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ARTICULOS ORIGINALES

Preclinical studies of hydroalcoholic extract of Calea uniflora Less
Estudios preclinicos de extracto hidroalcohélico de Calea uniflora Less
Cardoso, Paula Da Silva; Pagnan, Renato; Freitas, Michele Daros; Ramos, Luan de Souza; Amaral,
Patricia de Aguiar; DalBo, Silvia
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Abstract. Calea uniflora Less known popularly as Arnica in Brazil, is a native plant from Brazil, popular used by coastal populations
from south of Santa Catarina. The purpose of this study was to verify the safety profile in of hydroalcoholic extract of C. uniflora
in florescences.The hydroalcoholic extract of C. uniflora in florescences was evaluated for its acute and sub-acute toxicity. Acute
topical toxicity was performed using the methodology of guideline 402 from OECD. Acute oral toxicity was performed using the
methodology of guideline 423 from OECD and sub-acute toxicity was performed using the methodology adapted of guideline
407 from OECD. The single dose for oral or topical administration of C. uniflora showed DL, > 5000 mg/kg b.w. The sub-acute
treatment induced animal death in groups, which was administered extract in the doses 100, 250, 500 and 1000 mg/kg. The main
signs of toxicity observed were respiratory difficulty, increase in lung weigh, lung damage and muscular relation. The topical or oral
administration of C. uniflora extract in short period did not caused toxicological effects in animals, however, when administered for
a longer period and in concentrations of 250, 500 and 1000 mg/kg (oral.) caused lung damage and even the death of the animal.

Keywords: Arnica; Inflorescences; Medicinal plant; Calea uniflora

Resumen. Calea uniflora Less conocida popularmente como Arnica en Brasil, es una planta nativa de Brasil, popularmente
utilizada por poblaciones costeras del sur de Santa Catarina. El objetivo de este estudio fue verificar el perfil de seguridad del
extracto hidroalcodlico de inflorescencias de C. uniflora. El extracto hidroalcodlico de inflorescencias de C. uniflora fue evaluado
en cuanto a su toxicidad aguda y subaguda. La toxicidad tépica aguda se realiz6 utilizando la metodologia de la directriz 402 de
la OECD. La toxicidad oral aguda fue realizada usando la metodologia de la directriz 423 de la OECD vy la toxicidad subaguda fue
realizada usando la metodologia adaptada de la directriz 407 de la OECD. La dosis Unica para administracion oral o tépica de
C. uniflora mostré DL, > 5000 mg/kg. El tratamiento subagudo indujo la muerte de animales en grupos a los que se administro
extracto en las dosis de 100, 250, 500 y 1000 mg/kg. Los principales signos de toxicidad observados fueron dificultad respiratoria,
aumento del peso del pulmén, dafio pulmonar y relaciéon muscular. La administracion topica oral del extracto de C. uniflora a
corto plazo no causo efectos toxicolégicos en los animales, mientras que, cuando se administré por un periodo mayor y en las
concentraciones de 250, 500 y 1000 mg/kg (oral) causaron dafos en los pulmones y hasta la muerte del animal.

Palabras clave: Arnica; Inflorescencias; Planta medicinal; Calea uniflora

Introduction

The Astereceae family presents some plants that
have a toxic effect such as Solidago microglos-
sa (Neto et al. 2004) and Lychnophoratricho car-
pha (Ferrari et al. 2012). In this family we found
the genus Calea that occurs in both, tropical and
subtropical regions of the world, and contains
about 110 species (Pruski and Urbatsch 1988,
Amaral et al. 2017). Plants of Calea genus are
rich in components such as lactones, sesqui-
terpenes (Ober et al. 1987) and derivatives of p-
hydroxyacetophenone (Bohimann et al. 1981).
Besides, some species of Calea have scientific
studies such as C. Hymenolepis (Bohlmann et

al. 1982), C. pruivifolia (Castro et al. 1989) and
C. leptocephala (Ober et al. 1986) about terpene
identification; as also biological actitivity of C.
urticifolia (Torres-Rodriguez et al. 2016) and C.
clematidea (Ferraz et al. 2009). Extract of aerial
parts C. clematidea did not induce DNA dam-
age in brain tissue from treated animals in dos-
es 100 and 150 mg/kg/ip (in vivo), assessed by
comet assay (Ferraz et al. 2009). Extract from
the leaves of C. urticifolia has anti-inflammatory
and antioxidant activity in vitro test, RAW 264.7
macrophages stimulated with lipopolysaccha-
ride (Torres-Rodriguez et al. 2016).
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In the southern Brazil, Calea uniflora L. is knows
as a medicinal plant, popularly called Arnica
(Hanazakiet al. 2012). C. uniflora is heliophytic
and develops in a subtropical climate. This spe-
cies is native to Argentina, Brazil, Paraguay and
Uruguay. In Brazil, is found in the center-south
in Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Sdo Pau-
lo, Parana, Santa Catarina and Rio Grande do
Sul (Flora do Brasil2014). In particular, the plant
is well distributed in the south of Santa Catarina
in the coastal area in well-drained soil regions,
where usually is collected by the local popula-
tion and neighboring municipalities.

C. uniflora is morphologically similar to Arnica
montana, European plant, used popularly as
anti-inflammatory. In the years 1820-1830 this
plant appeared in various European pharmaco-
poeias. There are records of therapeutic use of
A. montana (Asteraceae) in Portugal, as in the
Island of the Azores and Madeira (Rivera et al.
2010; Obodnet al. 2012). The colonization of the
Brazilian South by Europeans may have provid-
ed this comparison of species and thus the pop-
ular name of C. uniflora have emerged, as well
as its mode of preparation and therapeutic use.
According whit Ramos et al. (2016), 65.4% of
the people who use C. uniflora have known the
plant since childhood and 84.6% have obtained
knowledge about the plant through their rela-
tives. Some studies with C. uniflora have pre-
sented significant results as leishmanicidal (Do
Nascimento et al. 2007), antifungal, trypanocidal
activity (Do Nascimento and De Oliveira 2004),
antinociceptive activity (Rodrigues-Torres et al.
2016) and anti-inflammatory activity (Da Rosa
et al. 2017). Phytochemical studies with C. uni-
flora identified many compounds for example,
2,2-dimethyl-6-(1-hydroxyethyl)-chroman-
4-one, uniflorol-A, uniflorol-B (Do Nascimentoet
al. 2007), 2-senecioyl-4-(hydroxyethyl)-phenol,
2-senecioyl-4-(angeloyloxyethyl)-phenol, 2-se-
necioyl-4-(methoxyethyl)-phenol and 2-sene-
cioyl-4-(pentadecanoyloxyethyl)-phenol (Do
Nascimento et al. 2002).

According to local knowledge, this plant is
widely used for wound healing, muscle pain,
bruises/hematomas, flu/cold and insect bites.
The part of the plant most used is the inflores-
cences prepared mainly by maceration in hy-
droalcoholic solution, used topically and orally
(Ramos et al. 2016).

Some biological activities of C. uniflora are al-
ready known, but little is known about their toxi-
cological effects. Knowing the toxicity of sever-
al plants of the family Asteraceae, the purpose

of this study was to verify the safety profile of
the hydroalcoholic extract of C. uniflora inflo-
rescences through the acute and sub-acute ex-
tract administration in rodents.

Materials and methods

Plant material and extraction

Inflorescences of C. uniflora were collected
in January/February 2017 in BalnearioRincao
(Santa Catarina), located in the southern Bra-
zil (28°48°20.0”S and 49°14’45.3”W). The plant
was identified and authenticated by Dr. Vanilde
Citadini-Zanette and Dr. Mara Rejane Ritter, and
a voucher specimen (dry plant species fixed on
white paper with its botanical data, stored in a
closed cabinet at temperature 18-23 °C with
humidity 40-55 %) was deposited in the Her-
barium of Dr. Raulino Reitz (CRI) of the Universi-
ty of the Extremo Sul Catarinense (UNESC-SC),
Brazil, CRI 10304.

The material plant was dried in a drying oven at
approximately 50-60 oC. Briefly, material plant
was extracted with ethanol (70%) during fifteen
days with occasional stirring, followed by the
filtration and evaporated to dryness under re-
duced pressure. The inflorescences extract of
C. uniflora (ECU) was kept at 4-8 °C, dissolved
in distilled water/corn oil/tween 80 prior to ad-
ministration oral and dissolved in acetone prior
to administration topical

Total flavonoid content was estimated by a
colorimetric method using aluminium chloride.
ECU (2 mg/ml) was mixed with 1.5 mL metha-
nol, 0.1 mL of potassium acetate 1M and 2.8
mL of water, mixed and allowed to stand for 3
min, and 0.1 mL 10% aluminium chloride so-
lution was added. The absorbance at 415 nm
was measured after 30 min, in triplicate. Quer-
cetin was used as standard to construct a cali-
bration curve (12.5-200 pg/mL). Total flavonoid
content was expressed pg/ml quercetin equiva-
lents (Chang et al. 2002).

Animals

Young adult male and female Wistar rats (a to-
tal of 118 animals, 50 male and 68 female, 8
to 10 weeks old, weight 200-300 g) were sup-
plied by vivarium of the University of the Ex-
tremo Sul Catarinense (UNESC). Animals were
segregated according to the genus and housed
in plastic cages with access to food and wa-
ter ad libitum, under a 12 h light/dark cycle at
a constant temperature of 21 + 2 °C. Animals
were handled and experiments carried out in
conformity with the European Union on Animal
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Care (CEE 86/609). The experimental protocol
was approved by the local ethics committee
(CEUA UNESC), registered with protocol No.
050/2014.The animals were randomly selected,
marked to permit individual identification, and
kept in their cages for at least 5 days prior to
dosing to allow for acclimatization to the labo-
ratory conditions. In the acute topical test, a to-
tal of 6 female animals were used, 3 in the con-
trol group and 3 in the 2000 mg/kg ECU group.
In the acute oral test, 12 female animals were
used, 6 in the control group and 6 in the 2000
mg/kg ECU group. The doses for the acute
tests were established by the diagram of guides
402 and 423 (OECD) starting at the 2000 mg/
kg. In the sub-acute 100 rats were allocated in
five groups (1 control group and 4 ECU groups)
of 20 animals each (10 males and 10 female).
Rats received ECU in doses 100, 250, 500 or
1000 mg/kg (oral.) by gavage. Doses for sub-
acute tests were established by the recommen-
dations of the guide 407 (OECD) and based on
the doses used in the antinociceptive test of the
inflorescence extract of C. uniflora (Rodrigues-
Torres et al. 2016).

Acute topical toxicity

The analysis was performed using the meth-
odology of guideline 402 from Organization
for Economic Co-operation and Development
(OECD 2017), starting dose of 2000 mg/kg of C.
uniflora extract applied topically in female rats,
exposed area of dorsal/flank skin (10% of the
total body surface area). For this, it was neces-
sary to removed all fur, 24 hours before the ap-
plication of the ECU or vehicle.

The test started with 2 animals (1 animal from
control group and 1 animal from ECU group),
after the test according to the diagram of guide
402 with administration in 4 other animals (2
animals from control group and 2 animals from
ECU group), the dose depended on the signs
of toxicity. After application, the treatment was
in contact with the skin for 24 hours, the ani-
mals were observed for 24 hours after applica-
tion and for 14 days were observed daily for 1
hour. The same test was performed using only
extract diluents (acetone). Acetone was chosen
as the diluent because it is a very volatile sol-
vent, with only the extract remaining in the ap-
plication area. The skin was removed and fixed
in 10% formalin, embedded in paraffin. Then
the skin was sectioned and stained with hema-
toxylin and eosin for microscopic examination
(Lameb 2017).
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Acute oral toxicity

The analysis was performed using the meth-
odology of guideline 423 from Organization
for Economic Co-operation and Development
(OECD 2001), starting dose of 2000 mg/kg (oral)
of C. uniflora extract in female rats, administered
in single dose in bolus by gavage. The same test
was performed using only extract diluents (wa-
ter/corn oil/tween 80).

The test started with 6 animals (3 animals from
control group and 3 animals from ECU group),
after the test according to the diagram of guide
423 with administration in 6 other animals (3
animals from control group and 3 animals from
ECU group), the dose depended on the signs
of toxicity. After administration of treatment, the
animals were observed for 24 hours, and for 14
days were observed daily for 1 hour.

Sub-acute oral toxicity

The analysis was performed using the method-
ology adapted of guideline 407 from Organiza-
tion for Economic Co-operation and Develop-
ment (OECD 2008). C. uniflora extract (100, 250,
500 or 1000 mg/kg/oral.) was administered daily
for 30 days. Control group received the same
amounts of the vehicle (water/corn oil/tween
80). Food and water consumption were mea-
sured daily, and the body weight was measured
every five days. During the experimental period,
all animals were evaluated in order to observe
any signs of toxicity daily. Behavioral analysis
was performed on the 15" day and 30" day of
treatment. The behavioral analyses were per-
formed according to the tests: open-field test
(Vianna et al. 2000); elevated plus-maze (Pellow
et al. 1985); forced swimming (Detke et al. 1995)
and rota-rod (Paul et al. 1994).

At the end of treatment period, blood samples
were collected for hematological and biochemical
parameters analysis. The heart, liver, kidney and
lung were dissected and weighed. The results of
organs weight were expressed as relative corpo-
ral weight (organ weight g/100g body weight).
One part of the blood sample was collected by
cardiac puncture in heparin tubes for hemato-
logical analysis and the other in dry tubes for
separation of serum to biochemical analysis.
Blood samples in dry tubes were centrifuged
at 3500 rpm (15 min) and the serum was col-
lected and introduced into new tubes. Triglycer-
ides, total cholesterol (TC), alanine transaminase
(ALT), aspartate transaminase (AST), glucose,
uric acid, alkaline phosphatase, urea, creatinine
and total proteins were measured according to
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commercial kits obtained from Analisa® (Minas
Gerais, Brazil) by spectrophotometry (Femto
700). Red blood cells (RBC), white blood cells
(WBC) and platelet were analyzed in the Neu-
bauer chamber.

After animals sacrificed by deep anesthesia
(Ketamine 80 mg/kg and xylazine 20 mg/kg),
and them the heart, liver, lung and kidney were
removed and fixed in 10% formalin, embedded
in paraffin. The organs and tissues were then
sectioned and stained with hematoxylin and
eosin for microscopic examination.

Statistical analysis

The results are expressed as mean + standard
error of the mean (SEM) or median with range.
In parametric analyses, comparison between
groups was assessed by one-way analysis of
variance (ANOVA,) followed by Dunnett. The *p
< 0.05 or *p < 0.01 was considered statistically
significant.

Results

The total flavonoid contents of the samples
were determined and expressed in terms of
quercetin (standard curve equation: y = 0.009x
+ 0.100, R2 = 0.994), content in the ECU 92.763
Hg/ml quercetin equivalents.

The toxicological tests started with application
of 2000 mg/kg/topical of ECU in one animal and
then the test was repeated with more two ani-
mals. The single administration of ECU caused
no mortality. The control group and ECU group
did not present signs of toxicity. The results

show that the ECU has category 5 in GHS
(Globally Harmonised Classification System for
Chemical Substances and Mixtures) classifica-
tion or LD, > 5000 mg/kg/b.w/ topical. Histo-
logical analyzes did not show any morphologi-
cal alteration of skin.

The oral test started with administration acute
of 2000 mg/kg/ oral of ECU in three animals
and then the test was repeated with more three
animals. The single administration caused no
mortality. However, one hour after administra-
tion of ECU was observed piloerection and agi-
tation signals. The control group did not present
signs of toxicity. Toxicity signs were registered
in animal throughout the observation period
(14 days). The results show that the ECU has
LD,,> 5000 mg/kg/b.w or category 5 in GHS
classification.

In sub-acute evaluation, the animals present
toxicity signs in all groups that received ECU
(100, 250, 500 or 1000 mg/kg/oral) as: piloerec-
tion, cough signals, respiratory difficulty, nose
bleeding, suggestive behavior pain, diarrhea
and sedation. These behaviors signs were ob-
served in all groups treated with ECU, however
the dose of 100 mg/kg the signs were less fre-
quent. In the control group these effects were
not observed. However, 30 deaths have oc-
curred during sub-chronic treatment (Figure 1),
therefore male group of 1000 mg/kg was not
analyzed in tests: relative weight of organs, bio-
chemical parameters, hematological param-
eters and behavioral test (open-field, elevated
plus-maze, forced swimming and rota-rod).
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Figure 1. The effect of ECU on rat’s survival in male (A) and female (B). Animal were treated
uring 30 days with ECU (100 — 1000 mg/kg/day, oral). Control group receives the same

amount of vehicle Results were expressed as per cent survival and are representative of one
experiment (n = 10 per group). The 100 mg/kg group line overlaps the control group.
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stained with hematoxylin and eosin. (A
kg/day p.o of ECU. (D) 500 mg/kg/day p.o o

Figure 2. Representative microphotoc);raph of the Il1.|n8 at 100x, embedded in paraffin and

control. gB% 00 mg/kg/day p.o of ECU. (C) 250 mg/
CU. (E) 1000 mg/kg/day p.o of ECU.

Table 1. Effect of the sub-acute oral administration
of different dose ECU on relative weight of organs
(9/100g body weight) in male Wistar rats.

Control ECU mg/kg
100 250 500
Liver 3.512+0.093 3.508+0.135 3.920+0.244 3.655+0.342
Heart 0.428+0.022 0.420+0.017 0.444+0.035 0.438+0.043
Left kidney 0.458+0.013 0.439+0.020 0.494+0.041 0.476+0.030

Right kidney 0.461+0.009 0.473+0.021 0.491+0.040 0.445+0.033
Lung 0.664+0.055 0.916+0.049* 0.834+0.095 0.866+0.095

Data are expressed as mean weight of organs +SEM of 6 to 10 animals per group. The animals
of 1000 mg/kg group were not present in this table due to high mortality. The statistical
analyze was performed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’stest.
*Significance against control group: p < 0.05. **Significance against control group: p < 0.01.
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Table 2. Effect of the sub-acute oral administration of different dose ECU
on relative weight of organs (g/100g body weight) in female Wistar rats.

Control ECU mg/kg
100 250 500 1000
Liver 3.622+0.226  3.60+0.105 4059+0.212  3.817+0.376  4.076+0.252
Heart 0.511+0.021  0.509+0.028  0.449+0.076  0.457+0.038  0.538+0.048
Left kidney 0.504+0.034  0.479+0.021  0.590+0.074  0.521+0.011 0.465+0.014
Right kidney ~ 0.519£0.030  0.491+0.017  0.543+0.032  0.516=0.001 0.516+0.001
Lung 0.744 +0.043  0.844 £0.055 0.968+0.059  0.769+0.044  1.575+0.396"*

Data are expressed as mean weight of organs +SEM of 4 to 10 animals per group.The statistical analyze was
performed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s test. *Significance against control
group: p < 0.05. **Significance against control group: p < 0.01. ***Significance against control group: p < 0.001.

The relative organ’s weight (9/100g body weight)
of male and female rats treated with ECU for
30 days are shown in table 01 and 02. In this
analysis was possible to observe an increase of
lung organ in groups with ECU (100 and 1000
mg/kg/oral). Histological analyzes showed lung
damage characterized by neutrophil infiltration
(Figure 2) in dose 100, 250 500, 1000 mg/kg/
oral, which may be related to increase lungs
weight. The other organs did not show any mor-
phological alteration in the analyzed tissues.
Some behavioral changes observed in the oral
acute test were noted in oral sub-acute test,
however with more frequency. Other possible
signs of toxicity also emerged with effect sug-
gestive of pain and respiratory difficulty; this be-
havior was observed in all groups treated with
ECU. Besides, during the sub-acute experiment
30 deaths occurs in groups treated at the doses
of 250, 500 and 1000 mg/kg/day (in both, male
and female).

The female group shows a decrease in body
weight at the dose 1000 mg/kg. However, there
was reduction in consumption diet also. Water
and food consumption and body weight evolu-
tion are summarized in Figure 3. When the ani-
mals were treated with ECU, it was observed
skeletal muscle relation in rota-rod test at doses
100 and 250 mg/kg/oral in 15 days treatments
and 250 mg/kg/oral in 30 days, showed Figure 4.
In the elevated plus-maze test were analyzed
the parameters: open arm entries, closed arm
entries, open arm entries attempts, closed arm
entries attempts, frequency of defecation, time

open arm and time closed arm; however no sig-
nificant difference was observed between the
control and treatment groups in any of the pa-
rameters. In the forced swimming, all groups’
animals swam the time required. In open field
test, the parameters: crossing number, rear-
ing number, frequency of defecation, stationary
time, center of the field time and edge of field
time were analyzed, however no significant dif-
ference was observed between the control and
treatment groups.

Biochemical analysis as well most parameters
remained unchanged, as only non-significant
variations were observed. In hematological pa-
rameters, no significant difference occurs be-
tween the control and treated groups with ECU.

Discussion

C. uniflora, a medicinal plant used in southern
Brazil (Ramos et al. 2016), has few studies about
the toxicity in vivo. However, report the potential
therapeutic effect of C. uniflora extracts as anti-
fungal, trypanocidal and lechimanicidal (Do Nas-
cimento et al. 2004, Do Nascimento et al. 2007).
Test in vitro with extract hydroalcoholic from C.
uniflora did not show a high degree of cytotoxicity
compared to controls doxorubicin and vincristine
for B16-F1 and HaCaT cell lines, but dichloro-
methane fraction has significant inhibition in the
two cell cells compared to controls (Rodrigues-
Torres et al. 2016). Known the biological effect
of C. uniflora, this study evaluated the acute and
sub-acute toxicological profile of the ECU in rats
by oral and topical administration in vivo.
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Figure 3. In panel A and B were presented body weight evaluation of males (A) and female (B)
rats. In Panel C and D are represented mean food consumption daily of males (C) and female
(D). In panel E and F was shown mean daily water consumption of males (E) and female (F).
Wistar rats were submitted to 30 days treatments with ECU (100 — 1000 mg/kg/day, oral.). Each
point represents the mean + SEM of 2 to 10 animals per group. The statistical analyze was
performed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s test. **Significance
against control group: p < 0.01; ***Significance against control group: p < 0.001.
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Figure 4. Effect of ECU in motor coordination evaluated in Rota-test in male (A and C)
and female (B and D) rats that received ECU (100 — 1000 mg/kg/day, oral.) about 15 days
(A and B) and 30 days treatment (C and D). Data are expressed as mean +SEM of 4 to 10

animals per group. The statistical analyzes was performed by one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Dunnett’s test. *Significance against control group: p < 0.05.

In the topical and oral acute test were observed
toxicity of the ECU at 2000 mg/kg, since the ex-
tract did not induce mortality in all experimen-
tal period. This result contributes with previous
studies of C. unifloraand C. clematidea, which
demonstrate that the methanol extract at the
doses of 100 and 150 mg/kg/ i.p, did not caused
anxiolytic, muscular relaxing and genotoxic ef-
fects (Ferraz et al. 2009). Some behavioral alter-
ations were observed in first hour after admin-
istration of the ECU in acute test, such as pilo-
erection and agitation signals. These behavioral
effects were not observed in the control group.
Although the presence of this signs of toxicity,

these were not observed with high frequency and
extract did not induce mortality of animals.

The extract (ECU) content 92.763 pug/ml querce-
tin equivalents,flavonoids as orobol and querce-
tin 3-O-glucopyranosyl were identified in the ex-
tract from C. uniflora leaves, andphenolic com-
pounds as noreugenin, ethyl caffeate, butein, p-
hydroxy-butein, caffeic acid, butein 40-O-gluco-
pyranosyland 3,5-di-O-caffeoylquinic acid (Lima
et al. 2016).

C. uniflora have identified substances derived of
p-hydroxyacetophenone with the chromanones
Uniflorol A and Uniflorol B (Do Nascimento et al.
2007). This is important since some chromenes
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have the ability to inhibit determined enzymes
such as: acetylcocholinesterase (Anand and
Singh 2013), cyclin-dependent kinase (Lee et
al. 2007) e alkaline phosphatase (Al-Rashida
et al. 2013). The inhibition of these enzymes
may be a toxicity mechanism of some plants of
this family. In accordance to that, some stud-
ies evince that Asteraceae plants inhibit the
enzyme acetylcholinesterase (Gurovic et al.
2010). Study with Calea serrate proved that ex-
tract rich in chromenes obtained from leaves
and stalk inhibited of acetycholinesterase en-
zyme of brain structures (frontal cortex, striatum
and hippocampus) in Wistar rats (Ribeiro et al.
2012); two chromenes were isolated from this
plant, being precocene and eupaloriochromene
(Steinbeck et al. 1997). Other plants of family
Asteraceae such as Inulagraveolens, Artemisia
dracunculus, Eupatorium odoratum and Arni-
ca chamissonisalso present inhibitory activity
of the acetycholinesterase enzyme (Bhadra et
al. 2015).The skeletal muscle relation showed
Figure 4 can reflect an over stimulation of cho-
linergic system. When acetyl cholinesterase is
inhibited at the neuromuscular junction (skele-
tal muscle), occurs an increased acetylcholine
concentration at the synaptic cleft, and the fre-
quency of stimuli on nicotinic receptors occurs.
This prolonging stimuli cause a blocking depo-
larization at neuromuscular transmission (Hibbs
and Zambon 2012).

During the sub-acute experiment 30 deaths oc-
curs in groups treated at the doses of 250, 500
and 1000 mg/kg/day, the most relevant behav-
ior observed before death was respiratory dif-
ficulty, suggesting a possible extract action in
the respiratory systems or in the nervous central
system. Another result that collaborates with
this hypothesis is the lungs weight that had a
significant increase in some groups treated with
ECU compared to the control group and lung
damage characterized by neutrophil infiltration
in dose 100, 250, 500, 1000 mg/kg/oral.

Conclusion

Experimental results show that the ECU admin-
istered in topical and oral acute treatment has
no toxic effects, with LD, > 5000 mg/kg (b.w.).
However, prolonged use oral of the extract at
doses 250, 500 and 1000 mg/kg/oral (b.w) is
toxic and cause death of the animal. The signs
of toxicity observed were respiratory difficulty,
increase in lung weigh, lung damage and mus-
cular relation of ECU group of 100, 250, 500,
1000 mg/kg/oral. This plant is popularly used

Acta Toxicol. Argent. (2019) 27 (2): 49-59

topically and orally, and the results of this study
show important information about the safety of
C. uniflora use. Oral or topical (single dose) acute
use did not cause toxicity, however, repeated
oral use caused low dose toxicity (100 mg / kg).
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Resumen. Introduccion.Los superwarfarinicos (SWF) son una de las herramientas utilizadas por el ser humano para el control de
roedores y a la vez son toxicos para el hombre y pueden conducir a la muerte sin los debidos cuidados en su uso.Casos clinicos.
Tres pacientes masculinos, que consultaron por sangrados (gingivorragia, epistaxis, hematuria, hemartrosis y hematomas cutaneos)
asociados a alteraciones del coagulograma (Tiempo de protrombina (TP) y tiempo de tromboplastina parcial (KPTT) prolongados).
Todos tuvieron exposicion a superwarfarinicos. Nuestro servicio no dispone del analisis de SWF en suero. Se administro vitamina K|
en los tres pacientes y plasma fresco congelado (PFC) en uno solo (sangrado mayor: hematuria). El seguimiento se realizé6 mediante
controles seriados de coagulograma y su evolucion fue favorable. Discusion. En todos los casos, el diagndstico de intoxicacién por
SWEF fue clinico, basado en caracteristicas clinicas de pacientes y alteraciones en sus parametros de coagulacion, y debido a impo-
sibilidad de derivacion de analisis a otro laboratorio. Se realizo tratamiento especifico (vitamina K, y PFC) segun recomendacion de
expertos, ya que no hay hasta la fecha, estudios clinicos que evaluen las diferentes opciones terapéuticas. Conclusion. La intoxica-
cion por SWF aunque no es frecuente, debe sospecharse en casos de paciente con coagulopatia sin otras causas que puedan jus-
tificarlo. El manejo del cuadro toxico es la reposicion de vitamina k y de plasma fresco congelado, en casos donde se necesite una
rapida correccion de la alteracion hemostatica, como los sangrados mayores. Es imprescindible la oportuna consulta con médicos
hematodlogos y/o la consulta con un centro regional de control de intoxicaciones para todas las exposiciones sospechosas por SWF.

Palabras clave: Intoxicacion; Rodenticidas; Superwarfarinicos; Hemorragias; Vitamina K.

Abstract. Introduction. Superwarfarinics (SWF) are one of the tools used by humans for rodent control. They are toxic to humans
and can lead to death without due care in its use. Clinical cases. Three male patients, who consulted due to bleeding (gingivorragia,
epistaxis, hematuria, hamartrosis and skin hematomas) associated with coagulogram alterations (prolonged protombine time (PT)
and partial thromboplastin time (KPTT)). All them exposure to superwarfarinics. SWF serum analysis was not available in our hospital.
Vitamin K, was administered in all three patients and fresh frozen plasma (PFC) in only one (major bleeding: hematuria). The follow-
up was performed by serial coagulogram controls and the evolution was. Discussion. In all cases, the diagnosis of SWF intoxication
was clinical, based on clinical characteristics of patients and alterations in their coagulation parameters, due to the impossibility of
deriving the analysis of SWF in serum to another laboratory. Specific treatment was carried out (vitamin k and PFC) according to
experts’ recommendation, since there are no clinical studies to evaluate the different therapeutic options to date. Conclusion. SWF
poisoning, although not frequent, should be suspected in patients with coagulopathy without other causes that may justify it. The
management of toxic symptoms is the administration of vitamin K, and fresh frozen plasma, in cases where a rapid correction of the
haemostatic alteration is required, such as major bleedings. It is essential to consult with hematologists and / or consult a regional
poison control center for all suspicious exposures by superwarfarins.

Keywords: Poisoning; Rodenticides; Superwarfarins; Bleedings; Vitamin K|

Introduccion

El control de roedores ha sido fundamental ticoagulantes de accion prolongada, llamados

para la supervivencia del hombre, en lo que
respecta a disminucién de transmision de en-
fermedades. Para ello, se han desarollado di-
ferentes raticidas, que pueden tambien, resul-
tar téxicos para los seres humanos (Gutiérrez y
col. 2015; Feinstein y col. 2016). Los mas utili-
zados actualmente estan compuestos por an-

superwarfarinicos (difenacoum, brodifacoum
y bromadiolona), cuyo mecanismo de accion
es el antagonismo de la vitamina K (Adminis-
tracion Nacional de Medicamentos, Alimentos
y Tecnologia (ANMAT) 2017; Gutierrez y col.
2015). La exposicidon de seres humanos a es-
tos agentes puede generar, desde alteraciones

- 60 -



en el coagulograma que cursan asintomaticas,
hasta hemorragias severas que pueden llevar
a la muerte, dependiente de la dosis (Lisella y
col. 1970; Srivastava y col. 2005; Bernyy col.
2010). Su gran absorcion, tanto oral como cu-
tanea, y su vida media prolongada, pudiendo
tener efectos toxicos por meses, son otras ca-
racteristicas que determinan su peligrosidad
(Gutiérrez y col. 2015).

La exposicion a estos venenos suele pasar in-
advertida por ser generalmente de etiologia ac-
cidental, aunque también puede ser intencional
en casos con fines delictivos o autoagresivos
(homicidio/suicidio).

El diagnéstico de intoxicacion por superwarfa-
rinicos es siempre un desafio, principalmente
por la baja sospecha clinica, y por la dificultad
de arribar a un diagnéstico de certeza a través
de la investigacién y cuantificacion de los SWF
en el suero.

Casos clinicos

Casos 1y 2

Dos pacientes masculinos, de 21 y 25 afos,
hermanos, tabaquistas vy etilistas de escasa je-
rarquia, consumidores habituales de cocaina,
sin antecedentes patolégicos personales ni fa-
miliares conocidos; uno de ellos recolector de
residuos, el otro desempleado, consultaron por
sangrados.

El mayor consulté por cuadro de 3 dias de evo-
lucion caracterizado por gingivorragia y epis-
taxis intermitente, agregando hematuria ma-
croscopica en las ultimas 24 horas. Al examen
fisico, se encontraba afebril, estable hemodina-
micamente, con presencia de restos hematicos
en encias y fosas nasales. Se solicitaron labo-
ratorios los cuales mostraron hemograma, fun-
cion renal, hepatograma e ionograma normales,
y serologias para HIV, VHB y VHC no reactivas.
Coagulograma: tiempo de protrombina (TP) in-
coagulable mayora80s(10-14s); RIN9,2 (0,8
- 1,2) tiempo de tromboplastina parcial (KPTT)
73 s (25 -45 s); tiempo de trombina (TT) 17,8
s (9 - 35 s); fibrinogeno 220 mg/dl (200 — 400
mg/dl). Se realizé6 ecografia abdominal y reno-
vesical en las cuales no se constatd ningun tipo
de lesion ni alteraciones. El menor consulto uni-
camente por gingivorragia de un dia de evolu-
cion. Al examen fisico presenté restos hemati-
cos en cavidad oral, sin otros datos relevantes.
Coagulograma: TP incoagulable, KPTT: 89 s, TT:
16 sy fibrinogeno: 230 mg/dl. El hemograma, la
funcion renal y el hepatograma estuvieron den-
tro de los valores normales. Ambos tiempos de
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coagulacion revirtieron con laprueba de corre-
cién conplasma normalen los dos pacientes. Se
realizé el diagndstico de coagulopatia adquirida
secundaria a déficit de vitamina K probable. Al
interrogatorio dirigido, ambos pacientes refirie-
ron consumo de comida recolectada del lugar
de trabajo del mayorde ellos; sitio donde en los
ultimos dias se realizaron tareas de fumigacion
y aplicacién de raticidas.
Se realizaron las siguientes medidas de trata-
miento en ambos pacientes:
eVitamina K, 20 mg/dia por via endovenosa.
*Plasma fresco congelado ajustado por
peso (BU) ante la presencia de sangrados
mayores (genitourinario) por Unica vez.
Evolucionaron de forma favorable, sin nuevos
sangrados y con resolucién de la clinica. Los
valores del coagulograma obtenidos fueron en
descenso hasta normalizarse al cuarto dia del
ingreso hospitalario, presentando TP 60 s a las
24h,37salas48h,24salas72hy14salas
96 h. La evolucién de los valores hemostaticos
fueron similares en ambos pacientes.
No fue posible realizar dosaje de superwarfari-
nicos en suero al no disponer de dicho examen
complementario en nuestro hospital.
En los controles posteriores a la externacion,
presentaron coagulogramas normales, sin san-
grados, a los 7 y 15 dias del egreso hospitala-
rio. Ninguno de los dos pacientes acudio a los
controles posteriores.

Caso 3

Pacientes masculino, de 38 afios, tabaquista de
15 paquetes/ano, sin antecedentes patolégicos
personales ni familiares conocidos; peodn rural.
Consulté por cuadro de 5 dias de evolucion
caracterizado por gingivorragia y epistaxis de
forma intermitente, agregando dolor y tumefac-
cion en region dorsal de mufeca derecha y he-
matomas multiples en ambos brazos y piernas.
Nego otros tipos de sangrados o traumatismos.
Al examen fisico del ingreso, se encontraba
afebril, estable hemodinamicamente, con pre-
sencia de restos hematicos en encias y fosas
nasales. Hematomas multiples de diamétros in-
feriores a 10 cm en ambos brazos y en ambos
miembros inferiores. Present6é tumefaccion do-
lorosa en regidn dorsal de mufneca, con movili-
dad pasiva y activa limitada de articulacion. Sin
otros hallazgos de jerarquia al examen fisico.
Los parametros del laboratorio al ingreso fue-
ron: hemoglobina: 10 g/dl (13 — 16 g/dl); hema-
tocrito: 46% (38 — 50%); volumen corpuscular
medio: 88 fl (80 — 100 fl); hemoglobina cor-
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puscular media: 36 pg (26 — 34 pg), globulos
blancos: 7500 /mm? (4500 — 10.000 /mm?) pla-
quetas: 310000/mm? (150.000 — 400.000/mm3);
funcion renal, hepatograma e ionograma nor-
males. Coagulograma: TP: incoagulable, RIN:
10, KPTT 103 s, TT 15,8 s, fibrinogeno: 220 mg/
dl'y HIV no reactivo. Se realizé ecografia de mu-
feca derecha donde se evidenciaba liquido in-
traarticular anecoico homogeneo.

Se realizé la prueba de correccién con plasma
normal, encontranddse que los valores de TP
y KPTT revirtieron con el agregado de plasma
normal. Se realizé el diagndéstico de coagulopa-
tia adquirida secundaria a deficit de vitamina K
probable. Al interrogatorio dirigido, el paciente
refiri® manipulacién diaria de raticidas en su lu-
gar de trabajo, sin recordar nombres genéricos
ni comerciales de los rodenticidas utilizados.
Se inicié6 administracion de vitamina K (20 mg/
dia) EV por 5 dias, evolucionando de forma fa-
vorable, con resolucién de hematomas, sin san-
grados, resolucion de hemartrosis de mufieca
derecha. Los valores del coagulograma fueron
normalizdndose, TP 82 s a 24 hs del ingreso,
54 sa48hs,31sa72hs,22sa96 hsy 10 s
al 5° dia de internacion. El paciente se controld
por ambulatorio presentando buena evolucion
tanto clinica como bioquimica a los 7 y 15 dias,
al mes y a los 6 meses del egreso hospitalario.

Discusion

Los pacientes presentaron sangrados al mo-
mento de la consulta, de evolucién aguda, sin
embargo, el dato de mayor relevancia fue la loca-
lizacion difusa de dichos sangrados (gingivorra-
gia, epistaxis, hematuria, cutaneo e incluso arti-
cular) lo que excluye de forma inmediata causas
locorregionales de hemorragias. No refirieron el
consumo de farmacos ni tenian ningun antece-
dente que pudieran justificar los sintomas.

Ante la sospecha de causa sistémica , se soli-
citaron analisis de laboratorios, los cuales evi-
denciaron alteracion de la coagulacion, en va-
lores de TP y KPTT. Entre las posibles causas
de alteracién de la hemostasia, diagndsticos
como hemofilia, coagulacion intravascular di-
seminada o insuficiencia hepatica, fueron faci-
les de eliminar de la lista de posibles etiologias
por el estado general y caracteristicas de los
pacientes. Fue aqui donde la posibilidad de ex-
posicion a téxicos empezé a ser protagonista
(Lisella y col. 1970; Berny y col. 2010). Al vol-
ver a interrogarlos sobre posible contacto con
toxicos,refirieron contacto reciente con ratici-
das en sus lugares de trabajo. Cabe destacar

que el uso de cocaina, muchas veces prepara-
da con multiples téxicos con el Unico objetivo
por parte del vendedor de aumentar la cantidad
de droga posible para vender, lleva a la utiliza-
cioén de toxicos disponibles para cualquier per-
sona, como los raticidas, por lo cual la exposi-
cioén toxica por consumo de cocaina es otra po-
sible fuente de exposicién (Waien y col. 2001).
Se establecio como diagnéstico probable in-
toxicacion por superwarfarinicos, debido al
cuadro clinico compatible que presentabany la
probable exposicion al toxico en cuestion. Se
descart6 la participaciéon de warfarina o warfari-
nicos de primera generacion debido a la persis-
tencia de alteraciones del coagulograma pasa-
das las 40 horas de exposicién al toxico.

Se realizé una busqueda bibliografica con po-
bres resultados en cuanto a la calidad de la evi-
dencia cientifica. Dado que no es posible contar
con ensayos clinicos que evallen opciones te-
rapéuticas, es necesario recurrir a recomenda-
ciones segun consensos de expertos (Svendsen
y col. 2002; Ministerio de Salud de la Nacién Ar-
gentina. 2002) y reportes de casos clinicos (Ho-
llinger y col. 1993; Watt y col. 2005; Gunja y col.
2011; Cao y col. 2012; Card y col. 2014; Narli
Ozdemir y col. 2016; Larga y col. 2016).

Se decidio iniciar tratamiento segun la fisiopa-
tologia y el mecanismo de accion del toxico
involucrado. Los superwarfarinicos utilizados
en Argentina (difenacoum, brodifacoum y bro-
madiolona) presentan un tiempo de vida media
muy variable, dependiendo de dosis del toxico
en cuestion y del metabolismo hepatico y re-
nal de la persona expuesta, provocando deficit
de vitamina K, y en consecuencias hemorragias
espontanéas. Se solicitd intervencion por parte
del servicio de Hematologia, decidiendo admi-
nistrar fitomenadiona (vitamina K,) endovenosa
de forma diaria para una continua reposicién y a
su vez, realizar transfusiones de plasma fresco
congelado para correccion hemostatica rapida
ante la presencia de un sangrado mayor activo
como la hematuria en uno de los tres pacien-
tes (Wu y col. 2009). La conducta terapéutica
siempre estuvo sujeta a cambios, segun esta-
bilidad clinica y hemodinamica del paciente en
los controles diarios.

Para realizar el diagnéstico de certeza de cual-
quier intoxicacion se requiere demostrar la pre-
sencia de dicho toxico en el organismo. La no
disponibilidad de dicho estudio en nuestro es-
tablecimiento y las dificultades burocraticas en
la derivaciéon de la muestra para analisis hacia
un centro de mayor complejidad, hicieron que
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no fuera posible realizarlo. No obstante, el resul-
tado positivo, en este caso, hubiese sido mera-
mente epidemiolégico, ya que no hubiera cam-
biado las conductas terapéuticas adoptadas.
Los controles posteriores al alta fueron cada
vez menos frecuentes en funcién del estado
hemodinamico y resultados del coagulagrama
del paciente. Al no haber evidencia cientifica
fuerte acerca de un correcto seguimiento clini-
co en estos casos, se decidié junto a Hemato-
logia, realizarlos inicialmente semanal y luego
mensual, siempre haciendo hincapie en pautas
de alarma para la consulta urgente al hospital.

Conclusién

La intoxicacion por superwarfarinicos, aunque
no es frecuente, debe sospecharse en casos
de paciente con coagulopatia sin otras causas
que puedan justificarlo. EI manejo del cuadro
toxico es la reposicion de vitamina K, y la ad-
ministracion de plasma fresco congelado, en
casos donde se necesite una rapida correc-
cion de la alteraciéon de la hemostasia, como
los sangrados mayores. Es imprescindible la
oportuna consulta con médicos hematologos
o la consulta con un centro regional de control
de intoxicaciones para todas las exposiciones
sospechosas por superwarfarinicos.
Consideraciones éticas: Se conté con el consentimiento escrito
de los tres pacientes.
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Resumen. Phalotris lemniscatus es la Unica especie representante del género Phalotris en Uruguay. Esta especie tiene una amplia
distribucion que incluye Uruguay, Rio Grande do Sul en Brasil y el norte de Argentina que se extiende a las areas fronterizas con
Bolivia y Paraguay. Aunque este ofidio no es agresivo, se registraron dos accidentes en Uruguay en los que se observo accion local
y sistémica del veneno. Los mismos ocurrieron en las manos después de manipulacion excesiva y prolongada de los ejemplares.
Localmente presentaron edema leve, pero en términos sistémicos el veneno de Phalotris caus6 alteraciones en la coagulacion. Los
pacientes se recuperaron totalmente después de 3 dias. Seran necesarios mas estudios para establecer una terapia adecuada para
los envenenamientos graves provocados por esta especie.

Palabras clave: Phalotris lemniscatus; Accidente ofidico; Anticoagulacion; Antiveneno; Suero antiofidico

Abstract. Phalotris lemniscatus is the only species representative of Phalotris genus in Uruguay. This species has a wide distribution
that includes Uruguay, Rio Grande do Sul in Brazil and northern Argentina extending to the areas bordering Bolivia and Paraguay.
Although this snake is not aggressive, there were two snakebite accidents in Uruguay. They occurred on the hands after excessive
and prolonged handling of the specimens. Locally they showed mild edema, but in systemically Phalotris venom caused alterations
in blood coagulation. The patients recovered completely after 3 days. More studies will be required to establish an adequate therapy
for Phalotris severe envenomations.

Keywords: Phalotris lemniscatus; Snakebite; Anticoagulation; Antivenom; Snake antivenom

Introduccién

El género Phalotris Cope, 1862 pertenece a la
familia Dipsadidae y tiene una distribucion rela-
tivamente amplia en América del Sur, incluido el
centro de Brasil, y desde el sur de Bolivia has-
ta la Patagonia en Argentina (Ferrarezzi 1993).
Actualmente consta de 15 especies (Carreira y
col. 2005; Jansen y Koéhler 2008), ubicadas en
los grupos: bilineatus, nasutus y tricolor. Este
género tiene algunas caracteristicas morfol6-
gicas particulares, como son las escamas pre-
frontales fusionadas en una sola placa transver-
sal, cuerpo cilindrico con 15 escamas dorsales
sin reduccion que termina en una cola corta,
cabeza pequena y un poco diferente del resto

del cuerpo con un ojo también reducido y un
maxilar corto con 4-5 dientes y dos colmillos
posteriores opistoglifos (Ferrarezzi 1993; Ca-
rreira y col. 2005).

El unico representante de este género en Uru-
guay es Phalotris lemniscatus (Duméril, Bibron
y Duméril, 1854) perteneciente al grupo bili-
neatus (Figura 1). Esta especie tiene una am-
plia distribucién que incluye Rio Grande do Sul
en Brasil, norte de Argentina extendiéndose a
las areas fronterizas con Bolivia y Paraguay, y
en Uruguay, esta presente en todo su territorio
(Carreira y col. 2005; Carreira y Maneyro 2013).
A menudo se encuentra en areas abiertas con
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Figura 1. Phalotris lemniscatus (Fotografia: S. Carreira).

afloramientos rocosos y areas arenosas, adap-
tandose bien a las areas urbanas y suburbanas
(Carreira y col. 2005; Carreira y Maneyro 2013).
Los habitos fosoriales ciertamente favorecen su
adaptacion dandole menos visibilidad en areas
antropizadas. Por otro lado, es importante se-
Ralar que ésta especie presenta un cuerpo del-
gado con una cabeza relativamente reducida,
cola corta y un tamafo que no sobrepasa gene-
ralmente los 500 mm de longitud total, aunque
se han reportado ejemplares de hasta 680 mm
(Carreira y col. 2005; Carreira y Maneyro 2013).
Se alimenta de pequefos reptiles como anfis-
benas, otros ofidios y saurios (Carreira y col.
2005). Suele realizar despliegues defensivos
ante la presencia del hombre, comportando-
se de forma timida y nunca agresiva. El patrén
de color y el disefio permiten una facil identifi-
cacion entre las diferentes especies de ofidios
que se encuentran en Uruguay. La coloracion
dorsal es rojiza 0 anaranjada con tres lineas ne-
gras longitudinales, la linea de la region verte-
bral puede estar ausente o reducida. La cabeza
es principalmente negra y tiene un collar blan-
co. El &rea ventral es negra.

La composicion de su veneno es hasta el mo-
mento desconocida. La primera informacion so-
bre este aspecto en un miembro del género Pha-
lotris, fue sobre Phalotris mertensi (Hoge 1955)
en un trabajo publicado por Fernades Campos 'y
col. (2016). Este veneno tiene una mezcla com-
pleja de péptidos y proteinas e incluye proteinas
tipo Kunitz, metaloproteasas, amino oxidasas,

fosfolipasas A2, lipasas, entre otras.

Solo un caso de accidente en humanos fue co-
municado en la literatura médica brasilena rela-
cionada con el género, en concreto con P, trili-
neatus [Duméril, Bibron y Dumeéril, 1854], en el
cual el paciente mostré dolor local y alteracio-
nes graves en la coagulacién (Lema 2007). En
consecuencia, la informacion cientifica sobre el
envenenamiento es muy escasa.

En Uruguay, el Centro de Informacion y Aseso-
ramiento Toxicologico (CIAT), unico centro de
intoxicaciones de Uruguay recibe las consul-
tas y notificaciones de mordeduras (Morais y
col. 2012). Estos eventos son de comunicacion
obligatoria ante la autoridad sanitaria, desde el
ano 1990, lo que permite la adquisicion de un
registro preciso de cada accidente, permitiendo
el conocimiento de los agentes.

Cada ano, el CIAT recibe alrededor de cien
eventos de mordeduras de ofidios, principal-
mente relacionados con tareas rurales. De ellos
unos 60 a 70 casos registrados corresponden
a dos especies del género Bothrops: B. alter-
natus y B. pubescens (Carreira y col. 2008) re-
quiriendo los pacientes instalaciones hospita-
larias para observacion clinica, realizacion de
examenes analiticos y la administracion del
suero antiofidico especifico. Los otros casos
se deben a una amplia gama de ofidios, que
presentan sintomas locales y leves, con una
evolucion benigna y solo necesitan observa-
cion clinica y tratamiento sintomatico (Negrin y
col. 2011). En el afo que ocurrieron estos dos
accidentes las consultas en el CIAT por ofidios
fueron 103 casos, de los cuales 66 fueron pro-
vocados por Bothrops.

Objetivos

Se presentan los dos primeros casos clinicos de
mordeduras por este tipo de ofidio, comunica-
dos al Centro de Informacion y Asesoramiento
Toxicolégico del Uruguay, describiéndose sus
manifestaciones clinicas, analisis de laboratorio
y se discute el manejo terapéutico instaurado.

Casos clinicos

Caso 1: adolescente de 13 afos, sano, ingre-
s6 a emergencia por gingivorragia, manifes-
tando haber sido mordido por un ofidio unas
doce horas antes. El paciente refiri6 que es-
taba jugando con el ofidio y fue mordido en el
segundo dedo de su mano izquierda. En una
descripcion posterior mas detallada manifesto
que, jugando con la serpiente fue mordido por
un tiempo prolongado. El paciente relatdé que
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el ofidio involucrado, era un animal de aproxi-
madamente 20 cm de largo con lineas longi-
tudinales rojas, amarillas y negras, y un collar
blanco en la cabeza. El mismo fue capturado
por un familiar de la victima lo que permitié su
identificacion como Phalotris lemniscatus (Fi-
gura 2). El paciente manifest6 el desarrollo de
una equimosis en la zona, sin dolor, treinta mi-
nutos después de la mordedura, a pesar de lo
cual no consulté de inmediato.

Figura 2. Ofidio involucrado en el caso 1. Se
aprecian las rayas longitudinales y el collar blanco.

Al ingreso, se describieron dos punciones se-
paradas por unos 5 mm con equimosis que
comprendia totalmente la tercera falange del
segundo dedo de la mano izquierda, se obtu-
vo una unica fotografia de la lesién, de mala
calidad técnica no constatandose en ella mas
que una puntura, y la equimosis referida (Fi-
gura 3). Llamo la atencién que no se observa-
ran otras marcas tipicas de las mordeduras de
ofidios opistoglifos, pero hay que considerar
que este grupo tiene pocos dientes a nivel del
maxilar (4-5) contra los 10-13 que tienen, por
ejemplo, algunos representantes del género
Philodryas. También presenté edema leve, lo-
calizado y, unas 8 horas después, comenzé un
sangrado gingival que determiné la consulta a
las doce horas de la mordedura. Presento evo-
lucién con signos vitales normales. En los ana-
lisis de laboratorio se destacan las alteraciones
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Figura 3. Mordedura caso 1. Se aprecia
equimosis de tercera falange del dedo afectado.

de la coagulacion (Tabla 7). Nunca presento, en
la evolucion, elevacion significativa de enzimas
musculares.

Se decidio su internacion para observacion y
administraciéon de antiveneno. La coagulacion
se restablecié paulatinamente mostrando me-
joria clinica y de laboratorio a las 12 horas,
mejorando completamente a las 24 horas del
tratamiento (Tabla 2). Se discutio la indicacion
de uso de vitamina K y plasma fresco, siendo
contraindicada esta terapéutica por los médi-
cos toxicologos.

El control clinico a las 2 semanas no mostré
sintomas o signos locales ni sistémicos desta-
cables. El paciente no concurrié a la consulta
de control a los 30 dias de la mordedura.

Caso 2: mujer de 61 afos con antecedentes
personales de esclerosis multiple, con mode-
rado compromiso de su movilidad y coordina-
cién, en tratamiento con fisioterapia, interfe-
ron B, quetiapina, carbamazepina, amitriptilina,
fluoxetina y vitamina B. Ingresé a centro asis-
tencial, 12 horas después de haber sido mordi-
da por un ofidio en la mano derecha mientras lo
manipulaba para sacarlo de su jardin. No pudo
precisar el tiempo de mordida, pero refirié difi-
cultad para retirarlo. Present6 dolor local muy
leve y cefaleas, ademas de sangrado en la zona
de la mordedura, y sangrado gingival todo lo
cual motivo la consulta.

La serpiente involucrada fue descrita por la pa-
ciente como pequefa, con lineas longitudinales
rojas, amarillas y negras, y un “collar blanco” en
la cabeza. El ejemplar fue capturado e identifi-
cado como Phalotris lemniscatus (Figuras 4y 5).
Al ingreso, el examen fisico mostré: dos pun-
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Tabla 1. Evaluaciéon de parametros de coagulacién al ingreso.

Paciente Tiempo de coagulacion Protrombina

Fibrinogeno

1 > 30 min
2 > 30 min

Indetectable

Indetectable (INR >6)

Indetectable (< 60 mg/dl)
Indetectable (< 60 mg/dl)

Tabla 2. Analisis de laboratorio luego de la administracién del suero antiofidico. Examenes realizados
al paciente 1 a las 24 horas y al paciente 2 a las 36 horas de administrar el suero antibothropico.

Paciente Tiempo de Protrombina / INR Fibrindégeno
coagulacion
1 5 min 78% /1,17 291 mg/dl
2 10 min 80% / 1,08 552 mg/dl

ciones apenas separadas unos pocos mm una
de la otra (no fueron medidas con precision) en
el espacio interdigital entre los dedos pulgar e
indice de mano derecha, y leve edema local
(Figura 6). La presion arterial, el pulso, la res-
piracion y la temperatura axilar fueron referidos
como normales, sin embargo, los parametros
de coagulacion se encontraron alterados (Tabla
7). El hemograma, y la funcién renal fueron nor-
males. La paciente mostr6 los siguientes sig-
nos, orinas hematuricas, epistaxis y hemopti-
sis. La hematuria fue confirmada en el examen
de orina. Ante una coagulopatia, causante de
las referidas manifestaciones clinicas, ingresé a
cuidados intensivos, requiriendo ventilacién no
invasiva. Dada la gravedad del cuadro clinico
se discuten al igual que en caso 1, varios trata-
mientos. Finalmente recibié 8 ampollas de sue-
ro antiofidico, precedido de corticoides.

Figura 4. Ofidio involucrado en el caso.

Después del tratamiento con antiveneno, la pa-
ciente alcanzé los valores normales de coagu-
lacion a las 36 horas (Tabla 2), aunque el egreso
hospitalario fue a los 9 dias, cuando el restable-
cimiento fue completo. El control evolutivo a los
20 dias, no mostré sintomas o signos locales
o sistémicos destacables. De esta paciente no
tenemos otros datos de su evolucion.

Discusion y conclusiones

Estos casos fueron los primeros informes de
accidentes por el género Phalotris desde que
existe registro en Uruguay. Las caracteristicas
morfoldgicas del ofidio y de su comportamiento
hacen improbable los accidentes en humanos.
Los ejemplares involucrados en los accidentes
fueron pequefos y con una cabeza reducida
(Figuras 2 y 4). Ademas, se conoce a esta es-
pecie por su caracter poco agresivo e incluso
timido. Solo en circunstancias muy especiales,
tales como la manipulacién excesiva, pueden
llegar a morder con la consecuente inoculacion
de veneno generando asi un cuadro clinico. La
figura 5 permite apreciar el pequefio tamano
del ejemplar involucrado en el caso 2.

Ambos eventos ocurrieron al cabo de un corto
periodo de dias, pero no tuvieron relacion entre
si, y se registraron en zonas suburbanas distan-
tes unos 220 km uno del otro.

Los accidentes ocurrieron en las manos, luego
de una manipulacion excesiva, inadecuada y
prolongada del ofidio. En este sentido cabe se-
Aalar que el primer caso ocurre cuando el nifio
manipula e intenta introducir su dedo en la boca
del ofidio intencionalmente, en una circunstan-
cia que dificiimente se hubiera dado de forma
natural. En el segundo caso no se cuenta con in-
formacion precisa sobre el tiempo y modo de la
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manipulacién, aunque dados los antecedentes

{Eﬁ:"{"gfaﬁgﬂ patolégicos de la paciente, podemos plantear

que su dificultad motora y de coordinacién pro-
dujo un escenario favorecedor para el accidente.
En ambos casos la distancia entre las impresio-
nes dentarias es un punto que merece ser co-
mentado. En el caso 1, no es congruente con la
longitud declarada del ofidio. Se describe una
separacién dentaria, excesiva para la longitud
referida del animal. Esas medidas fueron esti-
madas en la emergencia del hospital en con-
diciones asistenciales, y posiblemente no haya
sido adecuadamente mensurado. En la figura 3,
no se visualizan las punciones descritas. Para
un individuo de esta especie de 20 cm de largo
total, la distancia entre colmillos no deberia su-
perar los 3 mm. Por estos motivos suponemos
que el relato del médico que lo asistid inicial-
mente, no es objetivo en cuanto a la distancia
de las punciones, ni a la longitud del animal. No
contamos con otras referencias claras que nos
permitan explicar estas incongruencias.
En ambos casos llama la atencién la ausencia
de otras marcas tipicas de la mordedura de ofi-
dios opistoglifos. No se visualizan marcas de
dientes maxilares, palatinos o mandibulares ca-
racteristicos en las mordeduras de ofidios opis-
toglifos. Creemos que podria deberse, bien a
la posicién de la mordedura, o bien a que una
(ulebra de parte de la denticion se haya desprendido debi-
callarblanco do a la manipulacion forzada e inexperiente (so-
bre todo en caso 1) realizadas por los pacien-
tes en los momentos previos al accidente. Sin

Figura 5. Se evidencia el pequefio tamario del embargo, por la experiencia de la manipulacién
of|d|_o, se puede comparar con la mano que en condiciones de laboratorio sabemos que es
sostiene el frasco (Tomado de Ravera 2012) un ofidio que tiene mucha fuerza en la mordi-

da (recuerda al género Micrurus) por lo cual es
muy probable que la ausencia de otras marcas
se deba sencillamente a observaciones impre-
cisas acompanadas de un material fotografico
de mala calidad en el cual no es posible ver
estos detalles. La mala calidad de las fotogra-
fias es sin dudas una limitante para realizar un
correcto analisis con este nivel de detalle de las
caracteristicas de la mordedura.

Cabe mencionar que en ambos casos sur-
gi6 la descripcion espontanea de las caracte-
risticas de morfologia y coloracion del ofidio
involucrado.

El diagnéstico clinico se aleja de un accidente

bothrépico tipico por las caracteristicas de las
v ;: "": > punturas, la ausencia de equimosis peri-puntu-
o : ra, y la presencia de edema escaso (y que retro-

Figura 6. Mordedura caso 2. Se visualizan cede en horas), al contrario de lo que ocurre en
las marcas de la mordedura. un accidente provocado por Bothrops.

- 69 -



Acta Toxicol. Argent. (2019) 27 (2):65-71

La descripcién y captura del agente, es lo que
reafirma que estamos ante dos casos de em-
ponzofamiento por Phalotris lemniscatus.

Si bien se discutieron distintos tratamientos po-
sibles, debido a la gravedad de cada caso, se
administrd suero antibothropico (Instituto Vital
Brazil) sin ser posible llegar a concluir sobre su
efectividad. Segun la epidemiologia del acci-
dente ofidico en el Uruguay, los casos de ofidis-
mo que presentan anticoagulacion se deben a
accidentes causados por ejemplares del géne-
ro Bothrops, por lo cual, al inicio, y con base en
estos datos y en la clinica asociada, se planted
la administraciéon de dicho suero. Ante la falta
de tratamiento especifico y debido a los impor-
tantes efectos en la coagulacion se mantuvo
la indicacién de su uso por analogia de forma
“empirica” de suero antiofidico anti-bothropico
en busca de una posible neutralizacién cruza-
da. El tiempo transcurrido en la restauracion de
la coagulacion, tras la aplicacion de 8 viales de
antiveneno (dosis que se aplica ante un acci-
dente bothrépico grave) aleja el planteo que se
tratara de un ejemplar de Bothrops. Esta mis-
ma latencia indicaria que la restauracién de la
coagulacion no estaria directamente relaciona-
da con la aplicacion del antiveneno, sobre todo
considerando la pequefia cantidad de veneno
que podria haber inoculado un animal de esas
dimensiones.

Se planted por parte de los médicos tratantes
la indicacion de uso de vitamina K y plasma
fresco, siendo contraindicada esta terapéutica
por los médicos toxicélogos del CIAT. La ad-
ministracion de estos medicamentos no esta
indicada en las coagulopatias por consumo
de factores, plaquetas y fibrindgeno, dado que
produce una agravacion del cuadro. Pese a
desconocer el mecanismo de anticoagula-
cién suponemos en estos casos y segun los
hallazgos de laboratorio, una accién sobre el
fibrindgeno causando desfibrinacion, disminu-
yendo los niveles de fibrindbgeno, prolongando
el tiempo de coagulacién y de protrombina. Si
bien no se conoce la composicion de este ve-
neno, en el veneno de otras Phalotris por estu-
dios protedbmicos se encontraron componen-
tes que pueden afectar la matriz extracelular
y a los componentes del sistema de coagula-
cién (Fernades Campos y col. 2016). También
podria asociarse por efecto del veneno sobre
los vasos dando una coagulacion intravas-
cular diseminada con consumo de factores y
plaquetopenia. Estos aspectos fisiopatoldgi-
cos podrian explicar la accién del veneno de P.

lemniscatus . De existir en éste hemorraginas,
se sumaria como elemento facilitador de san-
grados, tales como la gingivorragia, epistaxis y
hemopitisis (presente en el caso 2), y estas han
sido descriptas para el veneno de otras Phalo-
tris (Fernades Campos y col. 2016).

De acuerdo con el protocolo local, se adminis-
tré en ambos casos, hidrocortisona 500 mg via
intravenosa, como premedicacion, seguida a
los 30 minutos de 8 viales de suero antiofidico
especifico antibothropico (dosis pautada para
ser usada en casos de anticoagulacion) referi-
do por via intra venosa. Los pacientes paulati-
namente fueron normalizando la coagulacion y
se constataron valores que tendian a la norma-
lizacion entre 24 y 36 horas de recibida la se-
roterapia. No se desarrollaron reacciones ad-
versas al suero con evolucion satisfactoria, y
sin complicaciones. En ambos casos el primer
control de coagulacién, se hizo siguiendo el
protocolo nacional para el accidente ofidico, es
decir, a las 12 horas de la perfusiéon del suero
hiperinmune, constatandose mejora, pero no
normalizacion de éstos. La paciente del caso
2, es portadora de enfermedad crénica, por lo
que recibe multiples medicamentos; presenté
sangrado a nivel respiratorio, requiriendo trata-
mientos de soporte mas invasivos, aunque se
produjo una mejora de la anticoagulacién luego
de la administracion del suero antibothropico.
Sin embargo, no es posible asegurar la eficacia
del suero antibothropico, y menos aun realizar
conclusiones sobre el tiempo de normalizacién
de la coagulacion.

En la actualidad se estan realizando estudios
de laboratorio que han demostrado reactividad
cruzada, pero no han podido detectar neutrali-
zacion cruzada in vitro. Se espera en un futu-
ro cercano poder determinar, si existe y en qué
grado, una posible neutralizacién cruzada.

En conclusién, estamos frente a un ofidio con
un veneno potencialmente téxico para los hu-
manos, cuya composicién es aun desconoci-
da. Debido a sus caracteristicas morfoldgicas
y etoldgicas los accidentes son excepcionales,
y ocurren por la manipulacion directa e inexpe-
riente del ofidio.

Agradecimientos: A la Dra. Ménica Cohn y Dr. Marcelo Radiccioni
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COMUNICACIONES BREVES

Perfil de alcaloides de la hoja de coca en el fluido oral de un mascador de
hoja de coca y un bebedor de té de coca. Estudio preliminar
Coca alkaloids profile in oral fluid from people chewing
coca leaves and drinking coca tea. Preliminary study
Rubio, Nélida Cristina'; Moreda-Pifieiro A.2; Bermejo-Barrera P2; Bermejo A.M.2

"Laboratorio de Toxicologia y Quimica Legal (LATOQUIL). Cipolletti, Rio Negro. Patagonia. Argentina. 2Departamento de Quimica
Analitica, Nutricion y Bromatologia, Facultad de Quimica, Universidad de Santiago de Compostela, Santiago de Compostela -Es-
pafa. %Instituto de Ciencias Forenses “Luis Concheiro” (INCIFOR), Departamento de Anatomia Patoldgica y Ciencias Forenses, Fa-
cultad de Medicina, Universidad de Santiago de Compostela. Rua de San Francisco, s/n.15782. Santiago de Compostela — Espafa.
*cristinarubio2@gmail.com

Recibido: 16 de marzo de 2019
Aceptado: 5 de junio de 2019

Resumen. Actualmente el fluido oral (FO) es aceptado como una matriz biologica alternativa para detectar drogas en toxicologia
clinica y forense. En paises como Argentina donde el uso de hojas de coca (mascar hojas de coca o beber té de coca) es legal
son necesarios procedimientos adecuados para logar una clara diferenciacion entre los individuos que usan las hojas de coca de
manera legal de aquéllos que usan cocaina en forma ilegal. Poca es la informacion que hay en la literatura sobre el perfil de los
alcaloides de la hoja de coca en FO de personas que mascan hojas de coca o toman té de coca y hasta el presente trabajo no se
hallaron datos sobre el perfil en FO de la higrina (HIG) y cuscohigrina (CUS). De este estudio preliminar participaron dos volunta-
rios. Los resultados mostraron que la CUS e HIG siguieron siendo positivas después que la cocaina (COC) y benzoilecgonina (BE)
cayeron por debajo de los valores cut- off propuestos por las guias internacionales para FO en casos de screening (15 a 20 ng/
mL) y de confirmacién (8 a 10 ng/mL) en el caso del mascador de coca. En el participante que tomo una taza de té de coca, en el
ultimo punto examinado (1 h) result6 ser positivo para la COC y BE y también para la CUS e HIG. El FO podria ser una muestra util
para confirmar el uso legal de la hoja de coca, aun cuando futuros estudios son necesarios para corroborar estos primeros datos.

Palabras clave: Fluido oral; Mascadores de coca; Té de coca; Cuscohigrina; Higrina

Abstract. Nowadays oral fluid (OF) is accepted as an alternative biological sample for detecting drugs in clinical and forensic toxi-
cology. In countries like Argentina, where the use of coca leaves (coca leaves chewing and coca tea drinking) is legal, adequate
procedures are required to allow a clear differentiation between people who use coca leaves (legal practice) and those who use
cocaine (illicit practice). There is scarce literature regarding coca leaf alkaloids profile in OF from people who chew coca leaves
and drink coca tea. Until now, coca leaf alkaloids profile of hygrine (HYG) and cuscohygrine (CUS) in OF were not described in
the literature. The current preliminary study was performed with two healthy volunteers. In this research CUS and HYG have been
found to be positive (detectable) even when cocaine (COC) and benzoylecgonine (BE) are dropped below the cut-off values pro-
posed by international guidelines for screening (15 to 20 ng/mL), and confirmation (8 to 10 ng/mL) in OF. In addition, CUS and
HYG were also found to be positive at the same time of the last detection of COC and BE after coca tea consumption. The OF
would be a useful sample to confirm the legal use of coca leaf, even when more researches are therefore needed.

Keywords: Oral fluid; Coca chewers; Coca tea; Cuscohygrine; Hygrine

Introduccién

En paises como la Argentina, Peru o Bolivia don-
de mascar hojas de coca o beber té de coca es
legal (Ley 23737/1989 (InfoLEG)), son necesarios
procedimientos que permitan diferenciar estas
practicas legales del uso ilegal del consumo de
cocaina. Se requiere, por lo tanto, en situaciones
judiciales o en casos de accidentes automouvilisti-
cos, como en situaciones de controles laborales o
de catastrofes donde los responsables presentan
un resultado positivo de cocaina y alegan un uso
legal de la hoja de coca (mascado o beber té de

coca), contar con herramientas analiticas que nos
permitan una clara diferenciacion de estas dos
situaciones.

Recientemente dos alcaloides de la hoja de coca:
higrina (HIG) y cuscohigrina (CUS), han sido pro-
puestos como marcadores del mascado de la hoja
de coca para propositos de screening/confirmacion
en muestras de pelo y orina, con algunas limitacio-
nes (Rubio y col. 2013; Rubio y col. 2014a; Rubio
y col. 2014b). La CUS e HIG poseen diferentes
propiedades quimicas (pKb, y Log Po/w) que la
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cocaina (COC) (Drager 2002) y, en consecuencia,
la HIG y CUS, no son extraidas o si lo son, son
extraidas en muy baja proporcion de las hojas de
coca durante el proceso de produccién clandestina
del clorhidrato de cocaina, razén por la cual no son
detectados en las muestras de secuestro y en las
muestras biolégicas de quienes han consumido
cocaina ilegalmente (Casale y Klein 1993; Rubio
y col. 2015; Rubio y col. 2017).

Escasas son las citas bibliograficas halladas sobre
el perfil metabdlico y farmacocinética de la COC y
de sus dos mayores metabolitos (benzoilecgonina
(BE) y metilecgonina (EME)) en fluido oral (FO) de
mascadores de hojas de coca o de bebedores de
té de coca (Coey col. 2018). No se han encontrado
datos referentes al comportamiento de la CUS e
HIG como asi tampoco de otros dos alcaloides
de la hoja de coca como la cinamoilcocaina (CIN)
y la tropococaina (TRO) en el FO.

Objetivos

Los obijetivos del presente trabajo fueron: 1) es-
tablecer el perfil de los alcaloides de la hoja de
coca en el FO de un voluntario que ha mascado
hojas de cocay de otro que bebio té de coca. Se
analizaron las concentraciones en FO de: COC
y de sus dos principales metabolitos BE y EME,
este ultimo también constituyente de la hoja de
coca, de CUS e HIG (propuestos como marca-
dores de mascado en orina y pelo) y de trCIN
y TRO. 2) Determinar si la CUS e HIG son aun
positivas a la concentracién de cut-off propues-
ta por las guias internacionales para la COC,
BE y EME en FO en casos de Driving Under the
Influence of Drug (DUID), control de drogas de
abuso en lugares laborales y otras situaciones
forenses. Las guias internacionales han pro-
puesto concentraciones para COC y BE de 15
a 20 ng/mL con propésito de screening, y 8 a
10 ng/mL para fines de confirmacion (SAMHSA
2015; EWDTS 2015; Logan y col. 2018).

Materiales y método

Testigos, reactivos y materiales

Los testigos COC, BE, EME, cocaina-d® (COC-d3),
y benzoilecgonina-d?® (BE-d®) en concentraciones
de 1000 pg/mLy 100 pg/mL fueron obtenidos de
Cerilliant (Round Rock, TX, USA), CUS (10 mg) fue
comprada en Toronto Research Chemicals Inc.
(North York, ON, Canada). TRO y trCIN (20 mg)
fue de NMI (West Lindfield, Australia). El testigo
HIG no pudo ser obtenido comercialmente, por lo
que la HIG fue identificada con base en sum/z (ion
precursor) — m/z (ion producto), las transiciones
fueron obtenidas empleando un extracto de hojas
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de coca y registrando el espectro de masa para
futuras comparaciones.

Reactivos: el agua ultrapura 18 MQcm se obtuvo
de un purificador de agua Millipore CO. (Bedford,
MA, USA). El acetonitrilo, metanol y 2-propanol
(LC-MS grade) se compraron a Riedel-de Haén
(Seelze, Germany). El acido formico (98%) fue
de Panreac (Barcelona, Espafa) y el formiato de
amonio (99%) fue de Fluka (Steinheim, Germany).
Insumos: los filtros para jeringa de acetato de
celulosa (0,20 pum) provinieron de Labbox La-
bware S.L. (Barcelona, Espana).

Instrumentacion

Las determinaciones se realizaron en un sistema
3200 Q TRAP LC/MS/MS (ABSciex, Concord,
Canada), equipado con una bomba cromatogra-
fica binaria Flexar FX-15 UHPLC (Perkin Elmer,
Waltham, MA, USA) y un automuestreador Flexar
UHPLC (Perkin Elmer). El software empleado para
el control del sistema y adquisicion de datos fue
Analyst 1.6 (ABSciex), el procesamiento de los
datos se realizd con el software MultiQuant 2.1
(ABSciex). La columna cromatografica usada fue
Infinity LabPoroshell 120 Hilic (2,7 pm, 2,10 x 100
mm) de Agilent Technologies (Santa Clara, CA,
USA). Un GECKO 2000 se empleo para el control
de la temperatura de la columna (30 a 80°C) de
Amchro GmbH (Hattersheim, Germany). La fuen-
te de iones con ionizacién por electrospray (ESI),
fue operada en modo ionizacion positiva, a una
temperatura de 400°C, 5000 V. La separacion de
los compuestos se realizé a 40°C y se empled un
gradiente con una fase movil A de formiato de
amonio 20 mM, pH 4,2 en agua ultrapura y una
fase movil B de acetonitrilo:metanol (4:1). El tiem-
po de corrida fue de 20 min.

En la Tabla 1 se detallan para cada compuesto el
ion precursor y los iones productos analizados,
el modo MRM: multi reaction monitoring, los
tiempos de retencion, los limites de deteccion
(LD) y los limites de cuantificacion (LC). Se ana-
lizaron al menos dos iones producto para cada
compuesto para garantizar la especificidad de
la medida y la presencia de un analito fue con-
firmada cuando todos los iones cualificadores
fueron identificados en cada corrida cromato-
grafica. La MRM transicion de mayor respuesta
fue empleada para la cuantificacion.

Los rangos de cuantificacién para COC, BE, tr-
CIN y TRO estuvieron entre 5-200 ng/mL; entre
10-200 ng/mL para EME y para CUS entre 50-
800 ng/mL. Detalles sobre la validacion del mé-
todo son descriptos en una publicacion previa
(Rubio y col. 2018) y en la Tabla 1.
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Tabla 1. MS/MS, tiempos de retencion, LC y LD de alcaloides de
la hoja de coca y metabolitos de la cocaina en FO.

lon lon
precursor  producto ISTD TR (min)
(amu) (amu)

290,1 168,2

LD LC
ng/mL ng/mL

Compuesto

BE 105,1 BE-d? 2,62 n/a 5
77

304,1 182,2

105,1

coc COoC-d? 2,67 n/a 5
82

77
200,1 182,2

82,1

_d3
EME 67,1 BE-d 4,21 5 10

41,1

330,2 77,1
182,1

_d3
trCIN 1031 BE-d 2,64 n/a 5

51,1

246,1 124,1
77,1

_d3
TRO 67.1 BE-d 3,75 n/a 5

51,1

225,1 84,1

CUS BE-d? 11,65 n/a 50
42,1

142,1 84,1
HIG® 3,53
42,1

293,1 171,2
BE-d? 2,62
77

307,1 185,1
coc-d? 2,81
85,1

Amu: atomic mass unit; ISTD: internal standard; TR: tiempo de retencion; LD: limite de deteccion; LC: limite de cuantificacion;
n/a: no aplica, dato no calculado; "HIG no disponible comercialmente, los datos se obtuvieron de un extracto de hojas de coca.
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Cuantificacion

La cuantificacién de la COC, BE, EME, CUS,
trCIN y TRO fue realizada empleando un méto-
do validado siguiendo las guias internacionales
(Rubio y col. 2018). Las muestras de FO fueron
colectadas por salivacién en un tubo de vidrio
(spitting) (Bosker y Huesties 2009). No se em-
plearon colectores de FO comerciales debido
a la falta de conocimientos sobre el compor-
tamiento de la HIG y CUS sobre este tipo de
dispositivos y no se encontraron datos en la bi-
bliografia sobre este punto.

Después de la coleccion, la muestra de FO fue
centrifugada a 10000 rpm a 4°C por 10 min. Se
tomaron 200 pL FO y fueron mezclados con 10
pL de una solucion de estandar interno de 500
ng/mL (COC-d®y BE-d®), se adicionaron 600 pL
de fase movil acetonitrilo: formiato de amonio
20 mM en agua, pH 4,2 (95:5) para precipitar
las proteinas, se agité por 2 min y se centrifu-
g6 (10000 rpm, 4°C, 10 min). EL sobrenadante
fue filtrado (0,2 pm) y evaporado a sequedad
bajo corriente de nitrégeno (a 40°C). El extracto
evaporado fue redisuelto en100 pL de fase mo-
vil y una alicuota de 20 pL fue inyectada en el
LC-MS/MS.

Participantes

Dos voluntarios sanos participaron en este es-
tudio, a quienes se les permitié desayunar pre-
vio a mascar hojas de coca o beber una taza de
té de coca. Los voluntarios realizaron su rutina
diaria mientras las muestras de FO fueron co-
lectadas. No se consumieron bebidas alcohdli-
cas durante el experimento. Ambos participan-
tes dieron su consentimiento por escrito.

El primer voluntario mascé 5 g de hoja de coca
junto con una sustancia alcalina (bicarbonato
de sodio) durante aproximadamente 1 hora.
Una muestra blanco de FO fue tomada antes
de iniciar el mascado (-1,5 h), se inicia el mas-
cado al tiempo -1,17 h, las hojas fueron removi-
das de la boca a tiempo 0y las muestras de FO
fueron tomadas alos 5y 30 miny 1,0- 2,0- 3,5-
4,5- 6,0- 7,5- 9,5- 13,5- 23,0 y 26,0 h (detalle
del procedimiento en la Tabla 2).

El segundo voluntario bebié una taza de té de
coca comercial (un saquito de té de 1 g de hojas
de coca picadas). Las muestras de FO fueron
tomadas a -1,5 h antes (muestra blanco), 5y 30
min, y 1,0- 2,0 y 3,0 h. después de la ingesta del
té (detalles del procedimiento en la Tabla 3).

En todos los casos las muestras de FO fue-
ron mantenidas a -20°C hasta el momento del
analisis.
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Resultados y discusion

Las concentraciones de los alcaloides de la
hoja de coca y metabolitos de la cocaina en FO
vs el tiempo después de mascar hojas de coca
y de beber el té de coca se muestran en las Ta-
blas2y 3yenlas Figuras 1y 2.

La alta concentracién hallada a los 5y 30 min.
(0,08 y 0,5 h) en el FO del voluntario que mascé
hojas de coca pudo deberse a la contamina-
ciéon del FO por éstas o a una absorcién local
que produciria un efecto depésito de las drogas
en la cavidad oral (Drummer 2006, Reichardt
2014).

En el FO del mascador de hojas de coca la re-
lacion BE/COC, EME/COC, y CUS/COC paso6
de menor de 1 a mayor de 11, sugiriendo que la
eliminacién de la COC en el FO fue mas rapida
que en el caso de la BE, de la EME (Scheidwei-
ler 2010) y de la CUS (Tabla 4). La relacion BE/
CUS y EME/CUS fue menor de 1 en todas las
mediciones mostrando que tanto la CUS, BE y
EME tienen una velocidad de eliminacion se-
mejante (Tabla 4).

EL alcaloide trCIN se detectdé hasta las 3,5 h,
mientras que la CUS, HIG, BE y EME se de-
tectaron hasta las 13,5 h y la COC fue cuan-
tificada hasta las 9,5 h (Tabla 2). La BE y EME
fueron encontradas en el FO luego del consu-
mo oral de capsulas con 100 y 200 mg de COC
(Coey col. 2018), pero ademas debe tenerse en
cuenta que la BE puede originarse por hidrdlisis
quimica de la COC por la accién de sustancias
alcalinas como el bicarbonato de sodio que es
empleado durante el coqueo y que la EME es
también un alcaloide que forma parte de la hoja
de coca. Los alcaloides de la hoja de coca son
absorbidos durante el mascado a través de la
mucosa oral (proceso que se ve favorecido por
el empleo de sustancias alcalinas) y por el trac-
to gastrointestinal pero no han sido estimados
aun el grado de absorcion de los alcaloides de
la hoja de coca en la cavidad oral como en el
tracto gastrointestinal.

EL analisis de las relaciones CUS/COC, BE/
COC y EME/COC en el segundo voluntario que
bebid una taza de té de coca muestra que éstas
se incrementan con el tiempo indicando al igual
que en el caso de mascador de coca la elimina-
cién de la COC es mas rapida que la de la CUS,
BE y EME (Tabla 4). Los alcaloides y metabo-
litos analizados son detectados/cuantificados
hasta 1 h después de beber té de coca, excep-
to la trCIN que fue detectada solamente hasta
0,5 h (Tabla 3). Estos resultados muestras que
beber solamente una taza de té de coca genera
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Tabla 2. Concentracion de los alcaloides de la hoja de coca y metabolitos
de la cocaina después de mascar 5 g de hoja de coca.

Tiempo CcocC CUs BE EME CIN HIG
(horas) (ng/mL)
Blanco -1,5 nd nd nd nd nd nd
Inicio de la colocacion
de las hojas de coca en
la boca -1,17 n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Tiempo de mascado de  Final de la colocacion
las hojas de coca de las hojas de coca en
la boca -1 n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Se remueven las hojas
de coca de la boca 0 n/a n/a n/a n/a n/a n/a

0,08 1768,5% 3151,1% 579,8%  1080,1 445,10  Positivo

0,5 974,14 3339,1W 324,50 962,80  396,9%  Positivo

1 152,5 336,4 59,6 89,8 18,7 Positivo
2 34,8 295,1 50,5 67,1 6,6 Positivo
3,5 41,0 322,8 75,2 223,1 10,8 Positivo
Muestras de FO 4,5 14,4 131,7 34,1 66,2 nd Positivo
6 16,0 115,4 22,8 26,4 nd Positivo
7,5 18,6 175,3 61,4 57,1 nd Positivo
9,5 11,4 125,6 44,5 33,8 nd Positivo
13,5 nd 52,5 7,6 <10 nd Positivo
23 nd nd nd nd nd nd
26 nd nd nd nd nd nd

nd: no detectable, n/a: no aplica, sobre el limite de cuantificacion

Tabla 3. Concentracion de los alcaloides de la hoja de coca y metabolitos
de la cocaina después de la ingesta de una taza de té de coca.

Tiempo CcocC CuUs BE EME trCIN TRO HIG
(horas) (ng/mL)
Muestra blanco -1,5 nd nd nd nd nd nd nd
Ingesta de té de -0,10 2 0,00 n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a
coca
0,25 170,0 59,0 17,1 <10 9,1 nd Positivo
0,50 67,8 43,70 10,0 <10 7,5 nd Positivo
Muestras de FO 1,00 19,1 39,70 15,3 <10 nd nd Positivo
2,00 nd nd nd nd nd nd nd
3,00 nd nd nd nd nd nd nd

nd: no detectable, n/a: no aplica, "bajo el limite de cuantificacion
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Tabla 4. Relacién CUS/COC, relaciones metabolitos/cocaina; relaciones metabolito/cuscohigrina;
relacion BE/EME en fluido oral de mascador de hojas de coca y de bebedor de té de coca.

1(-Ii1eoTapsc)) cus/coc BE/COC EME/COC BE/CUS EME/CUS BE/EME
Mascador
hoja de
coca
Blanco n/a n/a n/a n/a n/a n/a
0,1 1,78 0,33 0,61 0,18 0,34 0,54
0,5 3,43 0,39 0,99 0,10 0,29 0,34
1,0 2,21 0,39 0,59 0,18 0,27 0,66
2,0 8,48 1,83 1,93 0,17 0,23 0,75
3,5 7,87 1,83 5,44 0,23 0,69 0,34
4,5 9,14 1,43 4,60 0,26 0,50 0,52
6,0 7,21 1,43 1,65 0,20 0,23 0,86
7,5 9,42 3,90 3,07 0,35 0,33 1,08
9,5 11,02 3,90 2,96 0,35 0,27 1,32
13,5 n/a n/a n/a 0,14 <0,2 <0,7
23,0 n/a n/a n/a n/a n/a n/a
26,0 n/a n/a n/a n/a n/a n/a
Bebedor
de té de
coca
Blanco n/a n/a n/a n/a n/a n/a
0,25 0,35 0,10 <0,05 0,29 <0,2 >1,7
0,50 >0,6 0,15 <0,2 0,23 0,25 >1,0
1,00 >2,0 0,80 <0,5 0,39 <0,25 >1,8
2,00 n/a n/a n/a n/a n/a n/a

n/a: no aplica.
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Figura 1. Perfil de concentracion vs. tiempo de la
COC, alcaloides de la hoja de coca y metabolitos
en FO, después de mascar 5 g de hoja de coca
por 1 h. A dos escalas de concentracion.

concentraciones en FO de COC y BE por enci-
ma de los niveles de cut-off recomendados por
SAMHSA (Substance Abuse and Mental Health
Services Administration) (8 ng/mL) hasta al me-
nos 1 h luego de la ingesta. (SAMHSA 2015).
Reichardt 2014 report6 resultados similares en
su tesis: Validation of Oral Fluid as a Matrix for
Drug Detection.

Se hallé una buena correlacién entre los resul-
tados positivos de la HIG y la CUS en todas las
muestras de FO de ambos participantes (Tablas
2y 3). Por ultimo, la TRO uno de los alcaloides
menos abundante de la hoja de coca (Moore
1995), no fue detectada en ninguna muestra de
FO analizada.

Conclusién

Este estudio preliminar es uno de los primeros
que aportan datos de la cinética de los alcaloi-
des de la hoja de coca en FO luego del consu-
mo de hojas de coca a través del mascado de
hojas de coca o de la ingesta de té de coca.
Los resultados obtenidos podrian estar indican-
do que el FO seria una muestra util para ser em-
pleada en los laboratorios de toxicologia forense
para auxiliar a la Justicia como en los acciden-
tes producidos por manejar bajo la influencia de
drogas, en los controles laborales de drogas de

1,0 1.5 2,0 2,5 3,0

horas

Figura 2. Perfil de concentracién vs. tiempo
de la COC, alcaloides de la hoja de coca
y metabolitos en FO, después de beber

una taza de té de coca comercial.

abuso o en otras causas criminales. La CUS e
HIG son positivas en el FO del participante que
mascoé hojas de coca aun cuando la COC y BE
han disminuido su concentracién por debajo de
los valores cut-off propuestos por las guias in-
ternacionales con propésito de screening (15 a
20 ng/mL) y de confirmacion (8 a 10 ng/mL) (SA-
MHSA 2015; EWDTS 2015; Logan y col. 2018).
Similar consideracion es encontrada en el par-
ticipante que bebidé una taza de té de coca, en
el cual la CUS y la HIG siguen siendo positivas
hasta 1 h después de la ingesta y de la detec-
cion de la COC y BE. Por lo tanto, CUS e HIG
podrian ser en FO utiles marcadores para corro-
borar un consumo legal y reciente de hojas de
coca (mascado o ingesta de té de coca), aunque
no podemos excluir que conjuntamente hubiera
un consumo ilegal de cocaina. Esto es al menos
una prueba para corroborar en el ambito judicial
o laboral que la persona imputada dice la verdad
al alegar un consumo licito de hojas de coca.

Finalmente, y como ya se menciond en otras
secciones de este trabajo este es un estudio
preliminar porque esta referido a un solo volun-
tario en cada caso. Ademas, el escenario pue-
de ser diferente en consumidores de Argentina,
Peru y Bolivia quienes pueden consumir hojas
de coca en variadas frecuencias diarias, sema-
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nales o mensuales, pudiendo llegar a mascarse
5 a 10 g en una unica vez con y sin sustancias
alcalinas o en varias sesiones diarias u otras
alternativas de consumo. Algunos autores han
mostrado que repetidas administraciones ora-
les cambian la relaciéon de concentracion de la
COC y de sus mayores metabolitos (BE y EME)
(Coey col. 2018), en consecuencia, se requiere
seguir investigando sobre este tema.
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Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol.
Argent.) (ISSN 0327-9286) es el 6rgano oficial
de difusion cientifica de la Asociacién Toxico-
I6gica Argentina. Integra, desde el afio 2007, el
Nucleo Basico de Revistas Cientificas Argenti-
nas y se puede acceder a sus articulos a texto
completo a través de SciELO Argentina.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Se aceptara un maximo de 3 autores por
imagen.

En caso que la imagen no sea original, debe
acompanarse de la 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 realizara a través
del Portal de Publicaciones Cientificas y Téc-
nicas (PPCT) del Centro Argentino de Infor-
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macién Cientifica y Tecnologica (CAICYT). En
la pagina web del PPCT-CAICYT http://ppct.
caicyt.gov.ar/index.php/ata se encuentran las
instrucciones para los autores.

Gratuidad de las publicaciones

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

Derechos de autor

Acta Toxicologica Argentina es una publica-
cion de acceso abierto y posee una Licencia
Publica de Creative Commons (CC-BY-NC).
Los autores conservan los derechos de autor
y garantizan a la revista el derecho de ser la
primera 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 publicacién y garantizan a la revista el de-
recho de ser el primer sitio de publicacion del
trabajo. Los autores retienen el derecho pa-
ra publicar sus trabajos bajo las normas de
la licencia CC de tipo BY-NC, "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
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, nombres y apellidos completos de todos
los autores; lugar de trabajo (hombre de la ins-
titucién y direccion postal); de haber autores
con distintos lugares de trabajo se colocaran
superindices numéricos -no encerrados entre
paréntesis- junto a los nombres, de manera de
identificar a cada autor con su respectivo lugar
de trabajo; fax y/o correo electrénico del autor
responsable de la correspondencia (que se in-
dicara con un asterisco en posicién de superin-
dice ubicado junto al nombre).

En la segunda péagina se incluira el titulo en in-
glés y el resumen en el idioma del articulo y
en inglés, seguido cada uno de ellos de una
lista de 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 irdn 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-
cripcidn de los métodos, aparatos, reactivos y
procedimientos utilizados, con el detalle sufi-
ciente para permitir la reproduccion de los ex-
perimentos.

Consideraciones éticas. En todos los estu-
dios clinicos se debera especificar el nombre
del Comité de Etica e Investigacién que apro-
bé el estudio y que se contd con el consenti-
miento escrito de los pacientes. En todos los
estudios con organismos no humanos, se de-
beran especificar los lineamientos éticos con
respecto al manejo de los mismos durante la
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
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dejara para la seccion Discusién la interpreta-
cion mas extensa.

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

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

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

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

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

Mas de un autor
Si un documento tiene dos autores, incluya
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ambos apellidos separados por "y". Para tra-
bajos con tres o mas autores, incluya solo el
nombre del primer autor, seguido de “et al.”:

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

Muiltiples obras de diferentes autores.

Si cita varias fuentes a la vez, enumérelas en
orden cronoldgico, 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; Gri-
mes 1975; Anderson et al. 1992).

Muiltiples obras del mismo autor publicadas
en el mismo afo.

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
mismos identificadores en la lista de referencia:

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

Dubois J. 1976a. Deteccién 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
documento, siempre es mejor consultar y lue-
go citar la fuente original. Sin embargo, si no
puede localizar y verificar el documento fuen-
te original, debe citar la fuente secundaria y al
mismo tiempo 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. Cambrid-
ge (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,
o alguna otra reconocida abreviatura:

... (FAO 2006).

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

Problema

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-
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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

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
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Sitio web

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

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

Documento en linea

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

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

Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol. Ar-
gent.) (ISSN 0327-9286) is the official publica-
tion for scientific promotion of the Asociacion
Toxicoldgica Argentina. It is a member of the
Nucleo Basico de Revistas Cientificas Argen-
tinas (Basic Core of Argentinean Scientific Jour-
nals) since 2007. Full articles can be accessed
through SciELO Argentina electronic library.
The goal of Acta Toxicolégica Argentina is to
publish articles concerning all areas of Toxicol-
ogy, including original articles, case reports,
short communications, revisions, populariza-
tion of science articles, technical notes, images,
thesis summaries, letters to the editor and rel-
evant news.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Please use labels and arrows to identify points
of interest on the image. In clinical cases re-
move any identifying patient information.
Maximum word guidance: abstract 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 the Portal de Publicaciones Cientificas
y Técnicas (PPCT) of the Centro Argentino de
Informacion Cientifica y Tecnolégica (CAICYT).
Instructions for authors will be found at the Ac-
ta-PPCT-CAICYT web page http://ppct.caicyt.
gov.ar/index.php/ata

Free publishing costs

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

Copyright

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

Publishing rights

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

General guidelines in the preparation of
manuscripts for original articles

Articles must be written using a word proces-
sor (Microsoft Word 2003 or higher) with dou-
ble-spacing throughout (including abstract,
references and tables), and a minimum letter
size of Arial 12. Manuscripts must contain
page numbers on each page from the first
page. The use of bold and italic letters must
be limited to the bare minimum necessary.
First page should contain the article title, full
name and affiliations of all authors, workplace
(name of institution and postal address; if it dif-
fers between authors, numerical superscripts,
not in parentheses, next to each author should
be used to identify it); fax and/or e-mail ad-
dress of the corresponding author (signaled by
a subscript asterisk next to the name).
Second page must include an English title and
the abstract, both in the language of submis-
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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
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photographs in glossy paper with the authors’
name and figure number written in pencil in the
back. For the electronic submission, photo-
graphs should be in high resolution JPEG or GIF
formats. Both figures and photographs must
be clearly legible. The minimum size for figures
is half-letter paper size (21 x 15 cm) at 300 dpi.
Magnification must be indicated whether by a
scale bar or the magnification number.

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

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

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

All hematological and biochemical parameters
should follow the metric system, according to
the International System of Units (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.
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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.

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
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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).
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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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Organizations as authors

If the author of a document is an organization,
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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
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Books and other monographs
Author(s) or Editor(s)
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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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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:
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Pagination
If using only part of a published work (ie. a
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Book
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Publication: Publisher.
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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.
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Chapter or article in an edited book
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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-
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Thesis or dissertation
Author(s). Year. Title [content designator]. [Place
of Publication]: Publisher (often a university).
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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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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
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Author(s). Year. Article title. Journal name [me-
dium designator]. [date updated; date cited];
Volume(lssue): Pages (if available). Available
from: URL or DOI
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Article in an electronic dictionary or ency-
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