sanitarios e escoamentos da drenagem
urbana convivem com o risco de ocorréncia de
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disturbios bioquimicos e fisiologicos em sua biota
(Silva e Abessa 2019). Gurgel et al. 2016 deter-
minaram taxas de mortalidade de M. juniae seis
vezes superiores as do grupo controle quando
exposto a aguas superficiais do rio Jundiai, um
afluente do EJP receptor de efluentes industriais.
Ensaios ecotoxicoldgicos com o sedimento do
EJP, em pontos proximos da area estudada nes-
te trabalho, relatam toxicidade aguda para Ti-
buronella viscana e Leptocheirus plumulosus, e
cronica para Nitocra sp. e Lytechinus variegatus
(Buruaem et al. 2013; Souza et al. 2016; Lopes
et al. 2018). Mendonca et al. 2021 realizaram
ensaios ecotoxicolégicos com Nitocra sp. para
avaliar a qualidade do sedimento do baixo EJP,
e nenhuma das amostras coletas nas quatro
campanhas de amostragem foi toxica para os
organismos teste, apesar das amostras terem
apresentado elevada contaminagdo por metais
e matéria organica. Ainda no EJP ha registro de
contaminagéo de ostras da espécie Crassostrea
rhizophorae por metais Cd, Cr, Zn, Cu, Pb € Ni
(Senez-Mello et al. 2020).

Estudos préximos a areas de descarga de efluen-
tes domésticos realizados em sedimentos ou em
aguas intersticiais (Araujo et al. 2013; Camargo
et al. 2015; Campos et al. 2016; Ferraz et al.
2017), identificaram através do método de ava-
liagdo da identificacéo da toxicidade (AIT) me-
tais, compostos volateis, compostos organicos,
surfactantes e amoénia, como responsaveis pelos
efeitos causados nos organismos. As elevadas
concentragdes de amonia determinadas no ponto
CE do baixo EJP podem ter contribuido para a
toxicidade destas amostras manifestada pela
menor taxa de reproducao dos organismos teste.
O uso de espécies nativas € de suma importancia
em bioensaios para monitoramento ambiental,
uma vez que como representantes da biota local
geram dados mais realistas, permitindo uma me-
lhor avaliagao da qualidade ambiental (Stringer
et al. 2014). Assim é possivel estabelecer valores
limite para poluentes individuais utilizando espé-
cies teste brasileiras (Artal et al. 2019).

No Brasil, o copépode estuarino Nitocra sp. es-
ta bem estabelecido como organismo teste em
bioensaios ecotoxicolégicos com sedimentos, por
ser de facil manuseio; contudo ainda néo esta
padronizado para testes de toxicidade pelas nor-
mas brasileiras (Silva et al. 2018; Artal et al. 2019)
e a referida espécie ainda nao foi determinada.
As duas espécies presentes no Brasil usadas
nestes ensaios ecotoxicoldgicos responderam de
modo diferente as amostras ambientais (aguas
superficiais do baixo EJP). A menor sensibilidade
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de Nitocra sp. avaliando a letalidade pode estar
associada a uma maior tolerancia deste orga-
nismo a aménia nao ionizada, considerada por
Ferraz et al. 2021, um parametro adequado para
avaliar a toxicidade das fases liquida ou sodlida
de uma matriz sedimentar. A presenca de amo-
nia em ambientes estuarinos ndo degradados &
natural, e resulta do processo de decomposicéo
da vegetacdo de manguezal e da excrecéo dos
animais, sendo estimadaem 0,2 mg L' (Braga et
al. 2000). O efeito toxico da N-NH3 naturalmente
presente no estuario € menor do que a quantidade
presente em efluentes sanitarios.

Maior resisténcia de copépodes bentbnicos ao
anti-incrustante tributilestanho em relagéo a me-
nor resisténcia de copépodes planctbnicos foi
relatada por Costa et al. (2014). Estes autores
relacionaram a maior resisténcia de copépodes
bentdnicos a um sistema de desintoxicagao mais
eficiente, eventualmente devido ao distancia-
mento filogenético entre estes taxa de diferentes
nichos ecoldégicos.

Entretanto, em ensaios com corantes organicos
dispersos, Nitocra sp. se mostrou mais sensivel
que o anfipodo Parhyale hawaiensis, 0 que nao
ocorreu quando exposto ao metal zinco, apesar
do resultado ter sido considerado similarmente
responsivo (Artal et al. 2019). Os bioensaios que
analisam efeitos subletais s&o muito mais sensiveis
do que os que analisam efeitos letais, indicados
para ambientes em que € necessaria a protecéo
ambiental maxima (Stringer et al. 2014). E por isso
necessario cuidado ao utilizar apenas Nitocra sp.
para avaliar ambientes estuarinos.

O uso de nauplios do copépode Tisbe biminiensis
em testes letais em vez de fémeas ovadas e/ ou
a observacao da taxa de reproducéo se mostrou
mais sensivel do que organismos adultos (Lavo-
rante et al. 2013; Souza-Santos et al. 2015; Régis
et al. 2018). Assim em futuros trabalhos o uso de
nauplios de Nitocra sp. em area estuarina devera
ser considerado. Ferraz et al. (2021) utilizaram
nauplios de Nitocra sp. com o objetivo de avaliar
a toxicidade da agua dos poros de sedimentos
estuarinos proximos a um sistema portuario, po-
rém como nao utilizaram fémeas ovadas nao é
possivel comparar a sensibilidade dos nauplios
com a de organismos adultos.

Na mesma linha, vém sendo publicados estu-
dos (Nicodemo 2010; Vaz et al. 2013) relatando
0 sucesso e propondo métodos que utilizam
M. juniae em testes crbnicos. Este organismo é
ideal para aguas estuarinas com salinidade pro-
xima a 35 + 2 %o, como é o caso do baixo EJP,
pois as amostras ndo precisam de ser diluidas.
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Ja Nitocra sp. pode ser utilizado para analisar
amostras entre 5 e 30 %o, faixa de sobrevivéncia
da espécie determinada por Lotufo e Abessa
(2002). Dada a gama de concentracéao de sais
em que Nitocra sp. sobrevive, € possivel a analise
de um maior numero de amostras ao longo do
corpo hidrico em direcao a nascente sem ha-
ver necessidade de aumentar a salinidade das
amostras. No entanto, o cultivo experimental
de Nitocra sp. no ECOTOXLab-UFRN em sali-
nidade de 22 e 30 %0 n&o apresentou 0 mesmo
sucesso reprodutivo quando comparados a 17
%o, salinidade final adotada para manutencéao
do cultivo e realizacdo dos testes.

4. CONCLUSOES

Os copépodes do género Nitocra encontrados
no Brasil tém sido cultivados com sucesso para
ensaios ecotoxicologicos de sedimentos e aguas
intersticiais. A sobrevivéncia destes organismos
em aguas de salinidade inferior a da 4gua do mar
(salinidade 6tima 17%o; salinidade maxima 30),
torna-os bons candidatos a bioensaios para ava-
liacdo de ambientes estuarinos. Neste trabalho,
Nitocra sp. foi usado como organismo teste na
analise ecotoxicolégica de amostras de aguas
superficiais do EJP. A boa reprodutibilidade dos
ensaios realizados com a substancia de referéncia
(dicromato de potassio) também salienta o seu
potencial como organismo teste. Nos ensaios com
agua superficial estuarina Nitocra sp. foi menos
sensivel as amostras receptoras de efluente tra-
tado (CE) do que M. juniae, ou seja, apresentou
maior taxa de sobrevivéncia. Mas considerando
a diminuicdo da taxa de eclosédo de nauplios de
Nitocra sp., estes organismos teste foram consi-
deravelmente sensiveis, sugerindo a importancia
da sua utilizagéo juntamente com outras espécies
de organismos. O uso simultaneo de diferentes
organismos teste corroborara a representatividade
dos efeitos da poluicio e seus potenciais impactos
na biota da area em estudo. O estabelecimento
desta espécie brasileira como organismo teste
padronizado para ensaios ecotoxicoldgicos de
amostras de aguas estuarinas superficiais, neces-
sita de mais estudos, incluindo o uso de nauplios
de Nitocra sp. na avaliacdo de toxicidade aguda
e a determinacao da espécie que tem vindo a ser
utilizada no Brasil.
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Resumen. El sector ladrillero se caracteriza por la elaboracion del ladrillo de forma artesanal donde utilizan técnicas rudimenta-
rias, hornos de baja tecnologia y diversos combustibles de poca calidad generando humos negros con gran cantidad de conta-
minantes. Por lo que el objetivo de este estudio fue caracterizar los metales en suelo, HAPs en aire y biomonitoreo de HAPs en
trabajadores de la zona ladrillera “Las Terceras” San Luis Potosi, México. Con el fin de conocer la exposicion laboral se determiné
la concentracion de HAPs en particulas PM,, se caracterizé el suelo de la zona de trabajo y se realiz6 un biomonitoreo de me-
tabolitos hidroxilados HAPs (OH-HAPs) en orina de los trabajadores. En aire se encontraron 14 de los 16 HAPs prioritarios por la
Agencia de Proteccion Ambiental en la fraccion de PM,, con una concentracion media de 5293,05 pg/m? (3,11-10510,81). Los
resultados del analisis quimico de los polvos mostraron que estén constituidos principalmente de cuarzo (SiO,) y arcillas (SiAIOx)
con presencia de 6xidos de Fe-Ti, fosfatos de tierras raras (Lantano, Cerio, Neodimio Torio), silicatos de zirconio, sulfatos de
bario, éxidos de zinc. En el biomonitoreo participaron 42 trabajadores ladrilleros, los resultados de la exposicion a OH-HAPs en
orina demostraron la media total de los OH-HAPs de 15,7 (6,92-195) ng/ml. Estos resultados muestran que el monitoreo ocupa-
cional de las zonas ladrilleras es importante debido al escenario de riesgo y a las condiciones precarias de este trabajo, ademas
de la alta exposicién a contaminantes que afectan la salud de los trabajadores y sus familias, asi como la propuesta de estrate-
gias que ayuden a minimizar los impactos ambientales y prevenir los efectos en salud de las poblaciones.

Palabras clave: Ladrilleras; Metales; Polvo; Composicién Quimica; Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos.

Abstract. The brick-making sector is characterized by artisanal brick production using rudimentary techniques, low-tech kilns and
various low-quality fuels that generate black fumes with a large amount of pollutants. Therefore, the objective of this study was to
characterize metals in soil, PAHs in air and biomonitoring of PAHs in workers of the "Las Terceras" brick area in San Luis Potosi,
Mexico. In order to know the occupational exposure, the concentration of PAHs in PM, | particles was determined, the soil of the
work area was characterized and a biomonitoring of hydroxylated PAH metabolites (OH-HAPSs) in the urine of the workers was
carried out. In air, 14 of the 16 PAHs prioritized by the Environmental Protection Agency were found in the PM, fraction, with an
average concentration of 5293.05 pg/m? (3.11-10510.81). The results of the chemical analysis of the dusts showed that they are
mainly constituted of quartz (SiO,) and clays (SiAlOx) with presence of Fe-Ti oxides, rare earth phosphates (Lanthanum, Cerium,
Neodymium Thorium), zirconium silicates, barium sulfates, zinc oxides. The biomonitoring involved 42 brick workers, the results of
OH-HAPs exposure in urine showed the mean total OH-HAPs of 15.7 (6.92-195) ng/ml. These results show that occupational moni-
toring of brick-making areas is important due to the risk scenario and the precarious conditions of this work, in addition to the high
exposure to pollutants that affect the health of workers and their families, as well as the proposal of strategies that help minimize
environmental impacts and prevent health effects on populations.

Key words: Brick kilns; Metals; Dust, Chemical Composition; Polycyclic Aromatic Hydrocarbons.

Introduccién

El crecimiento poblacional ha hecho que el la-
drillo sea la materia prima mas importante, por
sus caracteristicas que lo hacen idoneo para la
construccién (Torres 2019). La composicion del

ladrillo es importante para evitar el deterioro de las
estructuras, sus caracteristicas se han relacionado
directamente con la resistencia y la durabilidad
(Elert et al. 2003). Sin embargo, se ha evaluado
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la posibilidad de la sustitucién de materiales e
innovacion de tecnologias para el cuidado del
ambiente y la salud (Enciso Urrego et al. 2014).
Aunque este sector tiene gran impacto econémico,
su elaboracion sigue siendo artesanal, se utilizan
técnicas rudimentarias, hornos de baja tecnologia
y diversos combustibles de poca calidad como:
basura electronica, plasticos, llantas, madera, en-
tre otros, que generan humos negros con gran
cantidad de contaminantes (Rajarathnam et al.
2014) como particulas suspendidas de 10y 2.5
micrometros (PM, )y PM, ,), metales, Hidrocarburos
Aromaticos Policiclicos (HAPs), dioxinas, y gases
de efecto invernadero que afectan el ambiente y
la salud de los trabajadores como de la pobla-
cién aledana, incrementando su vulnerabilidad a
enfermedades cronicas.

Los HAPs son compuestos formados por dos o
mas anillos fusionados de benceno (ATSDR 2013)
que se clasifican en funcion de sus anillos estruc-
turales como de bajo peso molecular (dos o tres
anillos) y de alto peso molecular (los que tienen
mas de 4 anillos estructurales). Estos compuestos
son relevantes para la salud y el ambiente por sus
caracteristicas cancerigenas y mutagénicas (IARC
2010). Los HAPs pueden permanecer largos pe-
riodos de tiempo en el suelo, y por su alta afinidad
pueden encontrarse en particulas suspendidas,
por lo que se puede transferir a los seres humanos
con facilidad a través de la ingestién, inhalacién
o contacto dérmico (Barran-Berdén et al. 2012).
El proceso de combustion que tiene los hornos
ladrilleros es a temperaturas de aproximadamente
800°C, fase incompleta que permite la liberaciéon
de HAPs directamente a la atmésfera, en especial
los de mayor peso molecular y mas cancerigenos
(Barran-Berdodn et al. 2012).

Se ha estudiado la contaminacion por HAPs en
zonas industriales como agricolas, sin embargo,
en paises en desarrollo como México la presen-
cia de estas sustancias es preocupante por su
generacion en otro tipo de actividades; como la
combustién de madera en interiores, eliminacion
de basuray la fabricacion de ladillos, actividades
que con frecuencia se llevan a cabo en los patios
de los hogares, exponiendo a las familias a este
tipo de sustancias téxicas.

En México de acuerdo con el Directorio Estadistico
Nacional de Unidades Econémicas (2021), en el
pais hay 10.083 unidades econémicas ladrilleras,
aunque este numero podria estar subestimado,
debido a que es un trabajo precario que no esta
regulado, siendo uno de los trabajos mas olvida-
dos, mal remunerados y poco reconocidos (Ortiz
Herrera et al. 2020). En México son pocos los es-

tudios en estas zonas (Berumen-Rodriguez et al.
2020). Por lo que el objetivo de este estudio fue
caracterizar quimicamente el polvo de los hor-
nos, HAPs en aire y biomonitoreo de HAPs en
trabajadores de la zona ladrillera “Las Terceras”
de San Luis Potosi, México.

Metodologia

La investigacion es de corte transversal, dirigida a
los trabajadores de la zona ladrillera “Las Terceras”.
El sitio se encuentra en la parte norte de San Luis
Potosi, México (22°08'59"N 100°58'30"0) aproxi-
madamente en la zona se encuentran alrededor
de 130 hornos ladrilleros (Berumen-Rodriguez et
al. 2020). El trabajo conté con la aprobacion el
comité de ética del estado de San Luis Potosi
(SLP/-CEI-2018-002), cumpliendo con los principios
éticos de Helsinki (AMM 2013). La participacion
de los trabajadores fue voluntaria y se tomaron
en cuenta los siguientes criterios de inclusion: 1)
Trabajara en la zona ladrillera, 2) consentimiento
informado, voluntario y firmado.

Evaluacion ambiental de HAPs en aire

Con el fin de conocer la exposicion laboral se
determiné la concentracion de HAPs en parti-
culas PM, durante una semana laboral, del 28
de noviembre al 4 de diciembre de 2020, con
un Hi-Vol a un flujo de 16,7 L/min a la altura del
horno, en filtros de cuarzo durante 8 horas, para
su andlisis se sigui6 la metodologia descrita por
Bocanegra (2011), en tomar 1/3 del filtro de cuar-
zo y se le adicionan 30 pL de pireno-d10 de 500
mg/L como estandar surrogado para determinar
la pérdida de compuestos. Posterior se realizan
dos procesos de extraccion y se filtra para po-
der llevarlo al cromatografo de gases acoplado
a un detector de masas, analizando los 16 HAPs
prioritarios por la EPA (ATSDR 2013).

Se estimo el riesgo a la salud humana, por la in-
halacion de HAPs contenidos en la fraccion de
particulas suspendidas mediante la concentracién
equivalente de Benzo(a)pireno (BaP) mediante el
uso de un factor de toxicidad equivalente (TEF)
valor asignado por la EPA (Agencia Proteccién
Ambiental) y por La Goy (Nisbet y LaGoy 1992)
para cada uno de los HAPs.

Caracterizacion de polvos de hornos ladrilleros
Para las muestras de polvo se realizé un muestreo
dirigido, se colectaron 3 muestras de polvo de
los hornos que permitieron tener acceso. Para
la obtencién, se delimito un area de 1 m?y con
ayuda de una brocha se recolecto el material y
almaceno en bolsas de polietileno. Posteriormen-
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te, la muestra se tamizé en una criba de acero
inoxidable, recuperando particulas menores de
250 ym.

Las muestras se montaron en un portamuestras
con resina epoxidica (Buehler 20-8140-032) y, a
continuacion, se esmerilaron y pulieron con discos
de papel abrasivo giratorios. A continuacion, se
recubrieron con una fina capa de oro y se analiza-
ron mediante microscopia electrénica de barrido
(JEOL, JSM-6610LV). El microanalisis se realizé
con espectroscopia de dispersion de energia de
rayos X (EDS). Las muestras se caracterizaron
bajo electrones retrodispersados para determinar
la composicién quimica y en modo secundario
para observar la topografia superficial.

Evaluacion de exposicion de OH-PAH en orina
Se les solicito a los trabajadores la primera orina de
la mafiana, recolectada en botes de polipropileno
y refrigeradas a -30° hasta su analisis.

La evaluacioén de los HAPs se realizé mediante la
evaluacién de los metabolitos hidroxilados (OH-
HAPs), con base en el al método establecido por

Acta Toxicol. Argent. (2022) 30 (3): 177-185

la CDC con algunas modificaciones (CDC 2013;
Diaz de Ledn-Martinez et al. 2021). Esta técnica se
lleva a cabo por medio de un Isotope Dilution Gas
Chromatography/Tandem Mass Spectrometry (GC-
MS/MS). Analizando diez metabolitos hidroxilados:
1-hidroxinaftaleno (1-OH-NAP) y 2-hidroxinaftaleno
(2-OH-NAP); 2,3 y 9-hidroxifluoreno (2-OH-FLU,
3-OH-FLU, 9-OH-FLU); 1,2,3 y 4-hidroxifenantreno
(1-OH-PHE, 2-OH-PHE, 3-OH-PHE, 4-OH-PHE)
y 1-hidroxipireno (1-OH-PYR), obtenidos de los
laboratorios LCG standards (materiales de refe-
rencia del Dr. Ehrenstrofer). Como estandar interno
se utilizo 25 ppb de *C, 1-OH-PYR (Cambrigde
Isotope Laboratories).

Resultados y discusion

Evaluacion ambiental a HAPs en aire

En la Tabla 1 se muestran las concentraciones
de 14 de los 16 HAPs prioritarios por la EPA en
la fraccion de PM, , con una concentracién me-
diana de 99550,31 ng/m?, siendo los HAPs de 3
y 4 anillos los mas abundantes de las muestras
analizadas.

Tabla 1. Concentracion de HAPs en aire (ng/m?) del ambiente de trabajo y equivalencias a BaP.

HAPs™" n=6 Mediana (min-max) @ ng/m? TEF® | BaPeq“ng/m?
Naftaleno 3258,68 (1034,69-49640,97) 0,001 3,25
Acenaftileno 3015 (1505,03-75207,86) 0,001 3,01
Acenafteno 674,46 (26,21-20308,15) 0,001 0,67
Fluoreno 233,85 (94,96-29620,91) 0,001 0,23
YAntraceno+Fenantreno | 12718,69 (8342,22-2445719,17) 0,01 127,18
Fluoroantraceno 6284,02 (101,51-8411204,32) 0,001 6,28
Pireno 4870,11 (776,42-5122319,79) 0,001 4,87
YBenzo(a)antraceno 12426,97 (1528,02-4413631,68) 0,1 1242,69
+Criseno
YBenzo(b)fluoranteno 33013,55 (308,71-3947638,77) 1 33013,55
+Benzo (a)pireno
YIndeno(1,2,3-CD) 95437,30 (6,66-1347478,60) 0,1 9543,73
pireno+Benzopirileno
Y14HAPs 99550,31 (3117,22-10510813,15) 43945,46

(MHAPs Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos, ®@Min-max minimo-méximo, ®TEF Factor equivalente toxico,

f‘”BaPeu equivalencia a Benzo (a) Pireno.

Segun la Organizacion Internacional del Trabajo
(OIT) cada afio mueren 2,3 millones de trabaja-
dores a causa de un accidente o enfermedad
relacionada con el trabajo, ademas 313 millones
de trabajadores sufren de lesiones no mortales
cada ano, lo que implica un impacto econémico
de seguridad y salud en el trabajo (OIT 2017). Se-
gun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el

30 % de los trabajos tiene problemas de calidad
de aire, trayendo como consecuencias directas
efectos en la salud. Por lo que, se han generado
reportes para la prevencion de los factores am-
bientales para favorecer el establecimiento de
directrices con el fin de tener un control de la
contaminacion del aire y prevenir efectos en la
salud de los trabajadores (OIT 2001; 2017). Estas

-179 -



Acta Toxicol. Argent. (2022) 30 (3): 177-185

regulaciones no siempre se cumplen en todos los
trabajos y menos en las ocupaciones precarias:
ausentes de regulaciones, vigilancia y servicios de
seguridad social, como lo es el sector ladrillero.
Para evaluar si las concentraciones de HAPs en-
contradas en este estudio representan un riesgo
potencial para la salud de los trabajadores, se
compararon los niveles de HAPs con los valores
de referencia por inhalacién (RfC) propuesto por
la EPA de 2 ng/m®el cual protege contra efectos
en el desarrollo embrionario y con el de la Unién
Europea en PM'™ de 1 ng/m? valor establecido
con base a un indicador de riesgo carcinogéni-
co de los HAPs (ATSDR 2013). El valor obtenido
por equivalencia a BaP fue de 43945,46 ng/m? el
cual supera por encima los valores de referencia,
indicando riesgo y posibles efectos a la salud en
los trabajadores del ladrillo.

La Administracion de Seguridad y Salud Ocupa-
cional (OSHA) establecioé un limite para exposicion
a HAPs por metro cubico de aire de 0,2 mg/m3®y
un limite de exposicion permisible (PEL) en jorna-

das laborales de 8 horas para emisiones de aceite
mineral de 5 mg/m?y para hornos de coque y de
brea de alquitran de hulla con una media de 0,1
mg/m?, los valores maximos de este estudio son
superados 2 veces por los limites permisibles de
esas ocupaciones. Estas ocupaciones son mo-
nitoreadas por la preocupacién de exposicion a
contaminantes lo que ha llevado a desarrollar gran
cantidad de investigaciones y directrices, el sector
ladrillero debera ser considerado dentro de estas.
Se detectaron industrias donde se ha evaluado
los HAPs en aire como lo son: los hornos de co-
que, de alquitran de hulla, fabricacion de hierro
y acero, fabrica de aluminio y fundiciones, fabri-
cacion de electrodos de carbono y la fabricaciéon
de asfalto (Tabla 2), estos estudios han logrado
que se les brinde a los trabajadores equipo de
proteccion, vigilancia, control y monitoreo. Este
trabajo, demuestra que la actividad ladrillera tie-
ne niveles muy parecidos de exposicion a estas
ocupaciones y que no se ha considerado dentro
de labores de alto riesgo.

Tabla 2. Niveles de YHAPs en aire en 8 h de trabajo (ug/m?). Comparacién
con valores publicados en literatura cientifica.

Sector n Media Rango Referencia
Ladrilleras 6 5293,05 3,11-10510,81 Este estudio
Hornos de Coque 104 2,77 - (Vimercati et al. 2020)
Bomberos 24 2,72 0,64-8,1 (Robinson et al. 2008)
Hornos de coque®™ 40 55,73 315,97-1678,83 (Rossbach et al. 2007)
Electrodos de grafito® 92 15,79 226,82-1848,37
Produccién refractarios” 123 38,15 364,80-2764,96
Hornos de Coque 11 79,17 8,80-184,55 (Unwin 2006)
Hornos de Coque 13 70,66 9,93-294,63 (Unwin 2006)
Destilacion de alquitran 12 278,82 51,9-1130,21 (Unwin 2006)
Revestimiento y envoltura 1 263,64 73,34-758,22 (Unwin 2006)
de tuberias
Destilacion del petréleo 8 68,94 15,21-280,03 (Unwin 2006)
Fundicion 1165,75 26,97-120,13 (Unwin 2006)
Trabajadores de 8 - 386-3670 (Tsai et al. 2002)
granulacion himeda
Trabajadores del embalaje 22 - 471-4810
Planta de piedra 4 12,63 0,71-36,91 (Glindel et al. 2000)
resistente al fuego

MLos valores presentados son mediana (percentil 95-maximo).

BaP se ha utilizado como marcador importante de
la exposicion de HAPs en lugares de trabajo, este
HAP cuenta con mayor numero de estudios y por
ende mayor cantidad de informacién disponible
sobre sus efectos, por lo que también se utiliza
su concentracion de referencia (RfC). Se ha visto

que la asociacién del BaP con los compuestos
de 4-6 anillos se ve correlacionada y por eso se
ha ocupado al BaP como marcador eficaz para
la salud ocupacional (Fertmann et al. 2002). Los
HAPs encontrados son preocupantes por la alta
presencia de BaP en el 80% de las sustancias
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analizadas, clasificado como cancerigeno para
los humanos (grupo 1 de la IARC) (IARC 2010).
Scobbie (1998) demostrd que el siguiente paso
para vigilar la exposicion a HAPs es la medicion
de las sustancias individualmente, sin embargo,
existen pocos limites de exposicién laboral para
los HAPs individuales. Por lo contrario, Unwin
(2006) propone evaluar a los HAPs en conjunto de
compuestos podria ser mas adecuado para una
evaluacion de riesgos basada en toxicologia, ya
que no todos tienen una actividad carcinégena.
El Ejecutivo de Salud y Seguridad (HSE) utilizo a
nueve HAPs entre los compuestos con poten-
cial cancerigeno para representar una medida de
exposicion total a HAPs (Department of Health
1994). Evaluar los 16 HAPs prioritarios permite
conocer el comportamiento de la exposicion ocu-
pacional y por ende comprender las mezclas y
efectos que se generan en el trabajador. Ademas,
se ha visto que la evaluacion de la exposicion de
HAPs en aire no basta para determinar el riesgo
en los trabajadores (Unwin et al. 2006), por lo que
el biomonitoreo es imponte para determinar las
mezclas de HAPs en el metabolismo.

Biomonitoreo de OH-HAPs

En el biomonitoreo participaron 42 trabajadores
ladrilleros, los resultados de la exposiciéon a OH-
HAPs en orina demostraron que el 100% de los
trabajadores presentaron los biomarcadores. La
suma total de los OH-HAPs de 15,7 (6,92-195)
ng/ml (Tabla 3).

Tabla 3. Concentraciones de OH-HAPS
en orina de ladrilleros (ng/mL)

OH-HAPS Ladrilleros (n=42) > %L0D™M
Mediana (min-max) @
1-OH-PYR 1,56 (1,20-2,97) 92,8
4-0H-PHE 1,76 (1,36-2,07) 30,9
2-0H-NAP 2,82 (2,26-3,5) 90,4
1-OH-NAP 1,96 (1,24-3,56) 92,8
9-0H-FLU 187,3 (109,1-220) 45,2
3-0H-FLU 1,74 (1,03-2,18) 28,5
2-0H-FLU 0,75 (0,60-1,50) 42,8
3-0H-PHE 1,01 (0,66-1,46) 23,8
1-OH-PHE 0,74 (0,44-0,99) 30,9
2-0H-PHE 0,95(0,77-1,76) 14,3
Y-0H-HAPS 15,7 (6,92-195) 95,8

ML0OD limite de deteccion del método - @Min-max. minimo-maximo

Los resultados indican la alta exposicion a HAPs
debido a la presencia de los diez metabolitos en-
contrados. Los metabolitos encontrados con mayor
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frecuencia fueron 1-OH-PYR, 1-OH-NAP Y 2-OH
NAP presentes en mas del 90 % de los trabajado-
res. La presencia de estos compuestos indica que
la via de ingreso al organismo es inhalatoria por
el bajo peso molecular que los diferencia de los
otros compuestos. El naftaleno de este estudio se
podria deber al tipo de combustibles como aceite
usado utilizado en las zonas ladrilleras. El naftaleno
se ha considerado como un carcinégeno potencial
y también puede ser usado como un marcador
de exposicion de HAPs en los lugares de trabajo.
Segun Unwin (2006), el naftaleno es uno de los
mayores representantes de los HAPs entre el 50-
90 % en los lugares de trabajo, por lo que la EPA
lo ha declarado como uno de los contaminantes
atmosféricos mas peligrosos (Kamal et al. 2011).
El 1-OH-PYR es el metabolito del pireno y amplia-
mente ha sido utilizado como biormarcador de los
HAPs en lugares de trabajo. Nuestros resultados
indican que se detectaron niveles de este metabolito
en todos los participantes, se observé que el 98 %
de los participantes presentaron niveles mayores
alos establecidos por (Jongeneelen 2001) de 0,24
pmol/mol Cr para personas ocupacionalmente no
expuestas y no fumadoras. Se propuso el limite de
2,5 ug/L de exposicion biolégica para personas
expuestas al término de la jornada laboral sema-
nal, siendo nuestros valores maximos mas altos
a este valor, al término del dia laboral. Asimismo,
Jongeneelen (2014) propuso el valor de 1,9 pmol/
mol Cr que oriente a trabajadores expuestos y que
presentan efecto genotdxico en linfocitos, el cual
el 18 % de los trabajadores estan por encima de
este valor que indica posibles efectos para la salud.
La presencia de los metabolitos en orina indica que
se estan metabolizando los HAPs encontrados
en aire. La exposicion laboral a los hidrocarburos
esta considerada dentro de la IARC (Centro In-
ternacional de Investigaciones sobre Cancer) co-
mo cancerigena del grupo 1 por ocupaciones de
riesgo como gasificacion del carbon, produccion
de aluminio, produccién de coque y pavimenta-
cion de carreteras (WHO & ILO 2021), el sector
ladrillero no se encontrd dentro de la clasificacion.
Los resultados de este estudio muestran similitud
en la exposicién de HAPs con las ocupaciones
monitoreadas por las agencias internacionales
en hornos de coque, alquitran de hulla, aceites
y carbdn negro (Kang et al. 2002; Rossella et al.
2009; Tsai et al. 2002; Unwin et al. 2006; Vimercati
et al. 2020). Se ha demostrado que la exposicion
alos HAPS puede ser un factor de riesgo para el
desarrollo de efectos para la salud de los trabaja-
dores asociados principalmente con marcadores
de inflamacion respiratoria (Barraza-Villarreal et al.
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2015), riesgos a enfermedades cardiovasculares,
diabetes, dislipidemias, efectos inmunotoxicos y
dafo genotoéxico (Poursafa et al. 2017).

Caracterizacion de suelos de hornos ladrilleros
Los resultados del analisis quimico de los polvos
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hornos ladrilleros mostraron que estan consti-
tuidos de cuarzo (SiO,) y arcillas (Sial Ox) con
presencia de 6xidos de Fe-Ti, fosfatos de tierras
raras (lantano, cerio, neodimio torio), silicatos
de zirconio, sulfatos de bario, 6xidos de zinc
(Figura 1).
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Figura 1. Caracterizacién de polvos de hornos ladrilleros de
la zona de "Las Terceras", San Luis Potosi, México.

La arcilla encontrada es la materia prima para la
elaboracion del ladrillo, sus particulas sélidas al
ser mezcladas con agua vuelven a este material
maleable, para dar la forma al ladrillo y al per-
der el agua este se endurece permanentemente,
ladrillo que se forma quimicamente de silicatos
(Norma 2005). Este tipo de compuestos hacen
que el ladrillo pueda resistir la humedad y el calor.
Las muestras presentaron concentraciones altas
de Fe, 0, y TiO, con porcentajes de 45%, O6xidos
que son los elementales para la coloracién rojiza
del ladrillo, color que se adquiere hasta los 700°C,
lo que indica que las arcillas no tendran tonalidad
blanquecina color que se obtiene al tener menos
del 1% de 6xido de hierro (Norma 2005).

En los resultados se encontrd adherido el 6xido
de fierro al 6xido de zinc, unién que se carac-
teriza por tener una resistencia a la corrosién
y a los rayos UV (Kiomarsipour et al. 2013). La

aplicacion de 6xido de zinc genera una gama
de tonalidades para las arcillas, generando la-
drillos utilizados principalmente en las fachadas.
La aparicion de los 6xidos en las zonas ladrilleras
son comunes para dar tonalidad a las arcillas e
influye en los procesos de sinterizacion de los
materiales. Tomar en cuenta la caracterizacion
de los materiales podria influir en la regulacién
de la temperatura de los hornos y tiempo de
coccion (Roa-Bohérquez et al. 2019).

Diversas investigaciones han demostrado que la
composicién quimica de los ladrillos indica prin-
cipalmente altas cantidades de cuarzo, 6xidos de
zinc, silicatos, arcillas, 6xidos de hierro y calcio,
congruente con lo encontrado en este estudio
(Elert et al. 2003; Zea 2005; Roa-Bohérquez et
al. 2019; Soto y Sanchez 2017). Los compuestos
encontrados son idéneos para la fabricacion de
ladrillos por su plasticidad, volumen, densidad,
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color, resistente a grandes cambios de tempe-
raturas (Soto y Sanchez 2017).

Sin embargo, en esta zona ladrillera se encontraron
otros elementos de la familia de los lantanidos,
conocidos por estar estrechamente unidos y no
se pueden separados. Elementos que son utiliza-
dos principalmente en la industria de la tecnolo-
gia como: la industria automotriz, petroquimica,
aleaciones, energia eléctrica, imanes, teléfonos
moviles (Santos y Vera 2019), estos podrian ser
ocupados por los trabajadores para generar otras
fuentes de empleo.

El estudio presenta a su vez debilidades al ser un
estudio transversal y piloto, nUmero de muestras
reducidas, ausencia de valores de corte que pue-
da indicar efecto. Sin embargo, los altos niveles
de HAPs en aire y de OH-HAPs en orina de los
trabajadores indican un escenario de alto riesgo,
por lo que debe tomarse en cuenta para realizar
intervenciones en los trabajadores del sector ladri-
llero, dichas intervenciones podrian basarse en la
caracterizacién del material que se esta utilizando y
poder disminuir los impactos en salud y ambiente.

Conclusion

En los hornos ladrilleros se encontraron altos ni-
veles de HAPs en aire, dominados por HAPs de
4-6 anillos, se observé que estos niveles son si-
milares a los limites de exposicién de labores de
alto riesgo, monitoreada y reguladas por agencias
internacionales. A su vez, se observaron altos ni-
veles de OH-HAPSs, lo que podria indicar que los
humos liberados en los hornos de trabajo estan
siendo metabolizados por los trabajadores. Ade-
mas, al abordar la caracterizacion quimica de los
elementos que hay en la zona de trabajo, se tiene
un potencial para buscar alternativas de trabajo
y materiales sostenibles.

Por lo que el sector ladrillero debera ser tomado
como un centro laboral sostenible donde se de-
be tomar como pilar fundamental la salud labo-
ral con condiciones de trabajo justas, evitando
trabajos precarios como en el que se encuentra
los trabajadores ladrilleros con falta de acceso
a servicios de salud, servicios sanitarios, largas
jornadas laborales y salarios bajos, aunado a lo
anterior se encuentran expuestos a sustancias
toxicas parecidas a las de ocupaciones regula-
das con limites de exposicién internacionales,
por lo que debe considerarse a la ocupacion
ladrillera dentro de las labores de alto riesgo
cancerigeno con el propdsito de prevencion,
control y vigilancia para la proteccion de la sa-
lud promoviendo el trabajo decente que permita
seguridad ambiental y laboral.
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INSTRUCCIONES PARA LOS AUTORES

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

El maximo de palabras recomendado es: resu-
men 200, texto 1000 y no mas de 12 referencias.
Se aceptara un maximo de 3 autores por
imagen.

En caso que la imagen no sea original, debe
acompanarse de la autorizacién del propietario
0 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 resumenes de tesis: son resumenes am-
pliados que describen tesis de Maestria o Doc-
torales aprobadas. Estas deben incluir copia
de la aprobacién de la tesis con la declaracién
jurada del autor y su director. El texto no debe
superar los 1000 caracteres.

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

Envio de manuscritos

El envio de manuscritos se realizarg a través de
la seccion de Acta Toxicologica Argentina en la
pagina web de la Asociacion Toxicologica Ar-
gentina (https://toxicologia.org.ar/formulario-
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acta/).

Gratuidad de las publicaciones

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

Derechos de autor

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

Derechos de publicaciéon

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 publicaciéon y garantizan a la revista el de-
recho de ser el primer sitio de publicacion del
trabajo. Los autores retienen el derecho pa-
ra publicar sus trabajos bajo las normas de
la licencia CC de tipo BY-NC, "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 exepcion de su repro-
duccioén con fines comerciales, de acuerdo a
este tipo de licencia de CC.

Aspectos generales en la preparacion del
manuscrito para articulo original

Los manuscritos deberan redactarse con pro-
cesador de texto (Microsoft Word version 2003
0 superior), a doble espacio (incluso los resu-
menes, referencias y tablas) con un tamano
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minimo de letra Arial en 12 puntos. Las paginas
deberan numerarse desde la portada. Las le-
tras en negrita o italica se usaran sélo cuando
corresponda.

En la primera pagina se indicara: titulo del tra-
bajo, apellido, nombre de autor 1; apellido,
nombre de autor 2; apellido, nombre de autor
3; etc.; lugar de trabajo (nombre de la institu-
cioén y direccién postal); de haber autores con
distintos lugares de trabajo se colocaran su-
perindices numéricos -no encerrados entre
paréntesis- junto a los nombres, de manera de
identificar a cada autor con su respectivo lugar
de trabajo; fax y/o correo electrénico del autor
responsable de la correspondencia (que se in-
dicara con un asterisco en posicién de superin-
dice ubicado junto al nombre).

En la segunda péagina se incluira el titulo en in-
glés y el resumen en el idioma del articulo y
en inglés, seguido cada uno de ellos de una
lista de tres a seis palabras clave, en el idioma
correspondiente. Si el trabajo estuviese escrito
en inglés, debera tener un resumen en espa-
nol. Las palabras clave iniciaran con mayuscu-
la e iran separadas por punto y coma.
Introduccién. Incluira antecedentes actuali-
zados acerca del tema en cuestion y los obje-
tivos del trabajo definidos con claridad.
Materiales y métodos. Contendra la des-
cripcion de los métodos, aparatos, reactivos y
procedimientos utilizados, con el detalle 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 Investigacién que apro-
bé 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
realizacion del trabajo.

Andlisis estadistico. Se deberan informar las
pruebas estadisticas con detalle suficiente
como para que los datos puedan ser verifica-
dos por otros investigadores y fundamentar el
empleo de cada una de ellas. Si se utilizé un
programa estadistico para procesar los datos,
éste debera ser mencionado en esta seccion.
Resultados. Se presentaran a través de una
de las siguientes formas: en el texto, 0 median-
te tabla/s y/o figura/s. Se evitaran repeticiones
y se destacaran sélo los datos importantes. Se
dejara para la seccion Discusién la interpreta-
cion mas extensa.
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Las tablas se presentaran en hoja aparte,
numeradas consecutivamente con numeros
arabigos, con las leyendas y/o aclaraciones que
correspondan al pie. Las llamadas para las 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 nimeros, letras
y signos tendran dimensiones adecuadas para
ser legibles cuando se hagan las reducciones
necesarias. Las referencias de los simbolos uti-
lizados en las figuras deberan ser incluidas en
el texto de la leyenda.

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

Las fotos para la version electrénica deberan
ser realizadas en el formato JPEG o GIF, con
alta resolucion. Tanto las figuras como las foto-
grafias deberan ser legibles. El tamafio minimo
sera media carta, es decir, 21 x 15 cm, a 300
dpi. En todos los casos se debera indicar la
magnificacién utilizada (barra o0 aumento).

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

Las temperaturas se facilitaran en grados Cel-

sius y las presiones arteriales en milimetros de
mercurio.

Todos los valores de parametros hematologi-
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 anadan
unidades alternativas o distintas de las del Sl.

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

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

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

Bibliografia

Parte 1: citas en texto

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

Este reclamo fue refutado mas tarde (Jones
2008).

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

Jones (2008) luego refutd esta afirmacion.

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

En 2008, Jones refutd esta afirmacion.

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

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

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

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

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

Miuiltiples obras de diferentes autores.

Si cita varias fuentes a la vez, enumérelas en
orden cronolégico, o alfabéticamente si se pu-
blicaron dos 0 mas obras en el mismo afo, y
separe cada una con un punto y coma:

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

Miuiltiples obras del mismo autor publicadas
en el mismo ano.

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

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

Citando una fuente secundaria o indirecta

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

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

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

Organizaciones como autores

Si el autor de un documento es una organiza-
cion, corporacion, departamento de gobierno,
universidad, etc., use una forma abreviada de
la organizacion en la cita en el texto, reteniendo
la primera letra de cada palabra en el nombre, 0
alguna otra reconocida abreviatura:

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

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

Componentes de referencias en la lista de
referencias.

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

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

Afo de publicaciéon

Titulo

Contenido o designador medio
Edicién

Autor (es) secundario (s)
Lugar de publicacion

Editor

Paginacion

Serie

Articulos de revistas y periodicos.
Autor (es)

Ano de publicacién

Titulo del articulo

Contenido o designador medio
Titulo de revista o periddico
Volumen

Numero

Paginacion

Autor (es) o Editor (es)

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

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

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

Macdonald MB, Kaufman LG, editores.

Mas de diez autores.

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

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

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

Organizaciones como autores

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

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

Titulo

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

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

Designador de contenido

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

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

Designador medio

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

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

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

Lugar de publicacién y editorial

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

Paginacion

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

Serie

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

Parte 3: ejemplos (impresos)

Articulo de revista

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Tesis o disertacion

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

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

Documentos de conferencia o actas

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

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

Parte 4: ejemplos (electrénicos)

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

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

Articulo electrénico en formato PDF.

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

Articulo electronico en formato HTML o de
texto.

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

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

Libro electrénico

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

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

Articulo en un diccionario electronico o
enciclopedia.

Cita como lo harias con un articulo en un libro
electrénico

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

Sitio web

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

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

Documento en linea

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

Kruse JS. 2007. Framework for sustain-
able soil management: literature review and
synthesis [Internet]. Ankeny (IA): Soil and
Water Conservation Society; [citado el 3 de
agosto de 2008]. Disponible en: http://www.
swcs.org/documents/filelibrary/BeyondTlit-
eraturereview.pdf
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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-
cologica Argentina.

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

Submission of manuscripts

Submission of manuscripts will be made
through Acta Toxicolégica Argentina section
in the website of the Argentine Toxicological
Association (https://toxicologia.org.ar/formu-
lario-acta/).

Free publishing costs

The submission, reviewing, editing and pub-
lishing of any kind of scientific or technical ma-
terial or of any disclosure material accepted by
Acta Toxicological Argentina is totally free for
authors, not having to pay any cost for its pub-
lication or for any of the previous stages.
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Copyright

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

Publishing rights

Acta Toxicoldgica Argentina is a open access
journal and has a Creative Commons Pub-
lic License (CC-BY-NC). Authors retain the li-
cense of their article and the publication rights
on their work; nevertheless, they guarantee
the journal the right to be the first in its pub-
lication. Authors retain the license and rights
to their work under the guidelines of the li-
cense CC BY-NC, Creative Commons Public
License http://creativecommons.org/licenses/
bync/2.5/ar/". They can freely share their work
(recognizing its initial publication in this journal)
with the sole exception of reproduction of the
work published for commercial purposes, ac-
cording to this kind of CC license.

General guidelines in the preparation of
manuscripts for original articles

Articles must be written using a word proces-
sor (Microsoft Word 2003 or higher) with dou-
ble-spacing throughout (including abstract,
references and tables), and a minimum letter
size of Arial 12. Manuscripts must contain
page numbers on each page from the first
page. The use of bold and italic letters must
be limited to the bare minimum necessary.
First page should contain the article title, full
name, surname, name author 1; surmame,
name author 2; surname, name author 3; etc.
and affiliations of all authors, workplace (hame
of institution and postal address; if it differs
between authors, numerical superscripts, not
in parentheses, next to each author should be
used to identify it); fax and/or e-mail address
of the corresponding author (signaled by a
subscript asterisk next to the name).

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

If the article is written in English, then the ab-
stract in Spanish must be provided. Keywords
must be headed by capital letters and sepa-
rated by semicolons.

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

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

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

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

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

Figures should be numbered consecutively
with Arabic numerals and presented in separate
pages. Drawings must be of good enough qual-
ity to ensure adequate reproduction. Bar, pie or
statistical charts must be prepared in GIF for-
maT. Numbers, letters and signs within figures
must be of the appropriate size to be legible
when the final sizing takes place. All signs used
must have a reference in the figure caption.
Black-and-white only photographs should
have proper contrast and a minimum resolu-
tion of 300 dpi. Submit all original drawings and
photographs in glossy paper with the authors’
name and figure number written in pencil in the
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back. For the electronic submission, photo-
graphs should be in high resolution JPEG or GIF
formats. Both figures and photographs must
be clearly legible. The minimum size for figures
is half-letter paper size (21 x 15 cm) at 300 dpi.
Magnification must be indicated whether by a
scale bar or the magnification number.

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

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

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

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

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

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

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

References.

Part 1: in-text citations

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

This claim was later refuted (Jones 2008).

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

Jones (2008) later refuted this claim.

Acta Toxicol. Argent. (2022) 30 (3): 186-205

If both the author name and year are clearly
mentioned in the text, there is no need to in-
clude a parenthetical reference:

In 2008, Jones refuted this claim.

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

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

More than one author

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

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

Multiple works by different authors

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

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

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

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

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

Citing a secondary or indirect source

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

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

Organizations as authors

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

... (FAO 20086).

Part 2: reference list

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

Components of references in
the reference list

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

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

Year of publication

Title

Content or medium designator
Edition

Secondary author(s)

Place of Publication

Publisher

Pagination

Series

Journal and newspaper articles
Author(s)

Year of publication

Article title

Content or medium designator
Journal or newspaper title
Volume

Issue

Pagination

Author(s) or Editor(s)

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

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

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

Macdonald MB, Kaufman LG, editors.

More than ten authors

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

Secondary author(s)

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

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

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

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

Title

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

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

Content designator

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

Medium designator

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

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

Place of publication and Publisher

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

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

Series

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

Part 3: examples (print)

Journal article

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

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

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

Chapter in a book

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

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

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

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

Chapter or article in an edited book

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

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

Article in a dictionary or encyclopedia

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

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

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

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

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

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

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

Part 4: examples (electronic)

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

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

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

Electronic article in PDF format

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

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

Woolf D, Amonette JE, Street-Perrott FA,
Lehmann J, Joseph S. 2010. Sustainable bio-
char to mitigate global climate change. Nature
Communications [Internet]. [cited 2010 Aug
18]; 1(Art. 56). Available from: http://www.na-
ture.com/ncomms/journal/v1/n5/full/ncom-
ms1053.html

Electronic book

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

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

Article in an electronic dictionary or ency-
clopedia

Cite as you would an article in an electronic
book

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

Website

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

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

Online document

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

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

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

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

As comunicacoes curtas sao trabalhos de
menor extensdo, mas, com conotacao toxico-
I6gica inovadora e com um aporte importante
ao campo toxicologico.

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

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

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

As imagens em Toxicologia podem corres-
ponder a imagens relacionadas a toxicologia,
dos aspectos artisticos aos biolégicos: plantas
toxicas, cogumelos téxicos, animais veneno-
S0S, animais venenosos animais venenosos,
animais venenosos, floracbes de algas, qui-
micos, alteracdes ambientais, casos clinicos,
diagndstico por imagem (raios X, eletrocardio-
gramas, ecografias, angiografia, tomografia,
ressonancia magneética, microscopia éptica ou
eletrénica, etc.).

O objetivo da Secao Imagens em Toxicologia é

a publicacdo de imagens originais (1-2 figuras
de alta qualidade) ou classicos interessantes
ou descobertas incomuns que facilitem diag-
nostico clinico, laboratorial ou eco-epidemio-
I6gico com origem toxicolégica.

As imagens podem ndo ser excepcionais, mas
sim ilustrativas.

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

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

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

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

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

Envio de trabalhos

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

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

Direitos autorais

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

Direitos de publicacao

Os autores conservam os direitos de publica-
¢do. Acta Toxicologica Argentina é um acesso
aberto

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

Aspectos gerais na preparacao do manus-
crito para artigo original

Os manuscritos devem ser escritos usando um
processador de texto (Microsoft Word versao
2003 ou superior), espacamento duplo (incluin-
do resumos, referéncias e tabelas) fonte Arial
e tamanho minimo 12. As paginas devem ser
numeradas a partir da pagina de titulo. Negri-

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

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

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

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

Consideracoes éticas. Em todos os estudos
clinicos devera estar especificado o nome do
Comité de Etica e Investigacdo que aprovou
o estudo e que foi realizado com o consenti-
mento escrito dos pacientes. Em todos os es-
tudos com organismos ndo humanos, devem
estar especificadas os procedimentos éticos
com respeito ao manejo dos mesmos durante
a realizacéo do trabalho.

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

As tabelas deverao ser apresentadas em fo-
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Iha a parte, numeradas consecutivamente com
numeros arabicos, com as descri¢cdes corres-
pondentes no rodapé. Os avisos para escla-
recimentos de rodapé deverdo ser realizados
empregando numeros arabicos entre parénte-
ses e sobrescrito. Somente as bordas externas
da primeira e ultima linhas e a separacéo entre
os titulos das colunas e os dados deverao ser
marcados com linha continua. Nao marcar as
bordas das colunas. Assegurar-se de que cada
tabela seja citada no texto.

As figuras deverdo ser apresentadas em fo-
lhas a parte, numeradas consecutivamente
com numeros arabicos. Os desenhos deverao
estar em condi¢des que assegurem uma ade-
quada repeticdo. Os graficos de barras, pizza,
ou estatisticas deverédo estar no formato GIF.
Os nUmeros, letras e sinais deverao ter dimen-
sbes adequadas para serem legiveis quando
necessario reducdes. As referéncias dos sim-
bolos utilizados nas figuras deverao ser inclui-
das no texto da legenda.

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

As fotos para versao eletrbnica deverdo ser
realizadas em formato JPEG ou TIFF, com alta
resolucdo. Tanto as figuras quanto as fotogra-
fias deverado 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 0 aumento).

O titulo das figuras devera ser apresentado
exclusivamente em folha a parte, ordenadas
€ numeradas, e deverao expressar especifica-
mente o que mostra a figura.

Abreviaturas. Serdo utilizadas unicamente
abreviaturas normalizadas. Deverdo ser evi-
tadas as abreviaturas no titulo e no resumo.
Quando no texto se empregar pela primeira
vez uma abreviatura, esta devera ir precedida
do termo completo, com excecéao se tratar-se
de uma unidade de medida comum.
Unidades de medida. As medidas de lon-
gitude, tamanho, peso e volume deverdo ser
expressas em unidades métricas (metro, qui-
lograma, litro) ou seus multiplos decimais. As
temperaturas serdo expressas em graus Cel-
sius e as pressoes arteriais em milimetros de
mercurio. Todos os valores de parametros he-
matoldgicos e bioquimicos deverao ser apre-
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sentados em unidades do sistema métrico de-
cimal, de acordo com o Sistema Internacional
de Unidades (Sl). Nao obstante, os editores
poderao solicitar que, antes de publicar o arti-
go, os autores agreguem unidades alternativas
ou diferentes das do Sl.

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

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. Serdo indi-
cadas as conclusoées, evitando reiterar dados e
conceitos ja citados em se¢des anteriores.
Agradecimentos. Deverdo ser apresentados
em letra Arial, tamanho 10 e em um paragrafo.

Bibliografia

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

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

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

Jones (2008) posteriormente refutou essa
afirmagao.

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

Em 2008, Jones refutou essa afirmacao.

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

"Esses resultados contradizem claramen-
te o publicado

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

ambos o0s sobrenomes separados por ‘e".
Para trabalhos

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

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

Muiltiplas obras de diferentes autores.

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

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

Varios trabalhos publicados pelo mesmo
autor no mesmo ano.

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

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

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

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

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

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

Organizagc6es como autores
Se o autor de um documento for uma organiza-

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

... (FAO 2008).

Parte 2: lista de referéncias

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

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

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

Ano de publicacdo

Titulo

Conteudo ou designador médio
Edicao

Autor (es) Secundario (s)

Local de publicacao

Editor

Paginacéao

Série

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

Ano de publicacao

Titulo do artigo

Conteudo ou designador médio

Titulo de revista ou jornal

Volume

Numero

Paginacéao

Autor (es) ou Editor (es)

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

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

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

Mais de dez autores.

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

Autor (es) Secundario (s)

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

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

Organizagc6es como autores

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

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

Titulo

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

Livro: Cultura de células vegetais: méto-
dos essenciais

Revista: Canadian Journal of Animal
Science

Designador de conteudo

Os designadores de conteudo descrevem o
formato de um documento e podem ser usa-
dos para fornecer informagdes adicionais em
relacdo a natureza de um documento (por
exemplo, dissertacdes, teses, bibliografias e
certos tipos de artigos de revistas, como edito-
riais, cartas ao editor, noticias etc.) Os designa-
dores de conteudo aparecem entre colchetes
logo apds o titulo:
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Bernier MH. 2009. Assessing on-farm
water use efficiency in southern Ontario
[tese]. Montreal ...

Designador médio

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

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

Local de publicacao e editorial

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

Paginacao

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

Série

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

Parte 3: exemplos (impresso)
Artigo de revista

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

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

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

Capitulo em um livro

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

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

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

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

Capitulo ou artigo em um livro editado

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

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

Artigo em um dicionario ou enciclopédia.

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

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

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

Tese ou Dissertacao

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

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

Documentos de conferéncia ou atas

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

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

Parte 4: exemplos (eletronico)

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

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

Artigo eletronico em formato PDF.

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

ou texto.

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

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

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

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

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

Artigo em um dicionario eletrdénico ou enci-
clopédia.

Cite como faria com um artigo de livro Eletro-
nico
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Allaby M, editor. 2006. photosynthesis.
In: Dictionary of Plant Sciences [Internet].
Rev. ed. Oxford: Oxford University Press;
[citado em 31 de agosto de 2010]. Dispo-
nivel em: www.oxfordreference.com/vie-
ws/ENTRY.html?subview=Main&entry=t7.
eb147

Site web

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

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

Documento online

Autor (es). Data de publicagéo. Titulo [designa-
dor médio]. Edicao. Local de publicacao: Edi-
torial; [data atualizada; Data da citac&o]. Dis-
ponivel em: URL

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

- 205 -



