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Notas editoriales 

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

Acta Toxicológica Argentina es el órgano oficial de difusión científica de la Asociación Toxicológica Argentina 
(ATA), entidad multidisciplinaria sin fines de lucro, que nuclea a los profesionales que están vinculados directa 
o indirectamente al estudio, desarrollo, investigación, aplicación y divulgación de la toxicología. Y que tiene 
dentro de sus objetivos la publicación de trabajos relacionados con los muy variados campos de la toxicología.

Es por ello, que en este número, por decisión de la Comisión Directiva de ATA y el Comité Editorial de Acta 
Toxicológica Argentina, cumpliendo con el mandato de mantener vinculaciones con otras asociaciones y enti-
dades científicas del país y del extranjero, se decidió incluir en el número 30(3) una selección de los trabajos 
premiados que fueran presentados en el I Congreso Virtual Iberoamericano de Salud Ambiental, realizado en 
noviembre de 2021 y organizado en forma conjunta por la Sociedad Iberoamericana de Salud Ambiental (SIB-
SA), la Sociedad Española de Sanidad Ambiental (SESA), la Sociedade Portuguesa de Saúde Ambiental (SPSA) 
y el Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia do Rio Grande do Norte (IFRN) de Brasil; todas institu-
ciones afines y vinculadas con las actividades que ATA lleva adelante, y que con su actividad buscan difundir 
la adquisición, utilización y progreso del conocimiento toxicológico y el perfeccionamiento de la enseñanza 
de las distintas áreas de la Toxicología. Es por ello, que Acta Toxicológica Argentina dedica este número a la 
publicación de los trabajos que abordan diferentes temas relacionados con la toxicología ambiental.

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

Este número de Acta Toxicológica Argentina será dedicado a temas de toxicología ambiental, y para ello reali-
zamos una selección entre los trabajos premiados que fueran presentados como comunicaciones libres en el 
I Congreso Virtual Iberoamericano de Salud Ambiental, realizado en noviembre de 2021, organizado en forma 
conjunta por la Sociedad Iberoamericana de Salud Ambiental (SIBSA), la Sociedad Española de Sanidad Am-
biental (SESA), la Sociedade Portuguesa de Saúde Ambiental (SPSA) y el Instituto Federal de Educação, Ciência 
e Tecnologia do Rio Grande do Norte (IFRN) de Brasil.

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

Agradecemos a Acta Toxicológica Argentina por ser una de las revistas que oficia como órgano oficial de di-
fusión de SIBSA.

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

Se recorrieron temas de Biomonitoreo ambiental, Cambio climático y salud, Contaminación atmosférica, Con-
taminación natural (HACRE, radiactividad), Disruptores endocrinos, Enfermedades desatendidas y control de 
vectores, Enseñanza y profesionalización en salud ambiental, Epidemiología ambiental, Farmacontaminación, 
Género y salud ambiental, Gobernanza en salud ambiental, Innovación en salud ambiental, Inspecciones en 
Salud Ambiental, Manejo de residuos, Microbiología ambiental, Nuevas amenazas en salud ambiental, Pro-
ductos tecnológicos en salud ambiental, Psicología ambiental comunitaria, Salud ambiental infantil, Salud 
ambiental y COVID, Seguridad química y Sitios contaminados.
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La participación de referentes de Centros Colaboradores de la Oficina Sanitaria Panamericana y de la Orga-
nización Mundial de la Salud redundaron como principal beneficio en la revisión de los temas a la luz de las 
estrategias que se desarrollan globalmente en la materia.

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

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

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

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

Visitanos en www.saludambiental.org donde encontrarás cómo seguirnos en las redes y en https://www.you-
tube.com/c/SibsaSaludAmbiental/playlists.
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ArTíCulOS OrigiNAleS

Aplicación de modelos metabolómicos para la identificación de ePOC en 
poblaciones expuestas a humo de leña en una comunidad indígena de México.

Application of metabolomic models for the identification of COPD in populations 
exposed to wood smoke in an indigenous community in Mexico.

Balderas Segura, Berenice1; Flores Ramírez, Rogelio2; Díaz de León-Martínez, Lorena2; 

Galván Romero, Vanessa S2; Rodríguez Aguilar, Maribel*3

1Universidad Autónoma de San Luis Potosí, México. 2Centro de Investigación Aplicada en Ambiente y Salud, UASLP. 3División de 

Ciencias de la Salud, UQROO. *Teléfono: (52-983) 835 03 00 ext 529; Dirección: Avenida Erick Paolo S/N Magisterial, CP 77039, 

México.

*maribel.rodriguez@uqroo.edu.mx

 
Recibido: 27/04/2022

Aceptado:  15/06/2022

Editores: Susana García y Laura Lanari

resumen. Propósito: Para la evaluación metabólica de la fisiopatología pulmonar se utiliza principalmente el aliento exhala-

do, el cual ha tomado una gran relevancia como método de diagnóstico no invasivo, de bajo costo, rápido y seguro. El obje-

tivo del presente estudio fue aplicar modelos metabolómicos para la identificación de la Enfermedad Pulmonar Obstructiva 

Crónica (EPOC) en población vulnerable expuesta a la quema de biomasa en una comunidad indígena de México. Métodos: 

El estudio se conformó por 142 participantes, 44 pacientes con EPOC asociado a la quema de biomasa, 60 controles y 38 

población indígena expuesta a la quema de biomasa (PIE). Las muestras de aliento exhalado se analizaron mediante una nariz 

electrónica (HERACLES II, Alpha MOS). Con los datos obtenidos se realizó un Análisis Canónico de Coordenadas principales 

(CAP), que fue utilizado para la predicción de EPOC de la PIE y se determinó la concentración de 1-hidroxipireno (1-OHP) en 

muestras de orina. Resultados: Se logró identificar un total 59 COVs en las muestras de aliento exhalado de los grupos de 

estudio, los cuales se utilizaron para establecer un modelo de discriminación entre la huella química del grupo de pacientes 

con EPOC y el grupo control. El modelo CAP indicó una separación entre las huellas químicas de los pacientes con EPOC y 

sujetos sanos, con una correcta predicción de 91,34%, con una sensibilidad y especificidad de 93,2 y 96,7% respectivamen-

te. Se encontraron 10 participantes de la PIE con patrón obstructivo y una alta concentración de 1-OHP, determinando que 

existe una concentración del 1,31 ± 0,67μg/mol de creatinina. Esta concentración se encuentra más de 5 veces arriba de los 

valores de referencia establecidos en el 2001, que es de 0,24 μg/mol de creatinina. Al comparar los resultados de la huella 

química de la PIE se posicionó en el grupo de EPOC. Conclusión: Se logró obtener un diagnóstico oportuno en población 

vulnerable mediante el uso de la metabolómica y se demostró la exposición y los efectos pulmonares en población indígena 

de San Luis Potosí. 

Palabras clave: EPOC; Metabolómica; Biomasa.

Abstract. Purpose: to evaluate metabolic disorders of the pathophysiology of the lung, the exhaled breath is mainly used, this 

has become highly relevant as a non-invasive, low-cost, fast and safe diagnostic method. The objective of this study is to apply 

metabolomic models for the identification of Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) in a vulnerable population exposed 

to biomass burning in an indigenous community in Mexico. Methods: The study consisted of 142 participants, 44 patients with 

COPD associated with biomass burning, 60 controls and 38 indigenous population exposed to biomass burning (PIE). Exhaled 

breath samples were analyzed using an electronic nose (HERACLES II, Alpha MOS). With the data obtained, a Canonical Analy-

sis of Principal Coordinates (CAP) was performed, which was used for the prediction of COPD of IEP and the concentration of 

1-hydroxypyrene (1-OHP) in urine samples was determined. Results: A total of 59 VOCs were identified in the exhaled breath 

samples of the study groups, which were used to establish a discrimination model between the chemical fingerprint of the COPD 

patient group and the control group. The CAP model indicated a separation between the chemical fingerprints of COPD patients 

and healthy subjects, with a correct prediction of 91,34%, with a sensitivity and specificity of 93,2 and 96,7%, respectively. 10 

IEP participants with an obstructive pattern and a high concentration of 1-OHP were found, determining that there is a concen-

tration of 1,31 ± 0,67μg/mol of creatinine. This concentration is more than 5 times above the reference values   established in 
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introducción 
La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica 
(EPOC) se constituye por la disminución del ca-
libre de la pared bronquial (bronquitis crónica), y 
la destrucción alveolar (enfisema pulmonar) con 
agrandamiento de los espacios aéreos, dificultan-
do la respiración. A pesar de ser una enfermedad 
prevenible y tratable, actualmente se encuentra 
dentro de las primeras cuatro causas de morbi-
lidad y mortalidad a nivel mundial (Martínez Luna 
et al. 2020; McDonald y Khor 2013).
Dentro de los principales factores de riesgo cau-
santes de la EPOC, el más frecuente es el taba-
quismo. No obstante, la exposición prolongada 
a ciertos polvos en el trabajo, químicos y aire 
contaminado en ambientes cerrados y abiertos 
puede contribuir a la enfermedad (Alhamdow et 
al. 2021). En este sentido en países en vías de 
desarrollo, la exposición al humo de leña es tam-
bién causa de dichos padecimientos siendo el 
tiempo de exposición un factor determinante en 
la severidad de la enfermedad (GIFCOL 2018; 
Acuña et al. 2012; Kaldman et al. 2003).
El humo de leña o biomasa se compone de mo-
nóxido de carbono, óxido nítrico y sulfúrico, ben-
ceno, aldehídos, y partículas de materia respirables 
PM10 y PM2.5 (WHO 2005; Zhang y Smith 2003) 
, estas partículas se pueden inhalar fácilmente y 
atravesar la barrera pulmonar entrando al sistema 
sanguíneo causando efectos dañinos en otros 
órganos (Juneman 2007). Estudios de la Organiza-
ción Mundial de las Salud indican que las mujeres 
con exposición intensa al humo doméstico son 
tres veces más vulnerables de padecer EPOC y 
dos veces más a padecer cáncer pulmonar que 
aquellas que utilizan combustibles más limpios. 
En este sentido, el impacto a nivel mundial por 
la quema de leña en el interior de las viviendas 
está relacionado con 1.6 millones de muertes. 
Asimismo, existen más de 28 millones de hoga-
res distribuidos en la república mexicana, que 
utilizan leña para la cocción de los alimentos y 
satisfacer sus necesidades energéticas básicas 
(Callejón-Leblic et al. 2019), lo que indica la mag-
nitud de la población expuesta y la necesidad de 
contar con técnicas de detección temprana de 
enfermedades pulmonares. 

Al respecto, la prueba para el diagnóstico de la 
EPOC es la espirometría, indicando la limitación 
al flujo aéreo (obstrucción) que persiste después 
de la administración de un broncodilatador. Esta 
prueba debe realizarse por equipo y personal es-
pecializado, aumentando los costos, por lo que la 
EPOC permanece subdiagnosticada, no sólo en los 
estadios tempranos, sino también en los tardíos.
La búsqueda de biomarcadores para un diagnós-
tico temprano de la inflamación crónica de las vías 
respiratorias en la EPOC presenta perfiles celulares 
y moleculares distintos a los encontrados en una 
persona sana. La metabolómica puede permitir la 
evaluación de perfiles moleculares globales para 
ser utilizados como biomarcadores, lo que resulta 
en una huella química específica de la enfermedad 
(GIFCOL 2018; McDonald y Khor 2013).
Para evaluar desordenes metabólicos de la fi-
siopatología del pulmón se ha utilizado princi-
palmente el aliento exhalado Rodríguez-Aguilar 
et al. (2019). Este ha tomado una gran relevancia 
como método de diagnóstico no invasivo, de bajo 
costo, rápido y seguro. Como el estudio realizado 
por Rodríguez et al. en 2020, donde analizaron el 
aliento exhalado de 116 pacientes con EPOC (88 
asociado a tabaquismo y 28 a quema de biomasa) 
y 178 sujetos clínicamente sanos, por medio de la 
nariz electrónic Cyranose 320, logrando encontrar 
una huella química que separa los pacientes con 
EPOC de los sujetos sanos, indicando que existen 
diferentes Compuestos Orgánicos Volátiles (CO-
Vs) presentes en el aliento exhalado que pueden 
contribuir como biomarcadores en la detección 
de la enfermedad. Asimismo, demostraron que 
la separación de la huella química está asociada 
a la enfermedad y no a la causalidad (Rodríguez-
Aguilar et al. 2020).
Por lo tanto, el objetivo de la investigación es apli-
car modelos metabolómicos para la identificación 
de la EPOC en población vulnerable expuesta a 
la quema de biomasa determinado por la con-
centración del metabolito de 1-hidroxipireno en 
una comunidad indígena de México. 

Materiales y Métodos 
Selección de participantes para el estudio. Se 
realizó un muestreo de aliento exhalado a 142 

2001, which is 0,24 μg/mol of creatinine. When comparing the results of the chemical fingerprint of the PIE, it was positioned in 

the COPD group. Conclusion: It was possible to obtain an opportune diagnosis in a vulnerable population using metabolomics 

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

Key words: COPD; Metabolomics; Biomass.
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participantes: 44 pacientes con EPOC asociado 
a la quema de biomasa, 60 controles y 38 parti-
cipantes de la población indígena expuesta a la 
quema de biomasa (PIE). 

Aprobación del estudio. El estudio contó con la 
aprobación del comité de bioética e investigación 
del Hospital Central “Ignacio Morones Prieto”, 
con número 23-16.

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

Prueba de función pulmonar. Se realizó una 
prueba de espirometría a todos los participantes 
antes y después de la administración de 200 μg de 
salbutamol, siguiendo las pautas de los estándares 
American ATS/ERS (American Thoracic Society/ 
European Respiratory Society) (Alhamdow et al. 
2021). Los valores normales predichos fueron los 
establecidos para la población mexicoamericana 
a partir del estudio NHANES III (Lareau 2019). La 
respuesta significativa al broncodilatador se de-
finió como un aumento del Volumen Espiratorio 
Forzado al primer segundo (FEV1) en la prueba 
post broncodilatador igual o superior a 200ml 
(12%). Se determinaron los valores de FEV1 y Ca-
pacidad Vital Forzada (FVC) y su relación después 
de la prueba broncodilatadora. La gravedad de 
la limitación del flujo de aire (patrón obstructivo) 
se calificó de acuerdo con las categorías GOLD 
(Koo et al. 2014). 

Obtención de muestras. Las muestras de aliento 
exhalado se tomaron en bolsas Tedlar de 1L pre-
viamente purgadas con nitrógeno, por duplicado 
en los tres grupos de estudio, bajo criterios estan-
darizados (ayuno de 8 horas, realizando enjuague 
bucal con agua y sin toma de medicamentos). 
Al grupo PIE se les pidió muestra de orina para 
la determinación de 1-hidroxipireno indicando la 
exposición a Hidrocarburos Aromáticos Policícli-
cos (HAPs). Todas las muestras se transportaron 
a 4°C y se almacenaron a -40ºC hasta su análisis.

Análisis metabolómico del aliento exhalado
Se utilizó un cromatógrafo de gases ultrarrápido con 

detector de nariz electrónica modelo HERACLES II 
(Alpha MOS) el cual cuenta con dos columnas de 
diferentes polaridades, dos detectores de ioniza-
ción por flama (MXT-5-FID1 y MXT-1701-FID2) y 
una trampa de pre-concentración para aumentar 
la sensibilidad de la respuesta de los metabolitos. 
La caracterización de los compuestos químicos 
se basó en los índices de Kovats. De cada bolsa 
se tomó una muestra de 40 mL de aliento en un 
vial herméticamente sellado, posteriormente se 
incubó durante 900s a una temperatura de 40°C 
con una agitación de 500 rpm, y se inyectó por la 
técnica de espacio de cabeza en el cromatógrafo 
de gases con detector de nariz electrónica. 

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

Análisis estadístico
Se realizaron análisis multivariados (Análisis ca-
nónico de las coordenadas principales-CAP) para 
encontrar los ejes a través de la nube de datos 
euclidianos que da una mayor separación entre 
grupos predefinidos (EPOC vs Control). Se realiza-
ron curvas ROC para determinar la especificidad 
y sensibilidad diagnóstica. Además, se utilizó el 
CAP como método de tamizaje para determinar 
de la PIE aquellas huellas químicas que se pare-
cen a la de los pacientes con EPOC. 

resultados
El estudio se conformó por 142 participantes, de 
los cuales 44 presentan EPOC asociado a la quema 
de biomasa (Edad: 68,41 ± 6.88 años; FEV1=54,6 
± 13,45; FEV1/FCV=58,10 ± 9,82) de los cuales 
56,81% eran mujeres y 43,18% hombres con una 
exposición de 229,5 ± 68,53 horas/leña, 60 suje-
tos sin afecciones pulmonares que conforman el 
grupo control (Edad= 6 años, FEV1= 89,35 ± 9,73, 
FEV1/FCV=84,12 ± 4,90) de los cuales 66,7% 
eran mujeres y 33,3% hombres y 38 pertenecen al 
grupo de Población Indígena Expuesta a la quema 
de biomasa (PIE) (Edad= 52.5 ± 7.18 años; FEV1= 
82,93 ± 16,7; FEV1/FCV= 78 ± 5,27) de los cuales 
71,1% eran mujeres y 28,9% hombres.
Se identificaron un total 59 compuestos orgáni-
cos volátiles (COVs) en las muestras de aliento 
exhalado de los grupos de estudio, los cuales se 
utilizaron para establecer un modelo de discrimi-
nación entre la huella química del grupo de pa-
cientes con EPOC y el grupo control. Al respecto, 
nuestros resultados concuerdan con Rodríguez 
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et al. (2019, 2020) y Dragonieri et. al. (2009), ya 
que el CAP logró la separación del grupo de pa-
cientes con EPOC de los sujetos sanos con una 

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

Figura 1. Análisis Canónico de Coordenadas Principales 
de pacientes con EPOC vs Sanos.

Figura 2. Gráficos de evaluación de la sensibilidad y especificidad obtenida en el modelo realizado con 
muestras de aliento exhalado. a) Curva ROC con un intervalo de confianza del 95%. b) Box-plot de la 

distribución de las muestras en el eje CAP1 de pacientes con EPOC y CONTROL, indicando con una línea 
de color rojo el punto de corte donde se obtiene la mejor relación entre la sensibilidad y especificidad.

r2=0,80 indicando la asociación del eje CAP1 con 
los COVs, con un 91,34% de una correcta clasi-
ficación (Figura 1). 

un área bajo la curva de 0,89 a través de la curva 
ROC. Asimismo, se obtuvo un box-plot donde se 
observa el comportamiento de las huellas quími-
cas de cada paciente, así como el punto de corte 
obtenido en la curva ROC (Figura 2).
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Los metabolitos encontrados en los PIE permi-
tieron identificar mediante la huella química la 
predicción de 17 participantes con alto riesgo de 
padecer EPOC en base al modelo CAP obtenido 

Figura 3. CAP de pacientes con EPOC vs Sanos con Predicción de 
población indígena expuesta (PIE) a la quema de biomasa.

de EPOC (Figura 3). Asimismo, se determinó el 
nivel de exposición a HAPs por medio de la de-
terminación de 1-hidroxipiereno de cada parti-
cipante del PIE y la función pulmonar por medio 
del espirómetro (Tabla1). 

Tabla 1. Determinaciones de la exposición y función pulmonar de la PIE.

     Determinación        PIE (Población Indígena Expuesta)                Referencia

1-OHP 1,31 ± 0,67μg/mol de creatinina   0,24 μg/mol de creatinina* 

FEV1 (%) 81,6 ± 17,3 > 80**

FEV1/FVC 0,78  ± 0,05 > 0,7**          

(*Jongeneelen 2001; ** Guía GOLD 2020)

Discusión 
En el presente estudio se demostró la utilidad 
de la nariz electrónica para identificar la huella 
química del aliento exhalado de pacientes con 
EPOC y sujetos sanos. La principal aportación de 
nuestro estudio se basa en el uso de un modelo 
de predicción de EPOC, utilizado en población 
vulnerable expuesta a la quema de biomasa. 
Las evaluaciones más estudiadas de las huellas 
químicas en el aliento exhalado se han realizado 
en pacientes con enfermedades respiratorias 

principalmente cáncer de pulmón y EPOC. En 
este sentido, un estudio de Poli et al.(2005) mos-
tró una discriminación entre las huellas químicas 
de pacientes con cáncer de pulmón del 72,2% 
(n=36) y del 82,7% para pacientes con EPOC 
(n=25) con una sensibilidad y especificidad del 
72 y 93,6% respectivamente, mediante croma-
tografía de gases acoplada a espectrometría 
de masas (Poli et al. 2005). Asimismo Jareño et 
al. en el 2016, observaron que no existían dife-
rencias estadísticamente significativas entre el 



Acta Toxicol. Argent. (2022) 30 (3): 135-142

- 140 -

gurpo de pacientes con EPOC y el grupo control, 
además de que no encontraron relación entre la 
detección de COVs con la edad y el género, lo 
que concuerda con nuestros resultados. 
En un estudio de Chen et al. (2013), analizaron 
los COVs presentes en el aliento exhalado de 
18 pacientes con EPOC y 10 controles de  la 
misma edad y características biométricas, el 
estudio  de  los patrones de  COVs permitió 
reconocer correctamente a todos los pacientes 
con EPOC y a 8 de 10 de  los controles, lo que 
representaba una sensibilidad del 100% y una 
especificidad del 92% en el diagnóstico de  la 
enfermedad, en comparación con nuestro estudio 
se conformó por 142 participantes, de los cuales 
44 presentaban EPOC asociado a la quema de 
biomasa,60 sujetos sin afecciones pulmonares 
que conforman el grupo control, el modelo CAP 
indicó una separación entre las huellas químicas 
de un mayor número de pacientes con EPOC y 
sujetos sanos, obteniendo una correcta predicción 
de 91,34%, con una sensibilidad y especificidad 
de 93,2 y 96,7% respectivamente. Asimismo, se 
logró establecer un modelo de discriminación 
entre la huella química del grupo de pacientes 
con EPOC y el grupo control. 
Donaire et al. (2005), estudiaron 12 pacientes 
con agudizaciones de la EPOC (AEPOC), 18 pa-
cientes con EPOC estable y 10 controles con 
función pulmonar normal, los resultados del es-
tudio de los patrones de COVs permitió reco-
nocer correctamente 11 de 12 de los pacientes 
con AEPOC (91%), 18 de los 18 pacientes con 
EPOC (100%) y 8 de 10 de los controles (80%). 
En los casos donde no se pudo reconocer nin-
gún patrón de COVs (8%), el sujeto era fumador 
activo, en nuestros resultados pudimos obser-
var que los metabolitos encontrados en la PIE 
(38 participantes que pertenecían al grupo de 
Población Indígena Expuesta a la quema de bio-
masa) permitieron identificar mediante la huella 
química la predicción de 17 participantes con 
alto riesgo de padecer EPOC, asimismo, la eva-
luación pulmonar mediante espirometría indicó 
que 10 de los participantes tenían un nivel de 
obstrucción leve y moderado, mientras que 4 
de los 17 participantes con huella metabólica 
característica de un paciente con EPOC tenía 
un bajo FEV1 y FVC sin aun ser obstructivo. Los 
últimos 3 participantes no fue concluyente su 
espirometría. Estos datos se obtuvieron en varias 
sesiones de la prueba espirométrica, ya que la 
prueba fue compleja para poder tener resultados 
valorables además de la diferencia de lenguaje 
que no lograron realizar las maniobras de una 

manera eficiente.
En cuanto a la exposición de las poblaciones 
indígena a los HAPs se evaluó la concentración 
del metabolito de 1-hidroxipireno (1-OHP), deter-
minando que existe una concentración del 1,31 ± 
0,67 μg/mol de creatinina. Esta concentración se 
encuentra más de 5 veces arriba de los valores 
de referencia establecidos en el 2001, que es de 
0,24 μg/mol de creatinina. No obstante, no se 
encontró una correlación significativa entre los 
valores espirométricos (FEV1, FEV1/FVC) y la con-
centración de 1-OHP determinadas, por lo que 
indica que este metabolito no está asociado a la 
EPOC. Sin embargo, se sugiere identificar otros 
metabolitos de los HAPs como el fenantreno que 
se ha sugerido que tiene esta asociación inversa 
con el daño pulmonar (Zelikoff et al. 2002).

Conclusión
Se demostró la exposición y efecto por neumo-
tóxicos en población indígena de San Luis Po-
tosí. Se logró obtener un diagnóstico oportuno 
en población vulnerable mediante el uso de la 
metabolómica, además se estableció una huella 
química de los pacientes con EPOC y sujetos 
sanos. Demostrando así, que los COVs encon-
trados en el aliento exhalado están relaciona-
dos con el estrés oxidativo que producen estas 
enfermedades, incluyendo aquellos que se pro-
ducen para contrarrestar el efecto, así como, el 
incremento de ciertas enzimas específicas de la 
enfermedad. Sin embargo, se consideró que se 
necesita incrementar el número de participan-
tes para obtener una huella metabolómica más 
compleja y de mayor certidumbre, finalmente se 
considera que ésta huella metabolómica puede 
ser utilizada como monitoreo de la enfermedad 
en sujetos en riesgo (fumadores, población ex-
puesta a neumotóxicos, entre otros). 
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Abstract. Interior air pollution is a public health concern, it affects about 2.6 billion people around the world who still cook 

using solid fuels such as wood, crop wastes, among others. This exposition increases the risk of the development of non-

communicable diseases (NCDs). The indigenous population is very susceptible to being exposed to mixtures of pollutants from 

the wood smoke such as Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) due to traditional methods of cooking, heating and waste 

burning. Therefore, the objective of this work was to evaluate the exposure to PAHs through the application of 10 hydroxylated 

metabolites (OH-PAHs) in the urine of the indigenous population from the Huasteca Potosina, this by gas chromatography 

coupled to mass spectrometry and to assess renal health of the population at the time of the study, with a general test of urine 

and through the uremic toxin Indoxyl Sulfate (IS), this by high-performance liquid chromatography, and the and pulmonary health 

with spirometry. The results indicate the presence OH-PAHs in 89.47% of the urine samples, the most frequent metabolites were 

1-OH-PYRENE, 2-OH-NAPTHALENE. IS was present in 100% of the samples in mean concentrations of 193.4 ± 91.85 µg/L. For 

pulmonary health, the results indicate some subjects have regular and irregular respiratory patterns. These results indicate that 

the population is highly exposed to a mixture of pollutants in the air that might damage the lungs and kidneys and increase the 

risk of NCDs development. 

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

resumen. La contaminación del aire interior es un problema de salud pública, ya que afecta a unos 2.600 millones de per-

sonas en todo el mundo que siguen cocinando con combustibles sólidos como la madera, los residuos de las cosechas, 

etc. Esta exposición aumenta el factor de riesgo de desarrollo de enfermedades crónicas. La población indígena es muy 

susceptible a estar expuesta a mezclas de contaminantes del humo de leña como los Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos 

(HAPs) debido a los métodos tradicionales de cocción. El objetivo de este trabajo fue evaluar la exposición a HAPs por medio 

de 10 metabolitos hidroxilados en orina de la población indígena de la Huasteca Potosina, mediante cromatografía de gases 

acoplada a espectrometría de masas; por otro lado, la salud renal y pulmonar fueron evaluadas con una prueba general de 

orina y la toxina urémica Indoxil sulfato, esta fue evaluada por medio cromatografía líquida de alto rendimiento, y la función 

pulmonar con una espirometría. Los resultados indican la presencia de metabolitos hidroxilados en el 89,47% de las muestras 

de orina, los más frecuentes fueron el 1-OH-PIRENO, el 1, 2-OH-NAFTALENO. El Indoxil sulfato se presentó en el 100% de 

las muestras y la media era de 193,4 ± 91,85 µg/L. En cuanto a la salud pulmonar, los resultados indican que algunos sujetos 

presentan patrones respiratorios regulares e irregulares. Estos resultados indican que la población se encuentra expuesta de 

manera crónica a una mezcla de contaminantes en el aire que podría producir el desarrollo de daño en los pulmones y los 

riñones y aumentar el riesgo al desarrollo de enfermedades crónicas. 

Palabras clave: Contaminación del Aire Interior; Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos; Salud Respiratoria; Salud Renal; 

Población Indígena.
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introduction
The air pollution is one of the major issues for 
the Climate Change due to pollutants such as 
Carbon (CO), Methane (CH4), water vapor (H2O), 
among others, that have the potential to increase 
the global Temperature (Pan-American Health Or-
ganization PAHO) 2016; United Nations Frame-
work Convention on Climate Change (UNFCCC) 
2018). Nevertheless, this is not the only problem, 
the different components in the air such as Par-
ticulate Matter 10 and 2.5 (PM 10, PM 2.5), have 
the potential to generate adverse effects on the 
health of humans and other organisms. The World 
Health Organization (WHO) estimates nine out of 
ten people breathe polluted air (Singh et al. 2018; 
WHO 2018). The result is that each year between 
6.5 and 7 million people around the world die due 
to air pollution exterior and indoor air pollution, 
this is estimated to increase by 20% in coming 
years (Singh et al. 2018; Flores-Ramirez et al. 
2021b). Chronic exposure to pollutants in the air 
increases the risk of the development of non-
communicable diseases (NCDs) such as Chronic 
Obstructive Pulmonary Disease (COPD), lung can-
cer, and cardiovascular diseases. Now is reported 
a relationship between exposure to environmental 
pollutants in the air with the development and 
increased incidence of various diseases such as 
renal, lungs and cardiovascular diseases (Flores-
Ramirez et al. 2021b), and different clinical and 
epidemiological studies have demonstrated that 
the acute and chronic exposure to air pollution 
can increase the mortality of cardiovascular and 
respiratory diseases (Fiordelisi et al. 2017). The 
24% of diseases around the world and 23% of 
mortality global is a consequence of environmental 
factors such as air, water or food pollution; this 
is proof of the role that the environment plays in 
people's health. (WHO, 2006; Prüss-Üstün et al. 
2016; Alamo-Hernández et al. 2019). For example, 
many deaths concerning COPD appear in low and 
middle-income countries, and the principal risk 
factors are smoking, occupational environments, 
ozone, passive smoking and household air pol-
lution from solid fuels (Rodríguez-Aguilar et al., 
2020). Nonetheless, not everyone is in the same 
conditions, there are populations more susceptible 
to the effects of pollution environments, socio and 
economic conditions, one of these populations 
are the indigenous people. Only in the region of 
Latin America and the Caribbean is estimated 
the indigenous population was around 42 million 
people in 2015 (Berumen-Rodríguez et al. 2021; 
Flores-Ramirez 2021a). Those populations are 
often vulnerable to different environmental, social 

and economic situations that affect their health; 
for example, these communities are frequently 
ubicated in places away from cities, which results 
in fewer opportunities, the education levels are 
less in comparation with cities, this cause that 
many youngers have to work as soon as they 
finish high school or even before, most of these 
jobs are precarious and many times these com-
munities have social margination. On the other 
hand, their environments are often polluted by 
mycotoxigenic fungi, pathogens, heavy metals 
in soil or water, or pollutants due to traditional 
methods of cooking that can cause adverse health 
effects; furthermore, in these communities access 
to health centers is limited, and even in the best 
cases, they only receive basic cares. The mixture 
of these factors cause a risk for the health, devel-
opment and for their life quality (Suleyman et al. 
2018;  Díaz de León-Martínez et al. 2020a; Díaz 
de León-Martínez et al. 2020b; Flores-Ramirez 
et al. 2021a). 
One of the main issues related to NCDs as men-
tioned before is exposure to polluted air. Cooking 
by using solid fuels like wood is reported to cause 
chronic exposure to PM 10 and PM 2.5, carbon 
monoxide, nitrogen and sulfur oxides, but also 
organic pollutants such as benzene, phenols, form-
aldehyde, and polycyclic aromatic hydrocarbons 
(PAHs) (Pruneda-Álvarez et al. 2012; Cincinelli y 
Matellini 2017; Flores-Ramirez et al. 2021b). The 
latter, are multiple aromatic rings bounded, those 
containing up to four rings are called “light” and 
four or more rings are called “heavy” which are 
more stable and toxic than light ones (Chen et al. 
2019; Díaz de León-Martínez et al. 2021a). PAHs are 
bound in different structural configurations. They 
can be transferred long distances in Particulate 
Matter are considered global pollutants because 
they have the potential to produce carcinogenic 
and teratogenic effects (Sarigiannis et al. 2015;  
Alegbeleye et al. 2017; Chen et al. 2019). They are 
liberated into the environment from natural and 
anthropogenic sources such as traffic, domestic 
heating, oil refining, industrial processes, incomplete 
combustion of solid fuels (Kim et al. 2013;  Tavera 
et al. 2018; Ciao et al. 2020; Ferhat et al. 2020). 
PAHs present different pathways of exposure, 
inhalation of smoke, ingestion of contaminated 
food, and dermical absorption (Agency for Toxic 
Substances and Diseases Registry (ATSDR)  2016; 
Díaz de León-Martínez et al. 2021b). Due to their 
toxic effects and their persistence in the environ-
ment PAHs have been classified by the US EPA 
and European Commission as priority pollutants. 
Even though, there are around 100 mixtures of 
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PAHs these agencies have prioritized 16 of them, 
which are reported to cause mutagenicity, carci-
nogenicity and teratogenicity effects (Drwal et al. 
2018; Zhu et al. 2019). Because PAHs are highly 
lipophilic, they have the potential to cross the cel-
lular membrane easily and accumulate in fat or 
other tissue. They are metabolized by cytochrome 
p450 enzymes and epoxide hydrolase, after, these 
reactions cause epoxides, dihydrodiol phenols and 
quinones which are conjugated with glucuronide 
and sulfate, furthermore, these products will be 
eliminated by urine. However, on the other hand, 
they can produce a toxic effect due to PAHs me-
tabolites making covalent attachment with the DNA 
that result in mutagenesis and therefore, cancer 
(Cao et al. 2019; Rodríguez-Aguilar et al. 2019). 
There are known effects of exposure to PAHs in 
the lungs, cardiovascular diseases, neurotoxicity, 
however, recent research has associated a signifi-
cant burden of renal damage associated with the 
exposure to these pollutants (Pérez-Maldonado 
et al. 2018; Ciao et al. 2020; Flores-Ramirez et 
al. 2021b). The International Agency for Research 
on Cancer (IARC 2010) listed one of them, the 
Benzo (a) pyrene in group 1, as a carcinogen to 
humans. The biomonitoring of these pollutants 
is frequently carried out in working environments 
due to occupational exposure, nevertheless, the 
indigenous populations are also susceptible to suf-
fering from the exposure to these pollutants and 
hence their toxicity. For indigenous people, the 
main exposure route is through smoke inhalation 
for wood burning to cook garbage burning and the 
consumption of polluted foods (Flores-Ramirez et 
al. 2021b). Only in Mexico, about 27 million people 
depend on biomass burning especially wood to 
cook and heat their homes, using traditional open 
fires which causes chronic exposure; moreover, 
most of these people are concentrated in rural 
indigenous communities (Riojas-Rodríguez et al. 
2011). For the biomonitoring of PAHs, the quan-
tification of hydroxylated metabolites is usually 
applied, 1-OH-Pyrene (1-OH-PYR) excreted in 
urine is frequently used as the best biological indi-
cator of exposure to PAHs, nevertheless, the use 
of more excreted products has gained relevance 
in recent years, because using more metabolites 
permits a better estimation of exposure. 
Indoxyl sulfate (IS) is a small molecule (213 g/mol). 
It is a uremic toxin that is bound to at least 90% 
of plasma proteins (Leong and Sirich 2016; Tan 
et al. 2017). There are clinical studies that sup-
port that IS could contribute to the diagnosis of 
Chronic Kidney Disease (CKD), in this disease, 
there are uremic products, which tend to accumu-

late in the blood due to loss of kidneys function to 
correctly eliminate these toxins. For this reason, 
uremic toxins like IS are proposed as biomarkers 
of kidney damage (Barreto et al. 2009; Villaseñor 
and  Martínez y Martínez 2013). Several authors 
reported in different clinical studies, that IS may 
contribute to abnormalities in cardiovascular dis-
eases, this uremic toxin is capable to stimulate 
oxidative stress and also multiple NADPH oxidase 
signalling pathways; for this reason, IS could help 
in the diagnostics of renal damage and even a 
relation with cardiovascular diseases (Gao and 
Liu, 2017; Szu-Chun et al. 2017; Tan et al. 2017; 
Xiong and  Leong 2019). CKD still affects many 
people around the world, in México, only in 2019 
this disease caused 72, 539 deaths (8.43% of 
the total deaths that year in Mexico) one of the 
leading causes of mortality due to NCDs in the 
country according to data of the Global Burden 
Disease (IHME 2019). 
For pulmonary assessment, spirometry is a tech-
nique that by using a spirometer predicts how is 
the respiratory capacity of a person. This test gives 
different values after a person is tested, these 
values can be interpreted, so in this form to know 
if the patient has normal or abnormal respiratory 
health, so, the spirometry helps to estimate the 
risk of lung cancer, COPD, cognitive impairment, 
cardiovascular or other causes of obstruction in 
the respiratory tract (Coates et al. 2013; García-
Río et al. 2013). 
It is important to propose new strategies to as-
sess the diagnosis and monitoring of renal and 
pulmonary disease, which must be accurate and 
easily implemented in remote locations such as 
rural communities, where access to health ser-
vices is limited and environmental pollution is high, 
therefore, the main objective of this work was the 
evaluation of exposure to polycyclic aromatic hy-
drocarbons through 10 hydroxylated metabolites 
of PAHs (1-hydroxynaphtalene (1-OH-NAP) and 2 
hydroxynaphtalene (2-OH-NAP); 2-, 3-, and 9- hy-
droxyfluorene (2-OH-FLU, 3-OH-FLU, 9-OH-FLU); 
1-, 2-, 3-, and 4-, hydroxyphenanthrene (1-OH-
PHE, 2-OH-PHE, 3-OH-PHE, 4-OH-PHE) and 1-hy-
droxypyrene (1-OH-PYR), also, the evaluation of the 
renal health through the biomarker Indoxyl Sulfate 
and the respiratory health through spirometry. 

Material and methods 
2.1 Population and study design. 
This study was conducted in the community of 
Tocoy, located in San Antonio, at the Huasteca 
Potosina, San Luis Potosí, México (21° 38’ 19” N 
and 98° 52’ 15” W). The average climate is warm 
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and humid, with an annual temperature of around 
24°C. There are 1061 habitants approximately of 
indigenous Tenek origin; this community has been 
described with high levels of marginalization (Díaz 
de León-Martínez et al. 2020a)
A transversal study was conducted in November 
2019, the ethical protocol was approved by the 
ethics committee of the Faculty of Medicine of 
the Autonomous University of San Luis Potosi 
(CEI-2018-002). An open invitation was extend-
ed to the population with the following inclusion 
criteria: i) older than 30 years old; ii) residence of 
over 3 years at the site (community); iii) signatures 
of informed consent; iv) No kidneys disease at 
the time of the study; v) No recent urinary infec-
tions; vi) No medication before sample collection. 
Meanwhile, the exclusion criteria were: i) insuf-
ficient sample and ii) Not having signed the in-
formed consent form. The participants received 
and answered a questionnaire about topics such 
as socio-demographic characteristics, general 
health, family history of chronic diseases and di-
etary habits, to identify risk habits of exposure and 
other risks habits or situations that might apply 
in the exposition of PAHs (e.g. smokers at home, 
use of firewood and hours per year in front of this, 
burning garbage, among others). 

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

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

2.3 Determination of indoxyl Sulfate (iS) 
in plasma. 
The determination of IS was performed with slight 
modifications to the methodology described by 
Barreto et al. (2009) and Xiong and Kwang (2019). 
The plasma samples were stored at -80°C until 
their subsequent analysis; briefly, the samples 
were thawed for approximately 15-20 min. 100 µL 
of the sample were then taken and deposited in 
2.5 mL, then 150 µL of distilled water were added 
and 900 µL of ice-cold acetonitrile were added to 
extract the IS; after that, the samples were shaken 
vigorously for 30 seconds and then centrifuged 
at 10,000 rpm for 5 min at a temperature of 5°C. 
From the supernatant, a 2 mL aliquot was ex-
tracted and finally, the samples were filtered for 
further processing in the liquid chromatography. 
The parameters evaluated for the validation of 
the method were: Correlation coefficient (0.99); 
the slope was of (0.079); the limit of detection 
was 0.01 ppm and the limit of quantification was 
0.05 ppm respectively. For reproducibility, it was 
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obtained from 5.1 to 17.9 with repeatability from 
0.36 to 25.6, with which it was possible to obtain 
a confidence interval of 95%.
 
2.4. lung function test
For the pulmonary function assessment, spirometry 
was performed before and after administration of 
200 mg of salbutamol, following the guidelines of 
the ATS/ERS standards. A spirometer (EasyOne®  
plus) was used. Spirometry was performed by 
a professional certified by the National Institute 
for Occupational Safety and Health (NIOSH) who 
complied with ATS/ERS standards. The predicted 
normal values were those of the Mexican-American 
population of the NHANES III study and the predic-
tions of the equations described by Perez-Padilla 
in the platinum project (Latin American Project 
for the Investigation of Pulmonary Obstruction) 
were also used. Measurements included were: 
Forced expiratory volume in one second (FEV1); 
Forced Vital Capacity (FVC); and the ratio of the 
two volumes (FEV1/FVC). The alterations in these 
spirometric parameters indicate restrictive and 
obstructive patterns according to the Global Initia-
tive for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) 
2019, the results were classified as normal breath-
ing patterns, mild restriction, moderate restriction 
and severe restriction. 

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

3.2 evaluation of hydroxylated metabolites in 
urine samples 
The data of the results were analyzed by descrip-
tive statistics using the "GraphPad Prism" pro-
gram. The retention times (TR) obtained for each 
of the OH-PAHs were TR ± 0.2 min. The TR= 7.6 
min for 1-OH-NAP; TR=7.9 for 2-OH-NAP; TR= 
12.3 min for 9-OH-FLU; TR=12.5 min for 3-OH-
FLU; TR=12.9 min for 2-OH-FLU; TR=14.8 min 
for 4-OH-PHE; TR= 16. 5 for 3-OH-PHE; TR= 
16.7min for 1-OH-PHE; 17.6 min for 2-OH-PHE; 
and TR= 23.2 min for 1-OH-PYR and 13C6 1-OH-
PYR (Díaz de León-Martínez et al. 2021a).
A descriptive statistical analysis was performed 
where all the hydroxylated metabolites of each 
sample were summed for better analysis. The 
mean concentration of Total Hydroxylated Me-
tabolites (∑-OH-HAPs) in urine was 6.44 ± 9.79 
µmol/ mol of creatinine. Hydroxylated metabolites 
were found in 89.47% of the samples analyzed. 
Of the PAHs analyzed in the study population, the 
most frequently found hydroxylated metabolite 
was 1-OH-PYR which was present in 84.21% of 
the samples, followed by 1-OH-NAP and 2-OH-
NAP which were present in 68.42% and 63.15% 
of the samples, respectively. Regarding the other 
metabolites, 4-OH-PHE was found in 31.57% of 
the samples, 3-OH-FLU was present in only 2 
samples, while 3-OH-PHE and 1-OH-PHE were 
found in only one sample each; 2-OH FLU,2-OH-

Table 1. Population Characteristics.

Parameters Mean ± Standard Deviation 

Subjects N= 19

Gender 

    Women 16

    Men  3

Age (years)  52 ± 7.

Anthropometric measurements 

Weight (Kg)  60.81 ± 10.34

Height (m) 1.49 ± 0.053

IMC (Kg/ m²) 27.03 ± 3.694

   Normal weight  21.05%

   Overweight 63.15%

   Obesity 15.79%

Risk Activities 

   % Cooking with solid fuels  100%

   % Garbage burning 100%

   % Active smokers  0%

   % Passive smokers 0%
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PHE was not detected in any of the samples ana-
lyzed. The references values were taken from the 
guideline of Jongeneelen, 2001 which has three 
levels, nevertheless, these references values are 
just for the excretion for 1-OH-PYR in urine. Table 
2 “Results of PAHs in the population” shows the 
metabolites detected in the samples collected, as 
well as the percentages and levels obtained. The 
first reference value is the excretion or 1-OH-PYR 
for 0.24 µmol/ mol of creatinine for non-smokers 
and 0.74 µmol/ mol of creatinine for smokers; in 
the second level, with excretion of 1.4 µmol/ mol of 
creatinine, in this level genotoxic effects starts to 

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

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

Metabolite

1 OH-NAP

2-OH-NAP

9-OH-FLU

3-OH-FLU

2-OH-FLU

4-OH-PHE

3-OH-PHE

1-OH-PHE

2-OH-PHE

1-OH-PYR

∑-OH-HAPs

# of samples 

in which the 

metabolite was 

detected

13

12

1

2

ND

6

1

1

ND

16

17

% of samples 

with the 

metabolite 

analyzed

68.42%

63.15

5.26%

10.52%

ND

31.57%

5.26%

5.26%

ND

84.21%

89.47%

Mean metabolite 

in total population 

(µmol/mol 

creatinine)

2.52

2.16

0.22

0.08

ND

0.20

0.03

0.02

ND

0.33

6.44

Minimium

Value

0.81

0.80

2.46

0.67

ND

0.29

0.63

0.46

ND

0.031

0.29

Minimium

Value

7.56

5.38

2.46

0.92

ND

0.91

0.63

0.46

ND

1.11

7.56

ND= Non Detectable

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

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

4. Discussion
The results of this study indicated the study popu-
lation is highly exposed to a mixture of different 
PAHs because 89.47% of the population presented 
detectable levels of one or more hydroxylated me-
tabolites. The metabolite that was in more percent-
age of the population was 1-OH-PYR 84.21%, then 
1-OH-NAP 68.42%; 2-OH-NAP 63.15%; 4-OH-
PHE 31.57%; 3-OH-FLU 10.52%; 9-OH-FLU; 3, 
1-OH-PHE 5.26%; on the other hand, 2-OH-FLU 
and 2-OH-PHE were not detectable to be pres-
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ent in any of the samples. However, the means 
were different as 1-OH-NAP obtained a mean in 
the total population of 2.52 µmol/mol creatinine, 
2-OH-NAP with a mean of 2.16 µmol/mol creatinine; 
1-OH-PYR 0.33 µmol/mol creatinine; 4-OH-PHE 
0.20 µmol/mol creatinine; 9-OH-FLU µmol/mol 
creatinine; 3-OH-FLU 0.08 µmol/mol creatinine; 
3-OH-PHE 0.03 µmol/mol creatinine and 1-OH-
PHE 0.02 µmol/mol creatinine. The results were 
compared with the reference levels proposed by 
(Jongeneelen 2001). The mean 1-OH-PYR of 0.33 
µmol/mol creatinine and the maximum value of 
1.11 µmol/mol creatinine exceed Jongeneelen's 
first reference level of 0.24 µmol/mol creatinine; 
however, they did not exceed the second level of 
1.4 µmol/mol creatinine which is when biological 
effects are observed. However, the presence of 
different hydroxylated metabolites depends on 
the presence of PAHs in the smoke to which the 
person is exposed (Díaz de León-Martínez et al. 
2021b). The results show that the population is 
not only exposed to this pollutant because the 
samples also presented detectable levels of 1-OH-
NAP with a mean of 2.52 µmol/mol of creatinine; 
2-OH-NAP with a mean of 2.16 µmol/mol of cre-
atinine; 9- and 3-OH-FLU with means of 0.12 and 
0.08 µmol/mol of creatinine respectively; 4-, 3-, 
1-OH-PHE with means of 0.20, 0.03 and 0.02 
µmol/mol of creatinine respectively, so the use 
of a battery of hydroxylated metabolites allows a 
better estimation of exposure to more pollutants 
since if only 1-OH-PYR were used as a marker 
of exposure, the other metabolites would not be 
taken into account, which as the results show. The 
presence of these metabolites is demonstrated by 
the results and allows a better estimation of the 
pollutants that in these communities are mainly 
due to the burning of solid fuels such as wood 
and therefore can cause various adverse health 
effects, since different epidemiological studies 
have shown that exposure to PAHs can increase 
the risk of developing cardiovascular diseases, 
diabetes, inflammation in the respiratory tract and 
decreased pulmonary function and respiratory 
parameters (Perez-Padilla et al. 2010; Rodríguez-
Aguilar et al. 2019). Two of them, which were pres-
ent in a high percentage in the population studied, 
were 1- and 2-OH-NAP, which are metabolites of 
naphthalene, this compound is also found in ex-
posure to solid fuels such as wood combustion. 
In 2000, the IARC and the US EPA re-classified 
this compound as having the capacity to produce 
cancer in humans (Preus et al. 2003). In this con-
text, the NIOSH proposes an exposure limit of 
10 ppm for no more than 8 hours because of the 

effects that this compound generates problems 
in acute exposures such as headaches, loss of 
appetite and nausea. However, exposure to this 
compound has also been reported to cause corneal 
damage, optic neuritis and even kidney damage, 
while ingestion of large amounts of naphthalene 
can cause severe hemolytic anemia. While the 
target organs affected are the eyes, skin, blood, 
liver, kidneys and central nervous system. On 
the other hand, the lethal dose reported in hu-
mans is 50 mg/kg so the main protective mea-
sures are focused on protecting these tissues to 
avoid inhalation or ingestion of these compounds 
in some type of personal protective equipment 
in the working population (NIOSH 2011; NIOSH 
2019) However, this happens in controlled and 
well-regulated occupational environments. In the 
context of the Tocoy community, or as in precari-
ous jobs, the population does not have the nec-
essary protective measures, so exposure to this 
compound is unavoidable in these environments, 
which can cause adverse health effects. In addi-
tion, the actual exposure is not known because 
indoor air quality monitoring has not been car-
ried out. Experimental studies in animal models 
have reported that exposure to this compound 
increases the incidence of cancer-related mainly 
to the respiratory tract. For this reason, the IARC 
has classified this compound as possibly carci-
nogenic to humans (Group 2B) (Yost et al. 2021). 
It is necessary to implement reference levels, as 
well as to better understand the consequences of 
chronic exposure to naphthalenes, and thus bet-
ter estimate the actual exposure risk to which this 
population is exposed to provide a more complete 
picture of the health status of indigenous peoples 
and their quality of life. In a study conducted by 
Riojas-Rodríguez et al. (2011) where the authors 
also found that in the 10 hydroxylated metabolites 
that were evaluated in this study, such concen-
trations decreased when implementing the use 
of Patsari stoves, which by design, decrease the 
exposure of these pollutants, so the implemen-
tation of strategies such as these, can reduce 
exposure to PAHs and other pollutants in the air, 
contributing to the improvement of health and 
quality of life of these populations. 
Respect the IS, toxin this accumulates throughout 
the progression of CKD, it may indicate disease 
progression. Unfortunately, there are still no ref-
erence values for this biomarker, so the results 
of this work are compared with other studies in 
clinical settings. A study by Wang et al. (2019) 
where IS levels were evaluated in different groups 
to investigate their relationship with mortality in the 
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first 90 days of an acute kidney infection, revealed 
that biomarker levels were higher in patients with 
CKD (3070  ± 301µg/L) than those with hospital-
acquired infections (2704 ± 750 µg/L); however, 
these levels in persons with infections were also 
higher than in healthy persons (1730 ± 110 µg/L), 
which can be interpreted that, at higher IS con-
centrations, renal damage could be greater. In this 
study, the mean IS in the population was found 
to be 193.4 ± 91.85 µg/L which does not exceed 
the values of healthy subjects reported in these 
studies. In another study conducted by Cheng-
Jui et al. (2011) where they measured the levels 
of Indoxyl Sulfate and cresyl sulfate in patients 
with different stages of CKD, the authors found 
that these two uremic toxins increased gradually 
as renal function declined; among the IS values 
reported were, Stage 3: 3200 ± 3000 µg/L; Stage 
4: 5400 ± 3600 µg/L; Stage 5: 19,900 ± 10,500 
µg/L; Stage 5 with patients on hemodialysis: 42500 
± 15600 µg/L. As can be observed, toxin values 
increased as the disease progressed, as did cresyl 
sulfate. This is of concern as the accumulation of 
various uremic toxins can lead to adverse effects 
such as mortality from cardiovascular causes and 
infection events. Since the concentrations in this 
study are much lower than those compared in the 
two studies, it could be mentioned that the renal 
damage in this population is not yet as great as in 
those studies compared, however, since there are 
no reference values, it is not possible to indicate 
with certainty that the study population do not 
present or will present some type of renal damage 
in the future. No correlation was found between 
IS levels and PAH exposure, however, it does not 
imply that kidney damage is absent or that the 
compounds are not related to it. The presence of 
this uremic toxin means that there is renal dam-
age, which worsens as time goes by because 
its elimination decreases, causing an increase in 
the risk of suffering some cardiovascular disease, 
which ends up worsening the state of health of 
people and increasing the probability of mortality 
more than 50% of deaths in those patients treat-
ed with hemodialysis are due to cardiovascular 
diseases, while the prevalence of cardiovascular 
complications is approximately 80% in patients on 
hemodialysis. As it can be seen, there is a close 
relationship between these two systems, which 
could be due to the accumulation of toxins in the 
body such as IS that cause some complications in 
the cardiovascular system (Gao and Liu 2017). It 
has been reported that exposure to these pollut-
ants may be related to renal damage, an example 
is a study conducted by Flores-Ramirez et al. 

(2021b) also in Tocoy, which revealed a correlation 
between the hydroxylated metabolites 1-OH-NAP, 
2-OH-NAP, 9-OH-NAP, 9-OH-FLU and 4-OH-PHE 
with 4 biomarkers of early kidney damage that 
were evaluated in the study, which provides an 
overview of the damage that the inhabitants of 
the Tocoy area may be suffering. It is important 
to mention that it is not enough to evaluate only 
one PAH at the site, because as mentioned above, 
there is exposure to different compounds, so it is 
necessary to perform a broader and more varied 
analysis that consider a wider range of pollutants. 
Regarding respiratory health, of the men in the 
study, 3 obtained non-assessable spirometry. Of 
the women, 6 presented non-assessable spirom-
etry and 5 presented normal respiratory patterns, 
which means that they did not present any type 
of respiratory difficulty at the time of the study, 
2 with low restrictions; 2 with middle restrictions 
and 0 with severe restriction, and 1 below of the 
limit. On the other hand, it does not mean that at 
some point in the future they will develop some 
type of respiratory difficulty due to exposure to 
wood smoke. Four female participants presented 
mild or moderate restrictive patterns, this can be 
caused by several situations, an important one 
could be the continuous exposure to PAHs pres-
ent in wood smoke at the time of cooking and 
in the future the continuous exposure to these 
pollutants can aggravate the scenario, causing 
severe restrictions or even developing respira-
tory diseases. An important fact to mention is 
that 100% of this population cooks their food 
and have a heating system that is based on the 
combustion of solids such as firewood.
Among the limitations reported for the analysis 
of the study data, due to the nature of the pilot 
study (reduced n), it was not possible to establish 
a correlation between biomarkers of exposure to 
PAHs, spirometry results and the presence of IS, it 
is recognized that a greater number of participants 
is needed to establish direct causality. Neverthe-
less, this study corroborates the application of 
various biomarkers for the accurate assessment 
of PAH exposure and biomarkers of effect such 
as IS, which can describe renal damage, as well 
as respiratory assessment. 
The scenario of the population of Tocoy is difficult, 
on one hand, people are exposed to different types 
of threats ranging from physical pollutants from 
biomass smoke such as PM 10 and 2.5, and soot, 
which, along with these, come to some chemi-
cal pollutants such as PAHs and other air pollut-
ants present in indoor air, some pesticides from 
the use of these in agriculture, as well as some 
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mycotoxins. These have different sources such 
as food contaminated by these mycotoxigenic 
fungi, without taking into account other possible 
pathogenic agents that can be harbored in food, 
air, water and soil, which end up causing chronic 
exposure through the three existing routes of ex-
posure such as inhalation of particles and atmo-
spheric pollutants, consumption of contaminated 
food, water that is often unhealthy and could be 
contaminated by microorganisms capable of caus-
ing diarrheal infections, inhalation and ingestion 
of dust particles that can bring with them differ-
ent threats. Indigenous communities face various 
problems, from scarcity of resources to polluted 
environments, which undermine the development 
of these peoples, forcing them to migrate in search 
of better opportunities, language barriers, as well 
as poor access to the internet and education. 
Although there are health centers that have free 
diagnostic services, these are mainly located in 
urban centers, far from remote communities such 
as Tocoy, which means that people must pay for 
transportation, food and lodging expenses that 
many cannot afford, causing people to consciously 
or unconsciously ignore the risks to which they 
are exposed, normalizing situations that are af-
fecting their health and quality of life.

5. Conclusion 
The results of this study have shown that exists 
a chronic exposure to PAHs, among other pol-
lutants present in the air due to traditional meth-
ods of cooking. Since the population of Tocoy 
is constantly exposed to indoor air pollution, it 
is necessary to monitor air quality to know the 
exact concentration to which these residents are 
exposed. Regarding IS levels, there are no ref-
erence values for this biomarker in this type of 
population, more studies are needed to establish 
cut off points and use it as a more practical, ac-
cessible and accurate method for the evaluation 
of renal damage and its progression. Besides, for 
the evaluation of respiratory function, further stud-
ies are needed, since the toxic potential of biofuel 
smoke is known to cause exposure to different 
pollutants such as PAHs and PM 10 and 2.5, which 
are known to affect mainly the respiratory tract. It 
is necessary to address these issues since the life 
quality of the population is being affected, which 
could cause probable illnesses in the future, or 
aggravate some that are already present in the 
population. There is a risk that people's health 
could be affected due to constant exposure. The 
community of Tocoy is abandoned, far from cities 
that have health centers, and the socio-economic 

situation of the inhabitants is not the best either, 
as they are highly marginalized and have precari-
ous socioeconomic conditions, in addition to the 
accumulated risks caused by mixtures of con-
taminants such as metals, aflatoxins, pesticides, 
pesticides and other pollutants, aflatoxins, pesti-
cides or persistent organic compounds, pandemics 
such as COVID-19 and the prevalence of different 
non-communicable diseases that tend to affect 
the health of the ecosystem and the inhabitants 
(Díaz de León-Martínez et al. 2021a). Therefore, 
it is necessary to propose new monitoring strate-
gies that help in the early detection of diseases, 
as well as environmental health diagnostics and 
studies aimed at environmental problems such 
as air monitoring, water quality studies, among 
others. The present work serves as a pilot study 
to support the next studies to be carried out in this 
community or in communities that have similar 
conditions to those of Tocoy, which use traditional 
cooking and heating methods. The present study 
has background information on the evaluation of 
respiratory and renal health as well as exposure 
to different PAHs and provides a general overview 
of the situation faced by the community that may 
be affecting its development. This will allow us 
to know broadly what the challenges are, and 
subsequently propose comprehensive interven-
tions that will benefit the environment and also 
the health of people, as well as propose programs 
and policies in these areas that contribute to ac-
cess to a healthy environment and decent health, 
thus ensuring access to these human rights and 
contributing to achieving sustainable develop-
ment goals, thus improving the quality of life of 
the community with a sustainable approach and 
a healthy environment.
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resumo. Os contaminantes emergentes (CE), são substâncias químicas (fármacos, produtos de higiene pessoal, drogas ilícitas 

entre outros) que estão presentes no ambiente como consequência da atividade antrópica e a falta de adequação dos processos 

convencionais de tratamento de água e esgoto que não logram removê-los eficientemente. Na atualidade o uso disseminado e 

desmedido de fármacos no tratamento da pandemia de COVID 19 tem aumentado a preocupação dos impactos decorrentes da 

contaminação por fármacos em ambientes aquáticos, consequência da liberação no ambiente de grandes quantidades destes 

compostos. Assim, estudos de ecotoxicidade aquática são fundamentais para avaliar o efeito de substâncias químicas tóxicas 

nas análises de impactos ambientais, sobretudo quando utilizado organismos representativos da biota aquática local, garantindo 

assim, maior confiabilidade e representatividade dos resultados obtidos. Diante disto, o objetivo deste trabalho foi validar a utili-

dade do Dendrocephalus brasiliensis (Branchoneta) espécie autóctone do nordeste brasileiro como organismo teste para estudos 

de ecotoxicidade de fármacos utilizados no tratamento da COVID 19. Testes ecotoxicológicos utilizando D. brasiliensis foram rea-

lizados utilizando soluções dos fármacos paracetamol, hidroxicloroquina, ivermectina e ibuprofeno, em concentrações de 0,0025 

até 600,0 mg/L seguindo os protocolos descritos pela Associação Brasileira para Normas Técnicas (ABNT) para toxicidade 

aguda, protocolo padronizado para a realização do ensaio ecotoxicológicos utilizando como organismo teste a Daphnia magna, 

o qual foi empregada como referência para comparar o padrão de resposta. Com os resultados obtidos foi realizado o cálculo da 

CL50-48h considerando como desfecho a morte dos organismos, ivermectina (< 0,0025 - < 0,0025), hidroxicloroquina (3,70 - 14,09), 

ibuprofeno (12,25 - 107,52), paracetamol (8,53 - 9,61), resultados CL50-48h mg/l D. magna e D. brasiliensis respectivamente. Os 

resultados obtidos mostraram um padrão diferenciado dependente da espécie e do fármaco analisado observando-se uma me-

nor sensibilidade frente a exposição da D. brasiliensis em comparação a D. magna demonstrando a valia da D. brasiliensis como 

organismo teste. Pesquisas futuras dirigidas a analisar as potenciais interações destes fármacos em concentrações ambientais 

reais são necessárias para completar a validação e ter uma aproximação dos eventos acometidos em ambientes impactados 

por estes fármacos. 

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

Abstract. Emerging contaminants (EC) are chemical substances (pharmaceuticals, personal hygiene products, illicit drugs, among 

others) that are present in the environment because of human activity and the lack of adequacy of conventional water and sewage 

treatment processes that do not manage to remove them efficiently. Currently, the widespread and excessive use of drugs in the 

treatment of the COVID 19 pandemic has increased concern about the impacts resulting from contamination by drugs in aquatic 

environments, because of the release into the environment of large amounts of these compounds. Thus, aquatic ecotoxicity studies 

are essential to evaluate the effect of toxic chemical substances in the analysis of environmental impacts, especially when using 

representative organisms of the local aquatic biota, thus ensuring greater reliability and representativeness of the results obtained. 

In view of this, the objective of this work was to validate the usefulness of Dendrocephalus brasiliensis (Branchoneta), an autoch-

thonous species from northeastern Brazil as a test organism for ecotoxicity studies of drugs used in the treatment of COVID 19. 

Ecotoxicological tests using D. brasiliensis were performed using drug solutions paracetamol, hydroxychloroquine, ivermectin and 

ibuprofen, in concentrations from 0.0025 to 600.0 mg/L following the protocols described by the Brazilian Association for Technical 
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introdução 
Substâncias químicas empregadas na indústria, 
agricultura e medicina (ou seus metabolitos) po-
dem, durante o processo de fabricação, uso, ou 
descarte, resultar na eliminação de rejeitos para 
o meio ambiente, com potenciais consequências 
toxicas para a biota e os seres humanos. Essas 
substâncias ocorrem em descargas de diferentes 
tipos, incluindo esgoto, escoamento de águas 
pluviais, descargas industriais e descargas rurais 
(Omotola et al. 2022).
Atualmente o termo contaminante emergente tem 
se destacado, graças a seu potencial tóxico e 
capacidade de estar presente no solo, água e ar. 
Apesar do risco que apresentam ao ecossistema, 
a maior parte desses contaminantes não são re-
gulados pela legislação (Montagner et al. 2017).
Os fármacos são especificamente criados para 
serem substâncias biologicamente ativas, em 
seu princípio esses medicamentos buscam se-
rem eficazes em baixas concentrações. O alto 
consumo desses compostos nos últimos anos 
foram seguidos pela introdução contínua dessas 
moléculas biologicamente ativas nos ambientes 
naturais. Sua atividade biológica tem potencial 
de interferir nos processos bioquímicos e fisio-
lógicos, podendo causar efeitos adversos e pre-
judicar a saúde. A capacidade dos ingredientes 
farmacêuticos de serem absorvidos e de interagir 
com organismos vivos os torna um perigo po-
tencial para toda biota. Atualmente os produtos 
farmacêuticos já são reconhecidos como uma 
ameaça aos ecossistemas aquáticos (Sangion 
e Gramatica 2016; Mezzelani et al. 2018).
Com a chegada da pandemia de Covid-19, no-
vos desafios surgiram. Dentre eles uma inces-
sante busca por um tratamento, e fármacos não 
comprovados cientificamente para tratamento 
de Covid-19 foram rapidamente adotados co-
mo potencial tratamento para esta doença. Essa 
sistemática acarretou no excesso de automedi-
cação e de tratamento secundário, com graves 

riscos à saúde humana e ampliando os riscos 
sanitários e os danos ambientais relacionados 
ao descarte/lançamento desses fármacos no 
ambiente (Falavigna et al. 2020).
Como consequência, fármacos massivamente 
utilizados em distintos países, incluindo o Brasil, 
tais como Hidroxicloroquina, Ivermectina, Pa-
racetamol e Ibuprofeno, que estão presentes 
em efluentes de ETE são lançados em corpos 
hídricos sem o uso de tecnologias de remoção 
adequadas (Feng et al. 2013).
Para compreender os impactos ambientais destas 
substâncias, os ensaios ecotoxicológicos tem 
grande relevância, pois buscam garantir a re-
presentatividade das consequências que estas 
substâncias podem acarretar nos corpos hídricos 
e contribuem para estabelecer níveis guia para a 
proteção da biota aquática (Quadra et al. 2016; 
Lopes et al. 2018).
Os testes de ecotoxicidade são instrumentos im-
portantes para ponderar a qualidade das águas 
e a carga poluidora de efluentes. Esses testes 
consistem em ensaios laboratoriais, realizados 
sob perspectivas experimentais específicas e 
controladas, visando estabelecer a toxicidade 
de substâncias, efluentes industriais e amostras 
ambientais (águas ou sedimentos), por meio da 
exposição de organismos-testes a diferentes 
concentrações de amostra, os efeitos tóxicos 
produzidos sobre esses organismos são observa-
dos e quantificados (Omotola et al. 2022; Jacob 
et al. 2021).
O uso de testes ecotoxicológicos para análise da 
qualidade de águas e efluentes já é regulamentado 
oficialmente no Brasil, através da Resolução n° 
357 de 17 de março de 2005 do Conselho Na-
cional do Meio Ambiente (CONAMA 2005). Essa 
resolução aponta que toxicidade é qualquer efeito 
desconforme ocasionado a organismos testes, 
podendo ser alterações genéticas, imobilidade, 
e até letalidade.
Sendo assim, estudos de ecotoxicidade que ava-

Norms (ABNT) for acute toxicity, standardized protocol for carrying out the ecotoxicological assay using as a test organism Daphnia 

magna, which was used as a reference to compare the response pattern. Based on the results obtained, the LC50-48h was calculated 

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

paracetamol (8.53 - 9.61), results LC50-48h mg/l D. magna and D. brasiliensis respectively. The results obtained showed a differenti-

ated pattern depending on the species and the analyzed drug, observing a lower sensitivity to exposure of D. brasiliensis compared 

to D. magna, demonstrating the value of D. brasiliensis as a test organism. Future research aimed at analyzing the potential interac-

tions of these drugs at real environmental concentrations is necessary to complete the validation and to have an approximation of 

the events affected in environments impacted by these drugs.

Keywords: Ecotoxicology; Pharmacocontamination; Branchoneta; Sars-COV pandemic 19.
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liem o potencial de bioacumulação de fármacos 
e suas concentrações no ambiente, por meio 
da avaliação do seu destino e quantidade em 
que são lançados é fundamental para conhe-
cer os riscos associados à exposição de novos 
compostos que ainda não estão contemplados 
nas legislações vigentes, permitindo antecipar e 
mitigar os danos para as gerações futuras (Mon-
tagner et al. 2017).
Nesse contexto, a D. magna é considerada um dos 
principais organismos de ensaios ecotoxicológi-
cos padrão. Entretanto, é importante considerar 
a utilização de espécies autóctones, como a D. 
brasiliensis, em pesquisas realizadas em regiões 
tropicais, pois é uma espécie adaptada às es-
pecificidades do ecossistema local e fornecem 
resultados realísticos (Santos et al. 2018).
A D. brasiliensis, conhecida popularmente co-
mo branchoneta, é um micro crustáceo de água 
doce da família Thamnocephalidae, tipicamen-
te encontrado em lagoas temporárias no bioma 
Caatinga e em área costeira (Santos et al. 2019). 
Esse organismo vive em poças temporárias, onde 
os ovos são colocados em repouso no fundo da 
poça. Esses ovos possibilitam a sobrevivência da 
espécie na estação de seca, e são responsáveis 
pela disseminação da mesma. Esse micro crus-
táceo já foi encontrado em piscinas naturais e 
artificiais da Caatinga do norte de Minas Gerais, 
ao norte do Rio Grande do Norte e também em 
piscinas no Gran Chaco, no centro- norte da 
Argentina (Barros-Alves et al. 2016).
Sendo assim, devido as recentes preocupações 
com a presença de produtos farmacêuticos no meio 
ambiente em particular decorrente do consumo 
e utilização massiva de fármacos empregados 
no tratamento da COVID 19, o objetivo deste 
trabalho foi validar o organismo D. brasiliensis 
como organismo teste para estudos de ecoto-
xidade e comparar os resultados com a espécie 
D. magna como organismo teste de referência 
frente a exposição aos compostos Hidroxiclo-
roquina, Ivermectina, Paracetamol e Ibuprofeno. 

Materiais e Métodos
Métodos de ensaio
Os testes de ecotoxidade foram realizados uti-
lizando quatro formulações farmacológicas de 
medicações utilizadas corriqueiramente no tra-
tamento da COVID-19. Soluções aquosas des-
tes fármacos foram preparadas por diluição em 
água destilada ultra pura com auxílio de agitador 
magnético a partir das suas concentrações co-
merciais: hidroxicloroquina (400mg – EMS S/A, 
São Paulo, Brasil), ivermectina (6 mg – VITAME-

DIC, Goiás, Brasil), paracetamol (200mg/L – Ai-
rela, Santa Catarina, Brasil) e ibuprofeno (600mg 
- Prati-donaduzzi, Paraná, Brasil). Informação 
adicional sobre a formulação dos fármacos uti-
lizados nesta pesquisa estão disponíveis em ht-
tps://consultaremedios.com.br/.
Posteriormente a partir da solução padrão  fo-
ram realizadas as outras diluições com água do 
cultivo com mesmos padrões dos testes, para 
obter as concentrações de testagem utilizadas no 
experimento: Hidroxicloroquina (0,00 mg/L, 2,5 
mg/L, 5,0 mg/L, 10,0 mg/L, 15,0 mg/L, 100,0 mg/L 
e 400,0 mg/L), ivermectina (0,00 mg/L, 0,0025 
mg/L, 0,005 mg/L, 0,01 mg/L e 1,0 mg/L), pa-
racetamol (0,00 mg/L, 1,0 mg/L, 2,5 mg/L, 5,0 
mg/L, 10,0 mg/L, 15,0 mg/L) e ibuprofeno (0,00 
mg/L, 1,0 mg/L, 2,5 mg/L, 5,0 mg/L, 10,0 mg/L, 
15,0 mg/L, 60,0 mg/L, 100,0 mg/L, 200,0 mg/L, 
300,0 mg/L e 600,0 mg/L). Para o controle de 
qualidade do processo, soluções de Cloreto de 
potássio (KCl) (marca NEON), foram utilizadas 
nas concentrações (0,0 mg/L, 10,0 mg/L, 30,0 
mg/L, 50,0 mg/L, 90,0 mg/L, 110,0 mg/L, 130,0 
mg/L, 160,0 mg/L, 190,0 mg/L e 210,0 mg/L). 

Organismos e manutenção do cultivo
O cultivo dos organismos-testes foi realizado no 
laboratório de ecotoxicologia do Instituto Fede-
ral de Educação, Ciência e Tecnologia do Rio 
Grande do Norte (IFRN), com a Daphnia magna 
de acordo com a metodologia determinada pe-
la ABNT (2017) e com a Dendrocephalus brasi-
liensis baseado no método utilizado por Veiga 
e Vital (2002).
Os cistos de D. brasiliensis foram adquiridos da 
empresa Fishfood, localizada em São Paulo - SP. 
A produção foi realizada no IFRN, campus Na-
tal Central, localizado na cidade de Natal - RN, 
de acordo com a metodologia apresentado por 
Santos et al. (2019). Inicialmente, 5 g de cistos 
incubáveis foram mantidos na proporção de 1 
g/L de água em garrafas PET de 2 L. Após 24 
h, os náuplios nascidos foram aclimatados em 
tanques de água parada com aeração até atin-
girem a formação de ovisac. A alimentação da 
D. brasiliensis consistiu em fitoplâncton. As mi-
croalgas foram cultivadas em condições de labo-
ratório em fotobiorreatores com ar borbulhando 
continuamente para criar um fluxo. As trocas de 
água e a limpeza dos tanques foram realizadas 
semanalmente. Os parâmetros da água foram 
monitorados constantemente e mantidos a 28 
± 1 ° C, pH 8 ± 0,5. 
O Cultivo de D. magna foi mantido no Laboratório 
de Ecotoxicologia do IFRN. Uma grande popula-
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ção de clones mistos de D. magna foi propagada 
com culturas iniciais adquiridas externamente. 
A população foi mantida em água doce com ae-
ração, preparada e regulada com temperatura 
20 °C ± 2 e luz 8h:16h fotoperíodo claro/escu-
ro. As culturas foram alimentadas diariamente 
com fitoplâncton. Todos os procedimentos para 
manutenção e condução do teste de toxicidade 
foram realizados seguindo adaptação da norma 
NBR 13373 da ABNT (2017).  Os tanques de 
cultivo foram limpos semanalmente, e a água de 
manutenção do cultivo foi renovada duas vezes 
por semana (Maggio et al.  2021).

Teste de ecotoxicidade
Inicialmente foi realizado um estudo preliminar 
que envolveu levantamento dos resultados dos 
testes por 8 horas, sendo realizada a leitura a 
cada uma hora, posteriormente nas primeiras 12 
horas e depois a cada 24 horas. Sendo decidido 
trabalhar com a leitura após 24 e 48 horas de 
acordo com o levantamento das informações, 
e visando a resposta observada em ambos os 
organismos utilizados nos testes.
Esse estudo preliminar também foi realizado para 
definir as concentrações a serem utilizadas nos 
testes para cada composto, seja ele fármaco, 
ou substância controle (KCl), ficando definido 
as concentrações apresentadas anteriormente 
nos materiais e métodos.
A bateria de testes de ecotoxidade, foi realizada 
buscando a análise e validação da D. brasiliensis, 
avaliando quatro fármacos (Hidroxicloroquina, 
Ivermectina, Paracetamol e Ibuprofeno), e a so-
lução padrão KCl como referência. Os ensaios 
foram realizados em triplicata, utilizando 10 indi-
víduos em um volume de 300 ml em cada réplica 

nas diferentes concentrações, além do branco 
para o controle, e tiveram duração de 48 horas. 
O controle de qualidade foi mantido por meio 
do pH que ficou em média 7,5 ± 0,1; dureza 44 
± 3 mg/L CaCO3; temperatura de conforto de 
28°C, suportando até 34°/36°C.
Ao fim do período de exposição, foi realizada a 
contagem do número de organismos mortos a 
fim de se estabelecer a concentração letal mé-
dia. O CL50-48h foi calculado usando o método 
estatístico Trimmed Spearman-Karber (Hamilton 
et al. 1977), através do programa TOXSTAT 5.3. A 
validação dos resultados analisados foi realizado 
utilizando como como substância de referência 
cloreto de potássio. 

resultados e Discussão 
Em relação aos fármacos testados a ivermectina, 
como já era esperado devido a sua característi-
ca antiparasitária, tanto para a D. magna como 
para a D. brasiliensis não possibilitou o cálculo 
do CL50-48h, uma vez que, os organismos tiveram 
mortalidade superior a 50% para a menor con-
centração utilizada, de 0,0025 mg/L. Em razão 
das suas características a ivermectina, mostra 
alta complexidade ambiental, pois dificulta a 
avaliação da mortalidade dos organismos tes-
tes, além de, ser um problema ecológico quando 
presente no ambiente, já que essa medicação 
é fabricada para eliminar vermes e parasitas, o 
que por consequência acarreta na mortalidade 
dos crustáceos aquáticos. 
Para a hidroxicloroquina e ibuprofeno a D. bra-
siliensis se mostrou menos sensível do que a D. 
magna. No caso de Ivermectina e Paracetamol 
a resposta ecotoxicológica observada foi com-
parável (Tabela 1 e Figura 1).

Tabela 1. Descrição dos resultados obtidos mediante ensaios de toxicidade aguda 
dos fármacos Ivermectina, hidroxicloroquina, ibuprofeno e paracetamol além da 
resposta observada utilizando a substância padrão KCL utilizando D. magna e 

D. brasiliensis. Resultados expressados como 
CL50-48h com limite de confiança de 95%.  

   D. magna mg/L  D. brasiliensis mg/L

 Ivermectina Cl50-48h  < 0,0025  < 0,0025 

 Hidroxicloroquina Cl50-48h (95% LC) 3,70 (3,22 - 4,25) 14,09 (12,20 - 16,28)

 Ibuprofeno Cl50-48h (95% LC) 12,25 (5,60 - 26,81) 107,52 (90,54 - 127,68)

 Paracetamol Cl50-48h (95% LC) 8,53 (3,96 - 18,41) 9,61(6,78 - 13,62)

 KCl Cl50-48h (95% LC) 120,35 (74,86 – 177,40)         35,59 (17,79 - 71,10)
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Figura 1. Gráfico comparativo do efeito ecotoxicológico observado 
mediante ensaios realizados utilizando D. magna e D. brasiliensis. Resultados 

expressados como CL50-48h e erro padrão expresso em porcentagem.

Em relação ao teste realizado com KCl, os valores 
obtidos foram semelhantes aos reportados na 
bibliografia. Por exemplo, num estudo realizado 
por Santos et al. (2018) utilizando D. brasiliensis 
foi reportado um valor de EC50-48h (95% LC) = 
47,1 (25,3 – 70,7), ratificando a reprodutibilida-
de experimental dos resultados e validando a D. 
brasiliensis como organismo teste para estudos 
de ecotoxidade. Além disso, os resultados ob-
tidos com D. magna, também apresentou valo-
res de resposta comparáveis com os reportados 
na bibliográfica. Por exemplo, considerando o 
mencionado autor, os valores reportados frente 
a exposição com KCl para D. magna foram: EC-
50-48h (95% LC) 100,9 (74,1–120,8), ratificando a 
validade experimental obtida nesta experiência. 
A critério de comparação não foi encontrado na 
literatura artigos que avaliassem o CL50-48h com 
a D. brasiliensis para nenhum dos fármacos aqui 
testados, sendo assim, este é um estudo pioneiro 
utilizando essa espécie para avaliação ecotoxicolo-
gica desses fármacos. Vale ressaltar que, além da 

representatividade da região semiárida que essa 
espécie possui, comparativamente a utilização 
desta espécie é facilitada pelo baixo investimento 
requerido já que para cada grama de cisto são 
gerados na ordem de 380.000 náuplios, e por ser 
um organismo filtrador é facilmente alimentada 
por emulsão de algas, outrossim, devido as suas 
maiores proporções em relação a outros micros 
crustáceos, facilitando a realização e incorpo-
ração de testes de ecotoxidade em atividades 
de monitoramento ambiental  (Lopes et al. 2007; 
Santos et al. 2019).
Em relação a D. magna estudos que avaliassem 
o CL50-48h para hidroxicloroquina também não foi 
identificado. Pesquisas que avaliam CL50-48h com a 
D. magna, para os fármacos ibuprofeno, parace-
tamol e ivermectina, apontaram diferentes faixas 
de concentração, como pode ser visto na Tabela 
2. Os valores reportados no presente estudo fica-
ram próximos dos apresentados por Feng et al. 
(2013), para o ibuprofeno e paracetamol e Garric 
et al. (2007) para ivermectina. 

Tabela 2. Resultados ecotoxicológicos da exposição a fármacos (ibuprofeno, paracetamol e 
ivermectina) em testes ecotoxicológicos descritos na literatura utilizando D. magna - CL50-48h. 

 
  Mínimo Máximo  Autor 

CL50-48h ibuprofeno  9,10 mg/L 175,0 mg/L
 (Iannacone e Alvariño

    2009); (Feng et al. 2013)

CL50-48h paracetamol  9,20 mg/L 62,3 mg/L
 (Iannacone e Alvariño

    2009); (Feng et al. 2013)

CL50-48h ivermectina  1,2x10-6 mg/L mg/L 1,7x10-6 mg/L (Garric et al. 2007)
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Conclusão
Os resíduos de compostos emergentes, mais es-
pecificamente relacionados à comercialização e 
consumo de fármacos, vêm se tornando um pro-
blema de escala mundial nas últimas décadas. 
O incremento do consumo prescrito e a autome-
dicação proporcionou um impacto consequente 
no quantitativo desses resíduos (princípios ati-
vos) no meio ambiente. Diante disso, estudos 
que avaliem o impacto destas substâncias na 
biota aquática são de grande importância, prin-
cipalmente quando utilizados espécies nativas 
representativas do cenário ambiental estudado. 
Baseado no que foi exposto ao longo deste artigo, 
foi verificado a utilidade como organismo teste 
para ensaios ecotoxicológicos da espécie nativa 
da região semiárida D. brasiliensis, em relação a 
sua sensibilidade aos fármacos hidroxicloroquina, 
ivermectina, paracetamol e ibuprofeno, com boa 
reprodutibilidade dos resultados (validade interna 
dos resultados), características essenciais para 
sua validação como organismos teste candida-
ta para monitoramentos ambientais. Compara-
tivamente com a D. magna a D. brasiliensis se 
mostrou menos sensível o que possibilita a sua 
implementação como espécie complementar para 
a representação mais abrangente dos potenciais 
impactos possíveis sobre a biota da área estu-
dada.  Estudos futuros direcionados a avaliar as 
possíveis interações dos fármacos testados em 
concentrações ambientais reais são necessárias 
para completar a validação e ter uma aproximação 
dos eventos acometidos em ambientes impac-
tados por estes fármacos. 
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resumo. A crescente poluição de ambientes marinhos e estuarinos por descarga de efluentes é um problema mundial. Os 

ensaios ecotoxicológicos vêm sendo amplamente utilizados para monitorar os efeitos deste tipo de poluição e, atualmente são 

incorporados na legislação ambiental de diversos países, nomeadamente no Brasil. Contudo, são poucos os estudos realizados 

em áreas costeiras e a padronização de métodos com organismos nativos, representativos de ecossistemas locais, é insuficiente. 

Nitocra sp. tem sido eficientemente utilizado em ensaios ecotoxicológicos com sedimentos e águas intersticiais, sendo neces-

sário avaliar a sua adequação na análise de águas superficiais estuarinas. Amostras pontuais de água do baixo estuário Jundiaí

-Potengi (EJP) foram coletadas mensalmente durante 18 meses, em áreas com (CE) e sem (SE) receção de efluentes tratados. 

Nitocra sp. e Mysidopsis juniae (espécie padronizada) foram os organismos teste utilizados nos ensaios ecotoxicológicos. Efeitos 

letais (taxa de mortalidade) e subletais (taxa de reprodução) foram analisados considerando a caracterização microbiológica e 

físico-química das amostras testadas. Os teores de oxigênio dissolvido, salinidade, demanda bioquímica de oxigênio, nitrogênio 

amoniacal e amoniacal total, nitrogênio total, óleos e graxas, sólidos suspensos e sedimentáveis, potássio total e coliformes 

termotolerantes determinados nas amostras CE e SE, traduzem diferentes níveis de poluição nos locais amostrados. As cartas-

controle de Nitocra sp. e M. juniae indicaram boa reprodutibilidade laboratorial, e apesar dos organismos teste terem exibido 

diferentes perfis ecotoxicológicos, o aumento da taxa de mortalidade de ambos esteve associada à emissão de esgoto tratado. O 

uso de diferentes organismos teste favorece a representatividade dos ensaios ecotoxicológicos. Considerando o perfil de Nitocra 

sp. no monitoramento do EJP, o seu estabelecimento como organismo-teste padronizado necessita de mais estudos, incluindo 

a utilização de nauplii em bioensaios.

Palavras chaves: Ecotoxicologia; Copépodes; Efluentes domésticos; Estuário Jundiaí/ Potengi. 

Abstract. Increasing pollution of marine and estuarine environments from wastewater discharge is a worldwide problem. Eco-

toxicological tests are widely used to monitor the effects of this type of pollution and are currently being incorporated into the 

environmental legislation of several countries, including Brazil. However, few studies have been conducted in coastal areas, and 

standardization of methods with native organisms representative of local ecosystems is insufficient. Nitocra sp. has been efficiently 

used in ecotoxicological tests with sediments and interstitial waters, and its suitability for estuarine surface water analysis needs to 

be assessed. Point samples from the lower Jundiaí-Potengi estuary (JPE) in areas with (CE) and without (SE) discharge of treated 

effluents were collected monthly for 18 months. Nitocra sp. and Mysidopsis juniae (standardized species) were the test organisms 

used in the ecotoxicological assays. The lethal (mortality rate) and sublethal (reproduction rate) effects were analyzed considering 

the microbiological and physicochemical characterization of the tested samples. Dissolved oxygen, salinity, biochemical oxygen 

demand, ammoniacal and total ammoniacal nitrogen, total nitrogen, oils and greases, suspended and settleable solids, total potas-

sium and thermotolerant coliform bacteria determined in samples from CE and SE, reflect varying levels of pollution at the sampled 
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sites. The control charts of Nitocra sp. and M. juniae indicated good reproducibility in the laboratory, and although the test organ-

isms had different ecotoxicological profiles, the mortality rate of both organisms was related to the discharge of treated wastewater. 

The use of different test organisms increases the representativeness of the ecotoxicological tests. Given the profile of Nitocra sp. in 

JPE monitoring, further studies, including the use of nauplii in bioassays, are needed to establish it as standardized test organism.

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

1. introdução
A interpretação dos possíveis efeitos deletérios 
de efluentes sanitários e industriais na biota de 
ecossistemas estuarinos ainda recorre a indica-
dores tradicionais, limitando-se geralmente a pa-
râmetros microbiológicos e físico químicos.
Os testes ecotoxicológicos avaliam o impacto 
da contaminação/ poluição em organismos teste 
constituindo uma aproximação realista das con-
sequências da exposição de seres vivos a conta-
minantes (Kalloul et al. 2012). A importância dos 
testes ecotoxicológicos tem sido reconhecida 
pelos órgãos ambientais brasileiros, através da 
sua inserção nas resoluções de monitoramento 
ambiental exigidas pelo órgão federal regulador – 
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA 
2005, 2011, 2012).
Assim, a implementação de uma abordagem 
ecotoxicológica para analisar  a deterioração da 
qualidade da água em rios e regiões costeiras do 
Brasil é atual e vêm sendo incluída em estudos 
realizados em diferentes ecossistemas aquáticos 
(Pereira et al. 2015; Pimentel et al. 2016; Cappa-
relli et al. 2021). Contudo, em particular na região 
nordeste do Brasil, são poucos os estudos reali-
zados em áreas estuarinas (Nilin et al. 2013, 2019; 
Oliveira et al. 2014). A padronização das espécies 
de organismos teste utilizados em ensaios de 
toxicidade é essencial para, internacionalmente, 
se compararem resultados. Porém é importante 
assinalar que o uso de espécies-chave locais, 
aumenta a representatividade do ecossistema e a 
extrapolação dos resultados torna-se mais fiável 
(Martins e Bianchini 2011).
Os organismos a utilizar em testes de toxicidade 
devem: (i) ser sensíveis a diversos agentes quí-
micos, (ii) ter um ciclo de vida curto, (iii) ser abun-
dantes e com larga distribuição geográfica, (iv) 
ter estabilidade genética, (v) ser representativos 
de seu nível trófico e (vi) facilmente cultivados em 
laboratório (Zagatto e Bertoletti 2008). Invertebra-
dos tais como crustáceos e moluscos vêm sendo 
muito usados em testes ecotoxicológicos simples 
ou envolvendo cadeias alimentares (Dahms et al. 
2016). Porém, poucas espécies brasileiras são 
utilizadas, sobretudo para avaliar ambientes ma-

rinhos e estuarinos (Artal et al. 2019). O crustáceo 
(Malacostraca) Misydopsis juniae, padronizado 
pela Associação Brasileira de Normas Técnicas 
(ABNT, 2011) para análise de águas salobras/ sa-
linas, tem sido usado com sucesso para testar o 
efeito de diversos compostos químicos ou mis-
turas complexas (Badaró-Pedroso et al. 2002), 
incluindo efluentes sanitários e industriais (Nico-
demo 2010) e amostras ambientais estuarinas 
(Nilin et al. 2019).
Em ensaios ecotoxicológicos de ambientes ma-
rinhos e estuarinos, também são usados certos 
copépodes que atendem as caraterísticas su-
pracitadas, além de serem de suma importância 
na cadeia alimentar, ligando os produtores (fito-
plâncton) aos altos predadores, como camarões, 
peixes e até baleias (Lavorante et al. 2013; Kwok 
et al. 2015). Diferentes copépodes vêm sendo 
frequentemente utilizados como organismos 
teste em várias partes do mundo: Acartia tonsa 
(Kusk e Petersen 1997; Palma Lopes et al. 2018) 
e Tisbe battagliai (Diz et al. 2009) em diferentes 
países europeus; Acartia sinjiensis na Austrália 
(Gissi et al. 2013); Nitocra spinipes na Austrália 
e alguns países europeus (Simpson e Sapadaro 
2011; Koch e Schamphelaere 2021; Moeris et al. 
2021); Quinquelaophonte sp. na Nova Zelândia 
(Charry et al. 2018); Tigriopus japonicus em paí-
ses orientais (Wong et al. 2020, Yu et al. 2020); 
Tisbe biminiensis em países da América do Nor-
te e América do Sul (Araújo et al. 2013; Costa 
et al. 2014; Souza Santos et al. 2015); e Nitocra 
sp., utilizado principalmente com sedimentos no 
Brasil (Capparelli et al. 2021; Ferraz et al. 2021, 
Mendonça et al. 2021). Contudo, ainda não foi 
avaliada a utilização de Nitocra sp. no monito-
ramento ecotoxicológico de águas superficiais.
Assim, o objetivo deste estudo incidiu na análise 
e argumentação do uso de Nitocra sp. como or-
ganismo teste na avaliação ecotoxicológica da 
qualidade de águas superficiais estuarinas. Nesse 
sentido os ensaios realizados com Nitocra sp. 
foram comparados com ensaios realizados com 
Misydopsis juniae, organismo teste padronizado 
para este tipo de amostras ambientais (ABNT 2011).
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2. Material e métodos
2.1 Área de estudo e amostragem de águas 
superficiais
Amostras de água superficial do baixo estuá-
rio Junadiaí-Potengi (EJP) foram coletadas 
mensalmente entre junho de 2015 e dezembro 
de 2016, durante a maré baixa, em dois pon-

tos de amostragem (Figura 1): SE, situado a 
montante da estação de tratamento de esgoto 
(ETE) do Baldo (5°47'21.70"S, 35°13'11.18"O) 
que não recebe esgoto tratado e CE, nas ime-
diações da ETE, onde desagua o canal que 
recebe os efluentes tratados (5°47'20.49"S, 
35°12'88.93"O). 

Figura 1. Geolocalização dos pontos de coleta de água superficial no complexo 
estuarino Jundiaí-Potengi (EJP), Natal/ RN: SE a montante de uma descarga 

de efluente tratado e, CE na zona de descarga do referido efluente.

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

tes condições experimentais: salinidade - 34 ± 
2 ‰; temperatura - 25 ± 2 ºC; incubação - 96 h 
com fotoperíodo 12:12 h luz:escuro. Terminado o 
ensaio, contabilizaram-se os organismos mortos 
em cada frasco.
Nitocra sp. é um pequeno copépode (cerca de 
1 mm) bentônico estuarino de fácil cultivo em 
laboratório com um ciclo de vida de cerca de 
20 dias; estes copépodes sobrevivem em sali-
nidades de 5 a 30 ‰ (Lotufo e Abessa 2002; 
Zaroni et al. 2012). Os testes com Nitocra sp. 
foram realizados seguindo o protocolo descrito 
por Lotufo e Abessa (2002) para águas intersti-
ciais. Em frascos de polietileno com capacidade 
de 30 mL, colocaram-se em triplicata, 10 mL de 
cada concentração da amostra ambiental pre-
viamente preparadas (diluições de 50, 25, 12,5 e 
6,25%, além do controle negativo). Em cada um 
destes frascos introduziram-se 10 fêmeas ovadas 
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de Nitocra sp. Todo o sistema experimental (15 
frascos) foi incubado a 25 ± 2 ºC durante 96 h 
nas seguintes condições: salinidade - 17 ± 2 ‰; 
fotoperíodo - 12:12h luz:escuro. A manutenção da 
salinidade das amostras foi ajustada por adição 
de salmoura ou de água destilada.
No final dos ensaios com Nitocra sp., as fêmeas 
vivas foram contabilizadas para determinar o efeito 
letal. Os náuplios que eclodiram em cada réplica 
foram fixados pela adição, a cada frasco, de for-
maldeído (10%) e corante rosa-bengala (0,1%), 
sendo a contagem feita ao estereomicroscópio 
(Coleman, modelo XTB-2B) para determinação 
da taxa de reprodução (nº de náuplios por fêmea).
A salinidade, pH e oxgênio dissolvido (OD) foram 
parâmetros determinados no início dos bioen-
saios nas diferentes concentrações. A toxicidade 
aguda expressa-se como sendo a concentração 
da amostra na qual a mortalidade dos organis-
mos presentes é de 50% (CL50-96h). Os dados 
expressos em CL50-96h foram transformados em 
Unidades Tóxicas - UT (equação 1) de acordo 
com Bertolleti e Zagatto (2006).

                             uT=   (1)
O efeito subletal das amostras ambientais na re-
produção de Nitocra sp. é expresso pela maior 
concentração na qual não se observa efeito (No 
Observed Effect Concentration - NOEC) e pela 
menor concentração na qual se observa efeito 
(Lowest Observed Effect Concentration - LOEC).
A água do mar utilizada para cultivo e bioensaios 
foi coletada na praia da Via Costeira (alto mar; 
±3 km; ± 35 ‰), na cidade de Natal/RN, filtrada 
em sistema de carvão ativado e esterilizada por 
radiação ultravioleta (UV). A água assim tratada 
foi armazenada em barriletes de PVC (policloreto 
de vinila), com capacidade de 20 e 40 L, previa-
mente higienizados e sob aeração.
O controle de qualidade dos ensaios e a viabi-
lidade dos organismos teste foram avaliados 
mensalmente através de bioensaios utilizando 
como substâncias de referência, dicromato de 
potássio (K2Cr2O7) para Nitocra sp. e sulfato de 
zinco heptahidratado (ZnSO4.7H2O) para M. ju-
niae, seguindo as recomendações da normativa 
15.308 (ABNT 2011) e do protocolo descrito por 
Lotufo e Abessa (2002).

2.3 Análises físico-químicas e microbiológicas
Diferentes parâmetros físico-químicos para ca-
racterização das amostras de água coletadas no 
EJP foram determinados de acordo com Stan-
dard Methods for the Examination of Water and 
Wastewater (APHA 2012). O pH das amostras 

de água foi determinado com um potenciômetro 
(modelo pH-Tec) e a salinidade (Sal, ‰) com um 
refratômetro (Vodex, vx100sg). O oxigênio dissol-
vido (OD, mg L-1) foi medido com um oxímetro 
digital portátil (instrutherm MO-900), e os valores 
determinados foram confirmados por titulação, 
sempre que possível. A quantificação (mg L-1) de 
Óleos e graxas (OG), sólidos suspensos (SS) e 
sólidos totais (ST) foi feita por gravimetria. Os 
sólidos sedimentáveis (SSe) foram determinados 
por sedimentação no cone Imhoff.
Após submeter as amostras a respectivamen-
te, (i) um reagente combinado (ácido ascórbico, 
molibdato de amônio e o antimônio tartarato 
de potássio), (ii) corante azo púrpura averme-
lhado, e (iii) solução alcalina de tartarato duplo 
de sódio e potássio, os teores em fósforo (P), 
nitrito (NO2-) e nitrato (NO3-) foram determinados 
por colorimetria. Os teores em nitrogênio total 
(N), nitrogênio amoniacal (NH3-N), nitrogênio or-
gânico (NO), nitrogênio amoniacal total (NAT), 
demanda bioquímica de oxigênio (DBO5) foram 
determinados por titulação e o potássio (K) por 
fotometria de chama.
A detecção de coliformes totais (CT) e de coli-
formes termotolerantes (CTe) recorreu à técnica 
de tubos múltiplos, utilizando como meios de 
cultura, caldo verde brilhante bile 2% (CVVB) 
e caldo Escherichia coli (EC), que avaliam res-
pectivamente, a presença de coliformes totais 
e termotolerantes.

2.4 Análise de dados
Os parâmetros físico-químicos e microbiológi-
cos determinados foram comparados com os 
valores de referência para águas salinas classe 
2 presentes na resolução brasileira nº 357/2005 
(CONAMA 2005).
O cálculo da CL50-96h recorreu ao método esta-
tístico Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et 
al. 1977), através do programa TOXTAT 3.5®. Os 
valores de NOEC e LOEC foram obtidos por aná-
lise de variância ANOVA one way para os resul-
tados paramétricos, e para os não paramétricos 
foi utilizado o teste Kruskal-Wallis on Ranks. A 
comparação post hoc entre grupos foi realizada 
utilizando o teste de Dunnett's para dados pa-
ramétricos, e o método de Dunn's para os não 
paramétricos. O programa estatístico utilizado foi 
o Statistic 7.0.
A avaliação de Nitocra sp. como bioindicador de 
toxicidade de efeito letal (teste agudo) e subletal 
(teste crônico) das amostras de água superficial 
foram comparados com testes de toxicidade agu-
da normalizados pela ABNT 15.308/2011, que 
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usam Mysidopsis juniae como organismo teste.
Os resultados ecotoxicológicos analisados fo-
ram representados pela taxa de sobrevivência 
ou reprodução. O efeito observado nos ensaios 
foi calculado considerando a percentagem de 
sobrevivente e/ ou nauplii em relação ao grupo 
controle, ou seja, as taxas de sobrevivência e re-
produção foram estimadas considerando o número 
de sobreviventes e de náuplios (respectivamente), 
contabilizados nas amostras ambientais diluídas 
de 1:2 em relação aos contabilizados no grupo 
controle. A análise estatística dos parâmetros 
ecotoxicológicos e físico-químicos recorreu ao 
teste U de Mann-Whitney e a amplitude do efeito 

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

3. resultados e discussão
3.1 Cartas - controle 
A sensibilidade dos organismos teste utilizados 
e a reprodutibilidade dos resultados foram ava-
liadas por testes de referência que permitiram a 
elaboração de cartas controle (Figura 2a e 2b). 
De acordo com as respetivas cartas controle, 
a LC50-96h para Nitocra sp. em K2Cr2O7 foi de 
9,12 ± 2,35 mg L-1 (n=14) e a LC50-96h para M. 
juniae em ZnSO4 foi de foi de 0,35 ± 0,04 mg 
L-1 (n=18).

Figura 2. Cartas-controle de Nitocra sp. (a) e M. juniae (b). Concentração 
letal (LC50-96h) das substâncias de referência, respectivamente, dicromato 

de potássio (K2Cr2O7) e sulfato de zinco heptahidratado (ZnSO4.7H2O).
Valor médio de LC50-96h - linha laranja; faixa de sensibilidade 

entre linhas amarela e azul (± 2 desvios padrão).

Contudo, no quinto teste de referência para Ni-
tocra sp. a LC50-96h ultrapassou o limite superior 
estabelecido pela faixa de sensibilidade da carta 
controle do cultivo (Figura 2a), levando à suspensão 
dos testes com amostras ambientais até retorno 
da sobrevivência dos organismos teste, dentro 
da faixa de sensibilidade estimada (4,89 – 13,36 
mg L-1), o que ocorreu já no sexto teste. A boa 
reprodutibilidade sugere que durante o período 
experimental, os dois organismos teste perma-
neceram saudáveis.
A LC50-96h determinada neste estudo para Nito-
cra sp. em K2Cr2O7 (9,12 ± 2,35 mg L-1) foi cerca 
de duas vezes inferior a 15,94 ± 3,46 mg L-1, LC-
50-96h determinada por Krull et al. (2014). Para 
o copépode Tisbe biminiensis, a LC50-96h em 
K2Cr2O7 foi de 9,45 ± 1,68 mg L-1 (Araújo-Castro 
et al. 2009) e de 10,5 ± 0,14 mg L-1 (Régis et al. 
2018), valores próximos aos determinados neste 
estudo para Nitocra sp.
Em testes de referência para avaliar a resposta de 

M. juniae a sulfato de Zinco (ZnSO4) a LC50-96h 
foi de 0,35 ± 0,04 mg L-1 (Nilin et al. 2019) e 0,33 
mg L-1 (Resgalla et al. 2021). Usando dicromato 
de potássio como substância de referência (de 
acordo com a norma adotada há mais de 10 anos 
pelo ECOTOX-Lab), a LC50-96h de M. juniae foi 
de 4,12 mg L-1 (Resgalla et al. 2021), cerca de 
metade da LC50-96h determinada no presente 
estudo para Nitocra sp. com K2Cr2O7, o que sugere 
a maior sensibilidade de M. juniae do que Nitocra 
sp. a esta substância de referência.

3.2 Parâmetros físico-químicos e microbiológicos.
Parâmetros físico-químicos e microbiológicos 
das amostras de água superficial do baixo EJP 
coletadas nos pontos CE e SE (Tabela 1) foram 
determinados e confrontados com a resolução 
ambiental vigente (resolução nº 357/05, CONAMA 
2005) para esse tipo de corpo hídrico.
O monitoramento de OD e DBO5 em corpos hídricos 
é de grande importância já que ambos tem sido 
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relacionado com a mortalidade de organismos 
aquáticos (Munna et al. 2013; Matos et al. 2017).
Relativamente a OD, em 50% das amostras SE 
e 80% das amostras CE foram determinados 
valores inferiores ao limite estabelecido de 5 
mg L-1 (CONAMA 357/ 05). Ao longo do período 

monitorado, uma grande variabilidade nos níveis 
de DBO5 foi observada (DP = 22,41 mg L-1). As 
concentrações de DBO5 foram, em média, cerca 
de 7 vezes superiores em CE em relação a SE, 
sendo a diferença entre as amostras, significativa 
(p< 0,001).

Tabela 1. Valores médios (± desvio padrão) de parâmetros físico-químicos e 
microbiológicos de amostras de água superficial do estuário Jundiaí/ Potengi (n = 18) 

coletadas a montante da descarga do efluente tratado (SE) e na zona de descarga 
(CE), ao longo do período experimental (junho de 2015 e dezembro de 2016).

(-)Não existe limite definido pela legislação.
A negrito, valores que ultrapassam os limites estabelecidos pela resolução CONAMA 357/ 2005 para águas salinas de classe 2.

 Parâmetro Unidades  Pontos de amostragem       CONAMA 
p -valor

   

   SE            CE                         (classe 2)                             
Cohen d

 OD mg L-1 4,79 ± 1,48  3,35 ± 1,85 5,00         0,001               -0,727

 pH  7,69 ± 0,59 7,57 ± 2,70 6,50 a 8,50 0,194 0,379

 Sal(-) ‰ 35,47 ± 3,36 16,69 ± 8,48 - 0,015 0,252

 DBO5  mg L-1 2,93 ± 1,96 20,42 ±22,41 - <0 ,001 0,272

 SS mg L-1 94,48 ± 75,63 96,35 ±79,02 - < 0,001 0,785

 SSe  ml L-1 0,10 ± 0,11 1,03 ± 1,96 - < 0,001 2,071

 OG mg L-1 3,01 ± 2,58 3,55 ±2,52 - < 0,001 1,119

 CTe  NMP/ 100 mL 1x105 ± 4 x105 16x106± 30 x106 2500 <0 ,001 0,947

 NAT  mg L-1 0,56 ± 0,34 8,44 ±5,39 0,70 < 0,001 -2.396

 NH3-N  mg L-1 0,34 ± 0,26 7,38 ±5,05 - <0 ,001 0,849

 NO3-  mg L-1 0,97 ± 0,50 1,27 ± 0,97 0,70 0,685 0,302

 NO2-  mg L-1 0,02 ± 0,00 0,24 ± 0,49 - 0,136 0,287

 N  mg L-1 1,56 ± 0,56 10,01 ± 5,50 - < ,001 1,952

 P mg L-1 0,08 ± 0,09 1,55 ± 1,39 - 0,122 0,925

 K  mg L-1 494 ± 129 283 ± 208 - 0,014 0,314

A salinidade média das amostras SE foi de 35,47 
± 3,36 ‰, correspondendo a valores que carac-
terizam águas salinas. Nesta região do baixo es-
tuário EJP, Souza et al (2010) e Lopes et al (2018) 
determinaram valores de salinidade de 32 a 37 ‰ 
e 22 a 35 ‰, respectivamente. Nas amostras CE 
a salinidade média foi aproximadamente, metade 
da determinada em SE (p< 0,01). A menor sali-
nidade das amostras CE pode estar relacionada 
com a influência da variação da vazão da descarga 
de “água doce” da ETE do Baldo no rio Potengi.
Considerados indicadores de poluição urbana 
devida à emissão de esgoto sanitário (Marins et 
al. 2007; Barletta et al. 2019; Nilin et al. 2019) os 
parâmetros SSe, CT, CTe, NA, NAT, NO3-, N e K, 
atingiram valores significativamente superiores 
em CE, mas apenas NAT e CT excederam os limi-
tes impostos pela legislação brasileira (CONAMA 
2005). As concentrações de P não diferiram sig-

nificativamente, no entanto, o tamanho de efeito 
quando comparados os grupos foi considerado 
grande (cohen d = 0,925). Os nitratos excederam 
os limites impostos pela legislação em vigor nos 
dois pontos de amostragem. Apesar de, para os 
teores de nitrato não terem sido determinadas 
diferenças estatisticamente significativas entre 
SE e CE, em CE o teor de nitrato foi, em média, 
mais elevado.
Os teores de óleos e graxas (OG) não apresentaram 
diferença significativa entre os pontos SE e CE, 
e a análise visual, recomendada pela resolução 
nº357 (CONAMA 2005), não indicou a presença 
de OG. Na região portuária do EJP, a cerca de 1,6 
km a jusante do ponto CE, Souza e Neto (2019) 
determinaram em 2016, teores médios (n = 30) 
de OG de 1,81 e 0,98 mg L-1, cerca de 2 a 3 ve-
zes inferiores aos determinados nos pontos de 
amostragem analisados neste trabalho.
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Tabela 2. Efeito letal (CL50-96h, %) de amostras de água superficial do baixo estuário Jundiaí/
Potengi, coletadas na zona de descarga do efluente tratado (CE) em Mysidopsis juniae e 

Nitocra sp. e subletal (NOEC/ LOEC, %) em Nitocra sp., durante o período amostral.

NT: Não tóxico
- Teste não realizado
(1) CL

50
-96h = < 12,5%, inferior à menor concentração testada

 Ano Mês            CL50-96h (%)                       NOEC/ LOEC (%)   

                                       Mysidopsis juniae        Nitocra sp.             Nitocra sp.

2015 jun <12,50(1) 50 25/50

  jul NT NT NT

  ago <12,50(1) 85 06/12,5

  set 34,67 56 -

  out NT - -

  nov 31,93 48 

  dez <12,50(1) NT 25/50

2016 jan 82,92 NT 50/100

  fev 12,5 NT NT

  mar 28,65 NT NT

  mai <12,50(1) NT 50/100

  jun <12,50(1) NT NT

  jul NT NT NT

  ago 29,1 61 50/100

  set 39,08 NT NT

  out 14,18 NT NT

  nov 32,42 NT NT

  dez <12,50(1) NT 25/50

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

UT para Nitocra sp.
As amostras CE (ponto receptor de efluente 
sanitário tratado), causaram efeito letal (mor-
talidade) em ambos os organismos teste, com 
um padrão de resposta diferenciado: Nitocra 
sp. evidenciou menor sensibilidade do que M. 
juniae (Tabela 2).

Figura 3. Médias de Unidades tóxicas (UT) para M. juniae (a) e Nitocra sp. (b), considerando 
as amostras de água superficial do baixo estuário do Jundiaí/ Potengi (n=18), coletadas 
a montante da ETE (SE) e na zona de descarga do efluente tratado (CE) entre junho de 

2015 e dezembro de 2016. Limite de confiança (LC) = 95 %.
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As amostras SE não causaram efeito letal nos 
organismos teste, exceto na amostra de janeiro 
de 2016; nesta amostra o número de nauplii de 
Nitocra sp. reduziu significativamente a partir da 
concentração 50% (LOEC = 50%), traduzindo-se 
em efeito subletal.
As taxas de sobrevivência de M. juniae e o Nitocra 
sp., também apresentaram diferenças significativas 
(Figura 4a e 4b); a taxa de sobrevivência média 

de Nitocra sp. nas amostras CE foi de 89,4% e 
nas amostras SE de 99,5%. Para M. juniae a taxa 
de sobrevivência média foi de 33,5% e 102,3%, 
respectivamente nas amostras CE e SE.
As diferenças estatisticamente significativas (p 
< 0,03) das médias da taxa de reprodução de 
Nitocra sp. (87,3% em CE e de 107,3% em SE) 
apontam para a influência negativa do efluente 
descartado em CE (Figura 5).

Figura 4. Taxas de sobrevivência média (%) de Nitocra sp. (a) e M. juniae 
(b) em amostras de água superficial do baixo estuário do Jundiaí/ Potengi 

(n=18), coletadas a montante da ETE (SE) e na zona de descarga do 
efluente tratado (CE) entre junho de 2015 e dezembro de 2016.

Limite de confiança (LC) = 95 %.

Figura 5. Taxa de reprodução média (%) de Nitocra sp. 
em amostras de água superficial do baixo estuário do Jundiaí/ Potengi 
(n=17), coletadas a montante da ETE (SE) e na zona de descarga do 

efluente tratado (CE) entre junho de 2015 e dezembro de 2016.
Limite de confiança (LC) = 95 %.

Não são muitos os estudos sobre a avaliação 
ecotoxicológica de águas superficiais de regiões 
estuarinas do Brasil (Araújo e Souza-Santos 2013; 
Nilin et al. 2019) e são ainda menos os realizados 
com águas superficiais do baixo EJP. Contudo 

esta região é de extrema importância ambiental 
global e de subsistência para as populações ri-
beirinhas. Já se sabe que regiões que recebem 
efluentes sanitários e escoamentos da drenagem 
urbana convivem com o risco de ocorrência de 
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distúrbios bioquímicos e fisiológicos em sua biota 
(Silva e Abessa 2019). Gurgel et al. 2016 deter-
minaram taxas de mortalidade de M. juniae seis 
vezes superiores às do grupo controle quando 
exposto a águas superficiais do rio Jundiaí, um 
afluente do EJP receptor de efluentes industriais.
Ensaios ecotoxicológicos com o sedimento do 
EJP, em pontos próximos da área estudada nes-
te trabalho, relatam toxicidade aguda para Ti-
buronella viscana e Leptocheirus plumulosus, e 
crônica para Nitocra sp. e Lytechinus variegatus 
(Buruaem et al. 2013; Souza et al. 2016; Lopes 
et al. 2018). Mendonça et al. 2021 realizaram 
ensaios ecotoxicológicos com Nitocra sp. para 
avaliar a qualidade do sedimento do baixo EJP, 
e nenhuma das amostras coletas nas quatro 
campanhas de amostragem foi tóxica para os 
organismos teste, apesar das amostras terem 
apresentado elevada contaminação por metais 
e matéria orgânica. Ainda no EJP há registro de 
contaminação de ostras da espécie Crassostrea 
rhizophorae por metais Cd, Cr, Zn, Cu, Pb e Ni 
(Senez-Mello et al. 2020).
Estudos próximos a áreas de descarga de efluen-
tes domésticos realizados em sedimentos ou em 
águas intersticiais (Araujo et al. 2013; Camargo 
et al. 2015; Campos et al. 2016; Ferraz et al. 
2017), identificaram através do método de ava-
liação da identificação da toxicidade (AIT) me-
tais, compostos voláteis, compostos orgânicos, 
surfactantes e amônia, como responsáveis pelos 
efeitos causados nos organismos. As elevadas 
concentrações de amônia determinadas no ponto 
CE do baixo EJP podem ter contribuído para a 
toxicidade destas amostras manifestada pela 
menor taxa de reprodução dos organismos teste.
O uso de espécies nativas é de suma importância 
em bioensaios para monitoramento ambiental, 
uma vez que como representantes da biota local 
geram dados mais realistas, permitindo uma me-
lhor avaliação da qualidade ambiental (Stringer 
et al. 2014). Assim é possível estabelecer valores 
limite para poluentes individuais utilizando espé-
cies teste brasileiras (Artal et al. 2019).
No Brasil, o copépode estuarino Nitocra sp. es-
tá bem estabelecido como organismo teste em 
bioensaios ecotoxicológicos com sedimentos, por 
ser de fácil manuseio; contudo ainda não está 
padronizado para testes de toxicidade pelas nor-
mas brasileiras (Silva et al. 2018; Artal et al. 2019) 
e a referida espécie ainda não foi determinada.
As duas espécies presentes no Brasil usadas 
nestes ensaios ecotoxicológicos responderam de 
modo diferente às amostras ambientais (águas 
superficiais do baixo EJP). A menor sensibilidade 

de Nitocra sp. avaliando a letalidade pode estar 
associada a uma maior tolerância deste orga-
nismo à amônia não ionizada, considerada por 
Ferraz et al. 2021, um parâmetro adequado para 
avaliar a toxicidade das fases líquida ou sólida 
de uma matriz sedimentar. A presença de amô-
nia em ambientes estuarinos não degradados é 
natural, e resulta do processo de decomposição 
da vegetação de manguezal e da excreção dos 
animais, sendo estimada em 0,2 mg L-1 (Braga et 
al. 2000). O efeito tóxico da N-NH3 naturalmente 
presente no estuário é menor do que a quantidade 
presente em efluentes sanitários.
Maior resistência de copépodes bentônicos ao 
anti-incrustante tributilestanho em relação à me-
nor resistência de copépodes planctônicos foi 
relatada por Costa et al. (2014). Estes autores 
relacionaram a maior resistência de copépodes 
bentônicos a um sistema de desintoxicação mais 
eficiente, eventualmente devido ao distancia-
mento filogenético entre estes taxa de diferentes 
nichos ecológicos.
Entretanto, em ensaios com corantes orgânicos 
dispersos, Nitocra sp. se mostrou mais sensível 
que o anfípodo Parhyale hawaiensis, o que não 
ocorreu quando exposto ao metal zinco, apesar 
do resultado ter sido considerado similarmente 
responsivo (Artal et al. 2019). Os bioensaios que 
analisam efeitos subletais são muito mais sensíveis 
do que os que analisam efeitos letais, indicados 
para ambientes em que é necessária a proteção 
ambiental máxima (Stringer et al. 2014). É por isso 
necessário cuidado ao utilizar apenas Nitocra sp. 
para avaliar ambientes estuarinos.
O uso de náuplios do copépode Tisbe biminiensis 
em testes letais em vez de fêmeas ovadas e/ ou 
a observação da taxa de reprodução se mostrou 
mais sensível do que organismos adultos (Lavo-
rante et al. 2013; Souza-Santos et al. 2015; Régis 
et al. 2018). Assim em futuros trabalhos o uso de 
náuplios de Nitocra sp. em área estuarina deverá 
ser considerado. Ferraz et al. (2021) utilizaram 
náuplios de Nitocra sp. com o objetivo de avaliar 
a toxicidade da água dos poros de sedimentos 
estuarinos próximos a um sistema portuário, po-
rém como não utilizaram fêmeas ovadas não é 
possível comparar a sensibilidade dos náuplios 
com a de organismos adultos.
Na mesma linha, vêm sendo publicados estu-
dos (Nicodemo 2010; Vaz et al. 2013) relatando 
o sucesso e propondo métodos que utilizam 
M. juniae em testes crônicos. Este organismo é 
ideal para águas estuarinas com salinidade pró-
xima a 35 ± 2 ‰, como é o caso do baixo EJP, 
pois as amostras não precisam de ser diluídas. 
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Já Nitocra sp. pode ser utilizado para analisar 
amostras entre 5 e 30 ‰, faixa de sobrevivência 
da espécie determinada por Lotufo e Abessa 
(2002). Dada a gama de concentração de sais 
em que Nitocra sp. sobrevive, é possível a análise 
de um maior número de amostras ao longo do 
corpo hídrico em direção à nascente sem ha-
ver necessidade de aumentar a salinidade das 
amostras. No entanto, o cultivo experimental 
de Nitocra sp. no ECOTOXLab-UFRN em sali-
nidade de 22 e 30 ‰ não apresentou o mesmo 
sucesso reprodutivo quando comparados a 17 
‰, salinidade final adotada para manutenção 
do cultivo e realização dos testes.

4. CONCluSÕeS
Os copépodes do gênero Nitocra encontrados 
no Brasil têm sido cultivados com sucesso para 
ensaios ecotoxicológicos de sedimentos e águas 
intersticiais. A sobrevivência destes organismos 
em águas de salinidade inferior à da água do mar 
(salinidade ótima 17‰; salinidade máxima 30), 
torna-os bons candidatos a bioensaios para ava-
liação de ambientes estuarinos. Neste trabalho, 
Nitocra sp. foi usado como organismo teste na 
análise ecotoxicológica de amostras de águas 
superficiais do EJP. A boa reprodutibilidade dos 
ensaios realizados com a substância de referência 
(dicromato de potássio) também salienta o seu 
potencial como organismo teste. Nos ensaios com 
água superficial estuarina Nitocra sp. foi menos 
sensível às amostras receptoras de efluente tra-
tado (CE) do que M. juniae, ou seja, apresentou 
maior taxa de sobrevivência. Mas considerando 
a diminuição da taxa de eclosão de náuplios de 
Nitocra sp., estes organismos teste foram consi-
deravelmente sensíveis, sugerindo a importância 
da sua utilização juntamente com outras espécies 
de organismos. O uso simultâneo de diferentes 
organismos teste corroborará a representatividade 
dos efeitos da poluição e seus potenciais impactos 
na biota da área em estudo. O estabelecimento 
desta espécie brasileira como organismo teste 
padronizado para ensaios ecotoxicológicos de 
amostras de águas estuarinas superficiais, neces-
sita de mais estudos, incluindo o uso de náuplios 
de Nitocra sp. na avaliação de toxicidade aguda 
e a determinação da espécie que tem vindo a ser 
utilizada no Brasil.
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resumen. El sector ladrillero se caracteriza por la elaboración del ladrillo de forma artesanal donde utilizan técnicas rudimenta-

rias, hornos de baja tecnología y diversos combustibles de poca calidad generando humos negros con gran cantidad de conta-

minantes. Por lo que el objetivo de este estudio fue caracterizar los metales en suelo, HAPs en aire y biomonitoreo de HAPs en 

trabajadores de la zona ladrillera “Las Terceras” San Luis Potosí, México. Con el fin de conocer la exposición laboral se determinó 

la concentración de HAPs en partículas PM10, se caracterizó el suelo de la zona de trabajo y se realizó un biomonitoreo de me-

tabolitos hidroxilados HAPs (OH-HAPs) en orina de los trabajadores. En aire se encontraron 14 de los 16 HAPs prioritarios por la 

Agencia de Protección Ambiental en la fracción de PM10, con una concentración media de 5293,05 µg/m3 (3,11-10510,81). Los 

resultados del análisis químico de los polvos mostraron que están constituidos principalmente de cuarzo (SiO2) y arcillas (SiAlOx) 

con presencia de óxidos de Fe-Ti, fosfatos de tierras raras (Lantano, Cerio, Neodimio Torio), silicatos de zirconio, sulfatos de 

bario, óxidos de zinc. En el biomonitoreo participaron 42 trabajadores ladrilleros, los resultados de la exposición a OH-HAPs en 

orina demostraron la media total de los OH-HAPs de 15,7 (6,92-195) ng/ml. Estos resultados muestran que el monitoreo ocupa-

cional de las zonas ladrilleras es importante debido al escenario de riesgo y a las condiciones precarias de este trabajo, además 

de la alta exposición a contaminantes que afectan la salud de los trabajadores y sus familias, así como la propuesta de estrate-

gias que ayuden a minimizar los impactos ambientales y prevenir los efectos en salud de las poblaciones.

Palabras clave: Ladrilleras; Metales; Polvo; Composición Química; Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos.

Abstract. The brick-making sector is characterized by artisanal brick production using rudimentary techniques, low-tech kilns and 

various low-quality fuels that generate black fumes with a large amount of pollutants. Therefore, the objective of this study was to 

characterize metals in soil, PAHs in air and biomonitoring of PAHs in workers of the "Las Terceras" brick area in San Luis Potosí, 

Mexico. In order to know the occupational exposure, the concentration of PAHs in PM10 particles was determined, the soil of the 

work area was characterized and a biomonitoring of hydroxylated PAH metabolites (OH-HAPs) in the urine of the workers was 

carried out. In air, 14 of the 16 PAHs prioritized by the Environmental Protection Agency were found in the PM10 fraction, with an 

average concentration of 5293.05 µg/m3 (3.11-10510.81). The results of the chemical analysis of the dusts showed that they are 

mainly constituted of quartz (SiO2) and clays (SiAlOx) with presence of Fe-Ti oxides, rare earth phosphates (Lanthanum, Cerium, 

Neodymium Thorium), zirconium silicates, barium sulfates, zinc oxides. The biomonitoring involved 42 brick workers, the results of 

OH-HAPs exposure in urine showed the mean total OH-HAPs of 15.7 (6.92-195) ng/ml. These results show that occupational moni-

toring of brick-making areas is important due to the risk scenario and the precarious conditions of this work, in addition to the high 

exposure to pollutants that affect the health of workers and their families, as well as the proposal of strategies that help minimize 

environmental impacts and prevent health effects on populations.

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

introducción
El crecimiento poblacional ha hecho que el la-
drillo sea la materia prima más importante, por 
sus características que lo hacen idóneo para la 
construcción (Torres 2019). La composición del 

ladrillo es importante para evitar el deterioro de las 
estructuras, sus características se han relacionado 
directamente con la resistencia y la durabilidad 
(Elert et al. 2003). Sin embargo, se ha evaluado 
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la posibilidad de la sustitución de materiales e 
innovación de tecnologías para el cuidado del 
ambiente y la salud (Enciso Urrego et al. 2014).
Aunque este sector tiene gran impacto económico, 
su elaboración sigue siendo artesanal, se utilizan 
técnicas rudimentarias, hornos de baja tecnología 
y diversos combustibles de poca calidad como: 
basura electrónica, plásticos, llantas, madera, en-
tre otros, que generan humos negros con gran 
cantidad de contaminantes (Rajarathnam et al. 
2014) como partículas suspendidas de 10 y 2.5 
micrómetros (PM10 y PM2,5), metales, Hidrocarburos 
Aromáticos Policíclicos (HAPs), dioxinas, y gases 
de efecto invernadero que afectan el ambiente y 
la salud de los trabajadores como de la pobla-
ción aledaña, incrementando su vulnerabilidad a 
enfermedades crónicas.
Los HAPs son compuestos formados por dos o 
más anillos fusionados de benceno (ATSDR 2013) 
que se clasifican en función de sus anillos estruc-
turales como de bajo peso molecular (dos o tres 
anillos) y de alto peso molecular (los que tienen 
más de 4 anillos estructurales). Estos compuestos 
son relevantes para la salud y el ambiente por sus 
características cancerígenas y mutagénicas (IARC 
2010). Los HAPs pueden permanecer largos pe-
riodos de tiempo en el suelo, y por su alta afinidad 
pueden encontrarse en partículas suspendidas, 
por lo que se puede transferir a los seres humanos 
con facilidad a través de la ingestión, inhalación 
o contacto dérmico (Barrán-Berdón et al. 2012). 
El proceso de combustión que tiene los hornos 
ladrilleros es a temperaturas de aproximadamente 
800°C, fase incompleta que permite la liberación 
de HAPs directamente a la atmósfera, en especial 
los de mayor peso molecular y más cancerígenos 
(Barrán-Berdón et al. 2012).
Se ha estudiado la contaminación por HAPs en 
zonas industriales como agrícolas, sin embargo, 
en países en desarrollo como México la presen-
cia de estas sustancias es preocupante por su 
generación en otro tipo de actividades; como la 
combustión de madera en interiores, eliminación 
de basura y la fabricación de ladillos, actividades 
que con frecuencia se llevan a cabo en los patios 
de los hogares, exponiendo a las familias a este 
tipo de sustancias tóxicas.
En México de acuerdo con el Directorio Estadístico 
Nacional de Unidades Económicas (2021), en el 
país hay 10.083 unidades económicas ladrilleras, 
aunque este número podría estar subestimado, 
debido a que es un trabajo precario que no está 
regulado, siendo uno de los trabajos más olvida-
dos, mal remunerados y poco reconocidos (Ortiz 
Herrera et al. 2020). En México son pocos los es-

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

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

evaluación ambiental de HAPs en aire 
Con el fin de conocer la exposición laboral se 
determinó la concentración de HAPs en partí-
culas PM10 durante una semana laboral, del 28 
de noviembre al 4 de diciembre de 2020, con 
un Hi-Vol a un flujo de 16,7 L/min a la altura del 
horno, en filtros de cuarzo durante 8 horas, para 
su análisis se siguió la metodología descrita por 
Bocanegra (2011), en tomar 1/3 del filtro de cuar-
zo y se le adicionan 30 µL de pireno-d10 de 500 
mg/L como estándar surrogado para determinar 
la pérdida de compuestos. Posterior se realizan 
dos procesos de extracción y se filtra para po-
der llevarlo al cromatógrafo de gases acoplado 
a un detector de masas, analizando los 16 HAPs 
prioritarios por la EPA (ATSDR 2013).
Se estimó el riesgo a la salud humana, por la in-
halación de HAPs contenidos en la fracción de 
partículas suspendidas mediante la concentración 
equivalente de Benzo(a)pireno (BaP) mediante el 
uso de un factor de toxicidad equivalente (TEF) 
valor asignado por la EPA (Agencia Protección 
Ambiental) y por La Goy (Nisbet y LaGoy 1992) 
para cada uno de los HAPs. 

Caracterización de polvos de hornos ladrilleros
Para las muestras de polvo se realizó un muestreo 
dirigido, se colectaron 3 muestras de polvo de 
los hornos que permitieron tener acceso. Para 
la obtención, se delimito un área de 1 m2 y con 
ayuda de una brocha se recolectó el material y 
almaceno en bolsas de polietileno. Posteriormen-
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te, la muestra se tamizó en una criba de acero 
inoxidable, recuperando partículas menores de 
250 µm.
Las muestras se montaron en un portamuestras 
con resina epoxídica (Buehler 20-8140-032) y, a 
continuación, se esmerilaron y pulieron con discos 
de papel abrasivo giratorios. A continuación, se 
recubrieron con una fina capa de oro y se analiza-
ron mediante microscopía electrónica de barrido 
(JEOL, JSM-6610LV). El microanálisis se realizó 
con espectroscopia de dispersión de energía de 
rayos X (EDS). Las muestras se caracterizaron 
bajo electrones retrodispersados para determinar 
la composición química y en modo secundario 
para observar la topografía superficial.

evaluación de exposición de OH-PAH en orina 
Se les solicito a los trabajadores la primera orina de 
la mañana, recolectada en botes de polipropileno 
y refrigeradas a -30° hasta su análisis.
La evaluación de los HAPs se realizó mediante la 
evaluación de los metabolitos hidroxilados (OH-
HAPs), con base en el al método establecido por 

la CDC con algunas modificaciones (CDC 2013; 
Díaz de León-Martínez et al. 2021). Esta técnica se 
lleva a cabo por medio de un Isotope Dilution Gas 
Chromatography/Tandem Mass Spectrometry (GC-
MS/MS). Analizando diez metabolitos hidroxilados: 
1-hidroxinaftaleno (1-OH-NAP) y 2-hidroxinaftaleno 
(2-OH-NAP); 2,3 y 9-hidroxiflúoreno (2-OH-FLU, 
3-OH-FLU, 9-OH-FLU); 1,2,3 y 4-hidroxifenantreno 
(1-OH-PHE, 2-OH-PHE, 3-OH-PHE, 4-OH-PHE) 
y 1-hidroxipireno (1-OH-PYR), obtenidos de los 
laboratorios LCG standards (materiales de refe-
rencia del Dr. Ehrenstrofer). Como estándar interno 
se utilizó 25 ppb de 13C6 1-OH-PYR (Cambrigde 
Isotope Laboratories).

resultados y discusión 
evaluación ambiental a HAPs en aire
En la Tabla 1 se muestran las concentraciones 
de 14 de los 16 HAPs prioritarios por la EPA en 
la fracción de PM10, con una concentración me-
diana de 99550,31 ng/m3, siendo los HAPs de 3 
y 4 anillos los más abundantes de las muestras 
analizadas. 

Tabla 1. Concentración de HAPs en aire (ng/m3) del ambiente de trabajo y equivalencias a BaP.

(1)HAPs Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos, (2)Min-max mínimo-máximo, (3)TEF Factor equivalente tóxico, 
(4)BaP

eq
 equivalencia a Benzo (a) Pireno.

     Naftaleno 3258,68 (1034,69-49640,97) 0,001 3,25

  Acenaftileno 3015 (1505,03-75207,86) 0,001 3,01

   Acenafteno 674,46 (26,21-20308,15) 0,001 0,67

     Fluoreno 233,85 (94,96-29620,91)  0,001 0,23

∑Antraceno+Fenantreno 12718,69 (8342,22-2445719,17) 0,01 127,18

  Fluoroantraceno 6284,02 (101,51-8411204,32) 0,001 6,28

        Pireno 4870,11 (776,42-5122319,79) 0,001 4,87

∑Benzo(a)antraceno 12426,97 (1528,02-4413631,68) 0,1 1242,69

        +Criseno 

∑Benzo(b)fluoranteno 33013,55 (308,71-3947638,77) 1 33013,55

   +Benzo (a)pireno 

  ∑Indeno(1,2,3-CD)  95437,30 (6,66-1347478,60) 0,1 9543,73

  pireno+Benzopirileno 

          ∑14HAPs 99550,31 (3117,22-10510813,15)  43945,46

 HAPs(1) n=6       Mediana (min-max) (2) ng/m3  TEF(3)      BaPeq(4)ng/m3

Según la Organización Internacional del Trabajo 
(OIT) cada año mueren 2,3 millones de trabaja-
dores a causa de un accidente o enfermedad 
relacionada con el trabajo, además 313 millones 
de trabajadores sufren de lesiones no mortales 
cada año, lo que implica un impacto económico 
de seguridad y salud en el trabajo (OIT 2017). Se-
gún la Organización Mundial de la Salud (OMS) el 

30 % de los trabajos tiene problemas de calidad 
de aire, trayendo como consecuencias directas 
efectos en la salud. Por lo que, se han generado 
reportes para la prevención de los factores am-
bientales para favorecer el establecimiento de 
directrices con el fin de tener un control de la 
contaminación del aire y prevenir efectos en la 
salud de los trabajadores (OIT 2001; 2017). Estas 
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regulaciones no siempre se cumplen en todos los 
trabajos y menos en las ocupaciones precarias: 
ausentes de regulaciones, vigilancia y servicios de 
seguridad social, como lo es el sector ladrillero.
Para evaluar si las concentraciones de HAPs en-
contradas en este estudio representan un riesgo 
potencial para la salud de los trabajadores, se 
compararon los niveles de HAPs con los valores 
de referencia por inhalación (RfC) propuesto por 
la EPA de 2 ng/m3 el cual protege contra efectos 
en el desarrollo embrionario y con el de la Unión 
Europea en PM10 de 1 ng/m3 valor establecido 
con base a un indicador de riesgo carcinogéni-
co de los HAPs (ATSDR 2013). El valor obtenido 
por equivalencia a BaP fue de 43945,46 ng/m3 el 
cual supera por encima los valores de referencia, 
indicando riesgo y posibles efectos a la salud en 
los trabajadores del ladrillo.
La Administración de Seguridad y Salud Ocupa-
cional (OSHA) estableció un límite para exposición 
a HAPs por metro cubico de aire de 0,2 mg/m3 y 
un límite de exposición permisible (PEL) en jorna-

das laborales de 8 horas para emisiones de aceite 
mineral de 5 mg/m3 y para hornos de coque y de 
brea de alquitrán de hulla con una media de 0,1 
mg/m3, los valores máximos de este estudio son 
superados 2 veces por los límites permisibles de 
esas ocupaciones. Estas ocupaciones son mo-
nitoreadas por la preocupación de exposición a 
contaminantes lo que ha llevado a desarrollar gran 
cantidad de investigaciones y directrices, el sector 
ladrillero deberá ser considerado dentro de estas.
Se detectaron industrias donde se ha evaluado 
los HAPs en aire como lo son: los hornos de co-
que, de alquitrán de hulla, fabricación de hierro 
y acero, fábrica de aluminio y fundiciones, fabri-
cación de electrodos de carbono y la fabricación 
de asfalto (Tabla 2), estos estudios han logrado 
que se les brinde a los trabajadores equipo de 
protección, vigilancia, control y monitoreo. Este 
trabajo, demuestra que la actividad ladrillera tie-
ne niveles muy parecidos de exposición a estas 
ocupaciones y que no se ha considerado dentro 
de labores de alto riesgo.

Tabla 2. Niveles de ∑HAPs en aire en 8 h de trabajo (µg/m3). Comparación 
con valores publicados en literatura científica.

(1)Los valores presentados son mediana (percentil 95-máximo).

         Ladrilleras 6 5293,05 3,11-10510,81 Este estudio

      Hornos de Coque 104 2,77 - (Vimercati et al. 2020)

        Bomberos 24 2,72 0,64-8,1 (Robinson et al. 2008)

     Hornos de coque(1) 40 55,73 315,97-1678,83 (Rossbach et al. 2007)

   Electrodos de grafito(1) 92 15,79 226,82-1848,37  

Producción refractarios(1) 123 38,15 364,80-2764,96  

 Hornos de Coque 11 79,17 8,80-184,55 (Unwin 2006)

 Hornos de Coque 13 70,66 9,93-294,63 (Unwin 2006)

Destilación de alquitrán 12 278,82 51,9-1130,21 (Unwin 2006)

Revestimiento y envoltura 11 263,64 73,34-758,22 (Unwin 2006)
       de tuberías

Destilación del petróleo 8 68,94 15,21-280,03 (Unwin 2006)
  Fundición  1165,75 26,97-120,13 (Unwin 2006)

        Trabajadores de 8 - 386-3670 (Tsai et al. 2002)
   granulación húmeda

Trabajadores del embalaje 22 - 471-4810  

     Planta de piedra 4 12,63 0,71-36,91 (Gündel et al. 2000)
    resistente al fuego

Sector                  n    Media Rango     Referencia

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

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

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

frecuencia fueron 1-OH-PYR, 1-OH-NAP Y 2-OH 
NAP presentes en más del 90 % de los trabajado-
res. La presencia de estos compuestos indica que 
la vía de ingreso al organismo es inhalatoria por 
el bajo peso molecular que los diferencia de los 
otros compuestos. El naftaleno de este estudio se 
podría deber al tipo de combustibles como aceite 
usado utilizado en las zonas ladrilleras. El naftaleno 
se ha considerado como un carcinógeno potencial 
y también puede ser usado como un marcador 
de exposición de HAPs en los lugares de trabajo. 
Según Unwin (2006), el naftaleno es uno de los 
mayores representantes de los HAPs entre el 50-
90 % en los lugares de trabajo, por lo que la EPA 
lo ha declarado como uno de los contaminantes 
atmosféricos más peligrosos (Kamal et al. 2011).
El 1-OH-PYR es el metabolito del pireno y amplia-
mente ha sido utilizado como biormarcador de los 
HAPs en lugares de trabajo. Nuestros resultados 
indican que se detectaron niveles de este metabolito 
en todos los participantes, se observó que el 98 % 
de los participantes presentaron niveles mayores 
a los establecidos por (Jongeneelen 2001) de 0,24 
μmol/mol Cr para personas ocupacionalmente no 
expuestas y no fumadoras. Se propuso el límite de 
2,5 µg/L de exposición biológica para personas 
expuestas al término de la jornada laboral sema-
nal, siendo nuestros valores máximos más altos 
a este valor, al término del día laboral. Asimismo, 
Jongeneelen (2014) propuso el valor de 1,9 μmol/
mol Cr que oriente a trabajadores expuestos y que 
presentan efecto genotóxico en linfocitos, el cual 
el 18 % de los trabajadores están por encima de 
este valor que indica posibles efectos para la salud.
La presencia de los metabolitos en orina indica que 
se están metabolizando los HAPs encontrados 
en aire. La exposición laboral a los hidrocarburos 
está considerada dentro de la IARC (Centro In-
ternacional de Investigaciones sobre Cáncer) co-
mo cancerígena del grupo 1 por ocupaciones de 
riesgo como gasificación del carbón, producción 
de aluminio, producción de coque y pavimenta-
ción de carreteras (WHO & ILO 2021), el sector 
ladrillero no se encontró dentro de la clasificación. 
Los resultados de este estudio muestran similitud 
en la exposición de HAPs con las ocupaciones 
monitoreadas por las agencias internacionales 
en hornos de coque, alquitrán de hulla, aceites 
y carbón negro (Kang et al. 2002; Rossella et al. 
2009; Tsai et al. 2002; Unwin et al. 2006; Vimercati 
et al. 2020). Se ha demostrado que la exposición 
a los HAPS puede ser un factor de riesgo para el 
desarrollo de efectos para la salud de los trabaja-
dores asociados principalmente con marcadores 
de inflamación respiratoria (Barraza-Villarreal et al. 

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

(1)LOD límite de detección del método - (2)Min-máx. mínimo-máximo

1-OH-PYR 1,56 (1,20-2,97) 92,8

4-OH-PHE 1,76 (1,36-2,07) 30,9

2-OH-NAP 2,82 (2,26-3,5) 90,4

1-OH-NAP 1,96 (1,24-3,56) 92,8

9-OH-FLU 187,3 (109,1-220) 45,2

3-OH-FLU 1,74 (1,03-2,18) 28,5

2-OH-FLU 0,75 (0,60-1,50) 42,8

3-OH-PHE 1,01 (0,66-1,46) 23,8

1-OH-PHE 0,74 (0,44-0,99) 30,9

2-OH-PHE 0,95 (0,77-1,76) 14,3

∑-OH-HAPS 15,7 (6,92-195) 95,8

OH-HAPS   Ladrilleros (n=42) > %LOD(1)

Mediana (min-max) (2)

Los resultados indican la alta exposición a HAPs 
debido a la presencia de los diez metabolitos en-
contrados. Los metabolitos encontrados con mayor 
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2015), riesgos a enfermedades cardiovasculares, 
diabetes, dislipidemias, efectos inmunotóxicos y 
daño genotóxico (Poursafa et al. 2017).

Caracterización de suelos de hornos ladrilleros
Los resultados del análisis químico de los polvos 

hornos ladrilleros mostraron que están consti-
tuidos de cuarzo (SiO2) y arcillas (Sial Ox) con 
presencia de óxidos de Fe-Ti, fosfatos de tierras 
raras (lantano, cerio, neodimio torio), silicatos 
de zirconio, sulfatos de bario, óxidos de zinc 
(Figura 1). 

Figura 1. Caracterización de polvos de hornos ladrilleros de 
la zona de "Las Terceras", San Luis Potosí, México.

La arcilla encontrada es la materia prima para la 
elaboración del ladrillo, sus partículas sólidas al 
ser mezcladas con agua vuelven a este material 
maleable, para dar la forma al ladrillo y al per-
der el agua este se endurece permanentemente, 
ladrillo que se forma químicamente de silicatos 
(Norma 2005). Este tipo de compuestos hacen 
que el ladrillo pueda resistir la humedad y el calor.
Las muestras presentaron concentraciones altas 
de Fe2O3 y TiO2 con porcentajes de 45%, óxidos 
que son los elementales para la coloración rojiza 
del ladrillo, color que se adquiere hasta los 700°C, 
lo que indica que las arcillas no tendrán tonalidad 
blanquecina color que se obtiene al tener menos 
del 1% de óxido de hierro (Norma 2005). 
En los resultados se encontró adherido el óxido 
de fierro al óxido de zinc, unión que se carac-
teriza por tener una resistencia a la corrosión 
y a los rayos UV (Kiomarsipour et al. 2013). La 

aplicación de óxido de zinc genera una gama 
de tonalidades para las arcillas, generando la-
drillos utilizados principalmente en las fachadas. 
La aparición de los óxidos en las zonas ladrilleras 
son comunes para dar tonalidad a las arcillas e 
influye en los procesos de sinterización de los 
materiales. Tomar en cuenta la caracterización 
de los materiales podría influir en la regulación 
de la temperatura de los hornos y tiempo de 
cocción (Roa-Bohórquez et al. 2019).
Diversas investigaciones han demostrado que la 
composición química de los ladrillos indica prin-
cipalmente altas cantidades de cuarzo, óxidos de 
zinc, silicatos, arcillas, óxidos de hierro y calcio, 
congruente con lo encontrado en este estudio 
(Elert et al. 2003; Zea 2005; Roa-Bohórquez et 
al. 2019; Soto y Sánchez 2017). Los compuestos 
encontrados son idóneos para la fabricación de 
ladrillos por su plasticidad, volumen, densidad, 
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color, resistente a grandes cambios de tempe-
raturas (Soto y Sánchez 2017).
Sin embargo, en esta zona ladrillera se encontraron 
otros elementos de la familia de los lantánidos, 
conocidos por estar estrechamente unidos y no 
se pueden separados. Elementos que son utiliza-
dos principalmente en la industria de la tecnolo-
gía como: la industria automotriz, petroquímica, 
aleaciones, energía eléctrica, imanes, teléfonos 
móviles (Santos y Vera 2019), estos podrían ser 
ocupados por los trabajadores para generar otras 
fuentes de empleo.
El estudio presenta a su vez debilidades al ser un 
estudio transversal y piloto, número de muestras 
reducidas, ausencia de valores de corte que pue-
da indicar efecto. Sin embargo, los altos niveles 
de HAPs en aire y de OH-HAPs en orina de los 
trabajadores indican un escenario de alto riesgo, 
por lo que debe tomarse en cuenta para realizar 
intervenciones en los trabajadores del sector ladri-
llero, dichas intervenciones podrían basarse en la 
caracterización del material que se está utilizando y 
poder disminuir los impactos en salud y ambiente.

Conclusión
En los hornos ladrilleros se encontraron altos ni-
veles de HAPs en aire, dominados por HAPs de 
4-6 anillos, se observó que estos niveles son si-
milares a los límites de exposición de labores de 
alto riesgo, monitoreada y reguladas por agencias 
internacionales. A su vez, se observaron altos ni-
veles de OH-HAPs, lo que podría indicar que los 
humos liberados en los hornos de trabajo están 
siendo metabolizados por los trabajadores. Ade-
más, al abordar la caracterización química de los 
elementos que hay en la zona de trabajo, se tiene 
un potencial para buscar alternativas de trabajo 
y materiales sostenibles.
Por lo que el sector ladrillero deberá ser tomado 
como un centro laboral sostenible donde se de-
be tomar como pilar fundamental la salud labo-
ral con condiciones de trabajo justas, evitando 
trabajos precarios como en el que se encuentra 
los trabajadores ladrilleros con falta de acceso 
a servicios de salud, servicios sanitarios, largas 
jornadas laborales y salarios bajos, aunado a lo 
anterior se encuentran expuestos a sustancias 
tóxicas parecidas a las de ocupaciones regula-
das con límites de exposición internacionales, 
por lo que debe considerarse a la ocupación 
ladrillera dentro de las labores de alto riesgo 
cancerígeno con el propósito de prevención, 
control y vigilancia para la protección de la sa-
lud promoviendo el trabajo decente que permita 
seguridad ambiental y laboral.
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iNSTruCCiONeS PArA lOS AuTOreS

Acta Toxicológica Argentina (Acta Toxicol. 
Argent.) (ISSN 0327-9286) es el órgano oficial 
de difusión científica de la Asociación Toxico-
lógica Argentina. Integra, desde el año 2007, el 
Núcleo Básico de Revistas Científicas Argenti-
nas y se puede acceder a sus artículos a texto 
completo a través de SciELO Argentina.
Acta Toxicológica Argentina tiene por objetivo 
la publicacón de trabajos relacionados con las 
diferentes áreas de la Toxicología, en forma-
to de artículos originales, reportes de casos, 
comunicaciones breves, actualizaciones o re-
visiones, artículos de divulgación, notas técni-
cas, imágenes, resúmenes de tesis, cartas al 
editor y noticias.
los artículos originales son trabajos de in-
vestigación completos y deben presentarse 
respetando las siguientes secciones: Intro-
ducción; Materiales y métodos; Resultados y 
Discusión (que pueden integrar una sección 
conjunta).
los reportes de casos son descripciones de 
casos clínicos que por sus características sig-
nifiquen un aporte importante a la Toxicología.
las comunicaciones breves son trabajos de 
menor extensión pero con connotación toxico-
lógica novedosa y que signifiquen un aporte al 
campo toxicológico.
las revisiones o actualizaciones compren-
den trabajos en los cuales se ha realizado una 
amplia y completa revisión de un tema impor-
tante y/o de gran interés actual en los diferen-
tes campos de la toxicología.
los artículos de divulgación y artículos espe-
ciales son comentarios de diversos temas de 
interés toxicológico.
las notas técnicas son descripciones breves 
de técnicas analíticas o dispositivos nuevos 
avalados por trabajos experimentales conclu-
yentes.
las imágenes en Toxicología pueden corres-
ponder a imágenes relacionadas con la toxico-
logía, desde lo artístico a los aspectos biológi-
cos: plantas tóxicas, hongos tóxicos, animales 
venenosos, animales ponzoñosos, floraciones 
algales, químicos, alteraciones ambientales, 
casos clínicos, diagnóstico por imágenes (ra-
diografía, electrocardiogramas, ecografías, 
angiografía, tomografía, resonancia magnéti-
ca, microscopía óptica o electrónica, etc.).
El objetivo de la Sección Imágenes en Toxico-
logía es la publicación de imágenes originales 

(1-2 figuras de alta calidad) o clásicas intere-
santes o hallazgos inusuales que faciliten el 
diagnóstico clínico, de laboratorio o eco-epide-
miológico de causas con origen toxicológico.
Las imágenes pueden no ser excepcionales, 
pero sí ilustrativas.
El título debe ser corto y descriptivo. Si la ima-
gen es una imagen clínica, el texto debería ser 
una descripción de la presentación del pacien-
te seguida por puntos relevantes explicativos 
y el diagnóstico final. Las imágenes deberían 
incluir una leyenda descriptiva. Si la imagen 
corresponde a otros puntos de la toxicología, 
se debe incluir una breve descripción 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 clínicos remueva cualquier información 
de identificación del paciente.
El máximo de palabras recomendado es: resu-
men 200, texto 1000 y no más de 12 referencias.
Se aceptará un máximo de 3 autores por 
imagen.
En caso que la imagen no sea original, debe 
acompañarse de la autorización del propietario 
o de quien posea los derechos de la misma, lo 
que debe estar indicado en la nota que se pre-
sente al Comité Editorial de Acta Toxicológica 
Argentina.
los resúmenes de tesis: son resúmenes am-
pliados que describen tesis de Maestría o Doc-
torales aprobadas. Estas deben incluir copia 
de la aprobación de la tesis con la declaración 
jurada del autor y su director. El texto no debe 
superar los 1000 caracteres.

Acta Toxicológica Argentina (en adelante Acta),  
publicará contribuciones en español, portugués 
y/o inglés. Todas serán evaluadas por al menos 
dos revisores; la selección de los mismos será 
atributo exclusivo de los editores. Este proceso 
determinará que el mencionado Comité opte 
por rechazar, aceptar con cambios o aceptar 
para su publicación el trabajo sometido a su 
consideración. La identidad de autores y revi-
sores se mantendrá en forma confidencial.

envío de manuscritos
El envío de manuscritos se realizará a través de 
la sección de Acta Toxicológica Argentina en la 
página web de la Asociación Toxicológica Ar-
gentina (https://toxicologia.org.ar/formulario-
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acta/).

gratuidad de las publicaciones
El envío, revisión, edición y publicación de 
cualquier tipo de material técnico científico o 
de divulgación aceptado por Acta Toxicológi-
ca Argentina es totalmente gratuito para los 
autores, no debiendo estos abonar ningún tipo 
de costo para su publicación ni para ninguna 
de las etapas previas.

Derechos de autor
Acta Toxicológica Argentina es una publica-
ción de acceso abierto y posee una Licencia 
Pública de Creative Commons (CC-BY-NC). 
Los autores conservan los derechos de autor 
y garantizan a la revista el derecho de ser la 
primera publicación 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 Pública de Creative 
Commons que permite compartir el trabajo re-
conociendo su publicación inicial en esta revis-
ta, pudiendo los autores disponer del trabajo 
para el fin que consideren, con la sola excep-
ción de su reproducción con fines comerciales, 
de acuerdo a este tipo de licencia de CC.

Derechos de publicación
Los autores retienen los derechos de publi-
cación. Acta Toxicológica Argentina es una 
publicación de acceso abierto y posee una 
Licencia Pública de Creative Commons (CC-
BY-NC). Los autores conservan los derechos 
de publicación y garantizan a la revista el de-
recho de ser el primer sitio de publicación 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 Pública de Creative Commons que 
permite compartir el trabajo reconociendo su 
publicación inicial en esta revista, pudiendo 
los autores disponer del trabajo para el fin que 
consideren, con la sola exepción de su repro-
ducción con fines comerciales, de acuerdo a 
este tipo de licencia de CC.

Aspectos generales en la preparación del 
manuscrito para artículo original
Los manuscritos deberán redactarse con pro-
cesador de texto (Microsoft  Word versión 2003 
o superior), a doble espacio (incluso los resú-
menes, referencias y tablas) con un tamaño 

mínimo de letra Arial en 12 puntos. Las páginas 
deberán numerarse desde la portada. Las le-
tras en negrita o itálica se usarán sólo cuando 
corresponda.
En la primera página se indicará: título del tra-
bajo, apellido, nombre de autor 1; apellido, 
nombre de autor 2; apellido, nombre de autor 
3; etc.; lugar de trabajo (nombre de la institu-
ción y dirección postal); de haber autores con 
distintos lugares de trabajo se colocarán su-
períndices 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 electrónico del autor 
responsable de la correspondencia (que se in-
dicará con un asterisco en posición de superín-
dice ubicado junto al nombre).
En la segunda página se incluirá el título en in-
glés y el resumen en el idioma del artículo 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, deberá tener un resumen en espa-
ñol. Las palabras clave iniciarán con mayúscu-
la e irán separadas por punto y coma.
introducción. Incluirá antecedentes actuali- 
zados acerca del tema en cuestión y los obje-
tivos del trabajo definidos con claridad.
Materiales y métodos. Contendrá la des- 
cripción de los métodos, aparatos, reactivos y 
procedimientos utilizados, con el detalle sufi-
ciente para permitir la reproducción de los ex-
perimentos.
Consideraciones éticas. En todos los estu-
dios clínicos se deberá especificar el nombre 
del Comité de Ética e Investigación que apro-
bó el estudio y que se contó con el consenti-
miento escrito de los pacientes. En todos los 
estudios con organismos no humanos, se de-
berán especificar los lineamientos éticos con 
respecto al manejo de los mismos durante la 
realización del trabajo.
Análisis estadístico. Se deberán informar las 
pruebas estadísticas 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 utilizó un 
programa estadístico para procesar los datos, 
éste deberá ser mencionado en esta sección.
resultados. Se presentarán a través de una 
de las siguientes formas: en el texto, o median-
te tabla/s y/o figura/s. Se evitarán repeticiones 
y se destacarán sólo los datos importantes. Se 
dejará para la sección Discusión la interpreta-
ción más extensa.
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Las tablas se presentarán en hoja aparte,  
numeradas consecutivamente con números 
arábigos, con las leyendas y/o aclaraciones que 
correspondan al pie. Las llamadas para las acla-
raciones al pie se harán empleando números 
arábigos entre paréntesis y superíndice. Sólo 
los bordes externos de la primera y la última fila 
y la separación entre los títulos de las columnas 
y los datos se marcarán con línea continua. No 
se marcarán los bordes de las columnas. Ase-
gúrese que cada tabla sea citada en el texto. 
Las figuras se presentarán en hoja aparte, nu-
meradas consecutivamente con números ará-
bigos. Los dibujos deberán estar en   condicio-
nes que aseguren una adecuada reproducción. 
Los gráficos de barras, tortas o estadísticas 
deberán tener formato GIF. Los números, letras 
y signos tendrán dimensiones adecuadas para 
ser legibles cuando se hagan las reducciones 
necesarias. Las referencias de los símbolos uti-
lizados en las figuras deberán ser incluidas en 
el texto de la leyenda.
Las fotografías deberán ser realizadas en 
blanco y negro, con buen contraste, en papel 
brillante y con una calidad suficiente (mínimo 
300 dpi) para asegurar una buena reproduc-
ción. Los dibujos originales o las fotografías 
tendrán al dorso los nombres de los autores y 
el número de orden escritos con lápiz. 
Las fotos para la versión electrónica deberán 
ser realizadas en el formato JPEG o GIF, con 
alta resolución. Tanto las figuras como las foto-
grafías deberán ser legibles. El tamaño mínimo 
será media carta, es decir, 21 x 15 cm, a 300 
dpi. En todos los casos se deberá indicar la 
magnificación utilizada (barra o aumento). 
Los epígrafes de las figuras se presentarán ex-
clusivamente en una hoja aparte, ordenadas 
numéricamente y deberán expresar específi- 
camente lo que se muestra en la figura.
Abreviaturas. Se utilizarán únicamente abre-
viaturas normalizadas. Se evitarán las abrevia-
turas en el título y en el resumen. Cuando en el 
texto se emplee por primera vez una abreviatu-
ra, ésta irá precedida del término completo, sal-
vo si se trata de una unidad de medida común.
unidades de medida. Las medidas de longi-
tud, talla, peso y volumen se deberán expresar 
en unidades métricas (metro, kilogramo, litro). 
En los manuscritos en español los números 
decimales deben indicarse con coma, y los mi-
les con punto. En los manuscritos en inglés, 
los decimales deben indicarse con punto y los 
miles, con coma.
Las temperaturas se facilitarán en grados Cel-

sius y las presiones arteriales en milímetros de 
mercurio.
Todos los valores de parámetros hematológi-
cos y bioquímicos se presentarán en unidades 
del sistema métrico decimal, de acuerdo con el  
Sistema Internacional de Unidades (SI). No 
obstante, los editores podrán solicitar que, an-
tes de publicar el artículo, los autores añadan 
unidades alternativas o distintas de las del SI. 
Nomenclatura. En el caso de sustancias quí-
micas se tomará como referencia prioritaria a 
las normas de la IUPAC. Los organismos se 
denominarán conforme a las normas interna-
cionales, indicando sin abreviaturas el género 
y la especie en itálica.
Discusión. Se hará énfasis sobre los aspec-
tos del estudio más importantes y novedosos 
y se interpretarán los datos experimentales en 
relación con lo ya publicado. Se indicarán las 
conclusiones a las que se arribó, evitando la 
reiteración de datos y conceptos ya vertidos 
en secciones anteriores.
Agradecimientos. Deberán presentarse en le-
tra Arial con un tamaño de 10 puntos y en un 
sólo párrafo.

Bibliografía
Parte 1: citas en texto
El nombre del autor y el año de publicación 
aparecen entre paréntesis al final de la oración:

Este reclamo fue refutado más tarde (Jones 
2008).

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

Jones (2008) luego refutó esta afirmación.

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

En 2008, Jones refutó esta afirmación.

Si está citando una parte específica de un do-
cumento (por ejemplo, una cita directa o una 
figura, gráfico o tabla), incluya el número de 
página en la que se encuentra esa información:

"Estos resultados contradicen claramente los 
publicados en 2004 por el laboratorio Smith". 
(Jones 2008, p. 56).
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Más de un autor
Si un documento tiene dos autores, incluya am-
bos apellidos separados por "y". Para trabajos 
con tres o más autores, incluya solo el nombre 
del primer autor, seguido de “et al.”:

... (Andrews y Gray 1995).

... (Gómez et al. 2003).

Múltiples obras de diferentes autores.
Si cita varias fuentes a la vez, enumérelas en 
orden cronológico, o alfabéticamente si se pu-
blicaron dos o más obras en el mismo año, y 
separe cada una con un punto y coma:

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

Múltiples obras del mismo autor publicadas 
en el mismo año.
Si está citando dos o más obras escritas por el 
mismo autor en el mismo año, agregue un iden-
tificador (a, b, c...) para distinguirlas. Use los mis-
mos identificadores en la lista de referencia:

... (Dubois 1976a; Dubois 1976b).
Dubois J. 1976a. Detección de tendencias en...
Dubois J. 1976b. Patrones de distribución de...

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

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

Organizaciones como autores
Si el autor de un documento es una organiza-
ción, corporación, departamento de gobierno, 
universidad, etc., use una forma abreviada de 
la organización 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 información bibliográfica 
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 están dispo-
nibles, se incluyen al citar una fuente, en la si-
guiente secuencia:

libros y otras monografías.
Autor (es) o Editor (es)
Año de publicación
Título
Contenido o designador medio
Edición
Autor (es) secundario (s)
Lugar de publicación
Editor
Paginación
Serie

Artículos de revistas y periódicos.
Autor (es)
Año de publicación
Título del artículo
Contenido o designador medio
Título de revista o periódico
Volumen
Número
Paginación

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 coma y "editor (es)":

Macdonald MB, Kaufman LG, editores.

Más de diez autores.
Incluya siempre los nombres de los primeros 
diez autores. Si hay más de diez, incluya solo 
los primeros diez nombres de autores, segui-
dos de una coma y "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, además de los auto-
res principales, después del título del libro:

Márquez GG. 1988. Amor en tiempos del cóle-
ra. Grossman E, traductor. Nueva York…

Organizaciones como autores
El nombre completo de la organización 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 
acrónimo:

[FAO] Organización de las Naciones Unidas 
para la Alimentación y la Agricultura. 2006. 
Género y derecho: los derechos de las muje-
res en la agricultura...

Título
Incluya tanto el título como los subtítulos, con-
servando la puntuación utilizada en el docu-
mento original. Para libros y títulos de artículos 
de revistas, escriba en mayúscula solo la pri-
mera palabra, así como los nombres propios, 
siglas e iniciales. Todas las palabras importan-
tes en los títulos de las revistas pueden escri-
birse en mayúscula:

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 información adicional con 
respecto a la naturaleza de un documento 
(por ejemplo, disertaciones, tesis, bibliografías 
y ciertos tipos de artículos de revistas, como 
editoriales, cartas al editor, noticias, etc.) Los 
designadores de contenido aparecen entre 
corchetes directamente después del título:

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

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

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

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

lugar de publicación y editorial
El lugar de publicación se refiere a la ciudad 
donde se encuentra el editor. Esta información 
generalmente se encuentra en la portada del 
libro en cuestión, o en el registro del catálogo 
McGill. Si no se puede encontrar un lugar de 
publicación, use las palabras [lugar descono-
cido] entre corchetes. Si aparece más 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 país o incluir el 
código de país ISO de 2 letras (por ejemplo, 
Reino Unido: GB). Para ciudades canadienses 
o estadounidenses, se puede incluir el código 
de provincia o estado de dos letras.

Paginación
Si usa solo una parte de un trabajo publicado 
(es decir, un artículo de revista o un capítulo de 
libro), indique la paginación de la sección a la 
que se refiere. La paginación es opcional si se 
refiere a todo el trabajo.

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

Parte 3: ejemplos (impresos)
Artículo de revista
Autor (es). Año. Título del artículo. Nombre de 
la revista Volumen (Edición): páginas.

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). Año. Título del libro. Edición. Lugar 
de publicación: Editorial.

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

Capítulo en un libro
Autor (es). Año. Título del capítulo. En: Título del 
libro. Edición. Lugar de publicación: Editorial. 
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pags. Páginas del capítulo.

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. Año. Título del 
libro. Edición. Lugar de publicación: 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.

Capítulo o artículo en un libro editado
Autor (es). de la parte. Año. Título del capítulo. 
En: Nombre (s) del editor, editores. Título del 
libro. Edición. Lugar de publicación: Editorial. 
pags. Páginas del capítulo.

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.
 

Artículo en un diccionario o enciclopedia.
Cite como lo haría un artículo 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). Año. Título del libro. Edición. Lugar de 
publicación: Editorial. (Título 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 disertación
Autor (es). Año. Título [designador de conteni-
do]. [Lugar de publicación]: 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). Año. Título del trabajo. En: Nombre 
(s) del editor, editores. Título del volumen. Nú-
mero y nombre de la conferencia; fecha de la 

conferencia; Lugar de la conferencia. Lugar de 
publicación: Editorial. pags. Páginas.

Clarke A, Crame JA. 2003. 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 (electrónicos)
La proliferación de información electrónica ha 
introducido nuevos desafíos, ya que los docu-
mentos pueden existir en varios formatos dife-
rentes. Las fuentes electrónicas se citan de la 
misma manera que sus contrapartes impresas, 
con algunos elementos específicos de Internet 
agregados: un designador medio (consulte la 
descripción anterior), la fecha en que el docu-
mento se modificó o actualizó por última vez (si 
está 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 artículos de revistas electrónicas. General-
mente, un artículo electrónico basado en una 
fuente impresa, en formato PDF, se considera 
inalterable y se cita como un artículo impreso.

Artículo electrónico en formato PDF.
Los artículos en formato pdf, basados en una 
fuente impresa, pueden citarse como un artí-
culo de revista impresa (ejemplo en la Parte 3).

Artículo electrónico en formato HTMl o de 
texto.
Autor (es) Año. Título del artículo. Nombre de la 
revista [designador medio]. [fecha actualizada; 
fecha de cita]; Volumen (Edición): páginas (si 
están disponibles). Disponible en: URL o DOI

Woolf D, Amonette JE, Street-Perrott FA, 
Lehmann J, Joseph S. 2010. Sustainable bio

Al ver artículos de revistas en línea, los enla-
ces que aparecen en el cuadro de dirección 
de su navegador pueden ser temporales y 
dejarán de funcionar después de unos días. 
Muchas bases de datos y editores propor-
cionarán un enlace permanente o persisten-
te, o buscarán el DOI (identificador de objeto 
digital) del artículo, que a menudo aparece 
junto con el resto de la información de citas.
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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/v1/
n5/full/ncomms1053.html

libro electrónico
Autor (es) o Editor (es). Año. Título del libro 
[designador medio]. Edición. Lugar de publi-
cación: 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 

Artículo en un diccionario electrónico o 
enciclopedia.
Cita como lo harías con un artículo en un libro 
electrónico

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

Sitio web
Título del sitio web [designador medio]. Fecha 
de publicación. Lugar de publicación: 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 línea
Autor (es) Fecha de publicación. Título [desig-
nador medio]. Edición. Lugar de publicación: 
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 Toxicológica Argentina (Acta Toxicol. Ar-
gent.) (ISSN 0327-9286) is the official publica-
tion for scientific promotion of the Asociación 
Toxicológica Argentina. It is a member of the 
Núcleo Básico de Revistas Científicas 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 Toxicológica 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-
cológica 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 Toxicológica 
Argentina (henceforth Acta) in Spanish, Portu-
guese or English. All submissions will be evalu-
ated by at least two independent reviewers, 
selected by the editors. The Editorial board will 
base its decision to reject, accept with changes 
or accept for publication the submitted article 
on these reviews. The identity of authors and 
reviewers will not be disclosed throughout this 
process. 

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

Free publishing costs
The submission, reviewing, editing and pub-
lishing of any kind of scientific or technical ma-
terial or of any disclosure material accepted by 
Acta Toxicological Argentina is totally free for 
authors, not having to pay any cost for its pub-
lication or for any of the previous stages.
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Copyright
Acta Toxicológica 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 Toxicológica Argentina is a open access 
journal and has a Creative Commons Pub-
lic License (CC-BY-NC). Authors retain the li-
cense of their article and the publication rights 
on their work; nevertheless, they guarantee 
the journal the right to be the first in its pub-
lication. Authors retain the license and rights 
to their work under the guidelines of the li-
cense CC BY-NC, Creative Commons Public 
License http://creativecommons.org/licenses/
bync/2.5/ar/". They can freely share their work 
(recognizing its initial publication in this journal) 
with the sole exception of reproduction of the 
work published for commercial purposes, ac-
cording to this kind of CC license.

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

If the article is written in English, then the ab-
stract in Spanish must be provided. Keywords 
must be headed by capital letters and sepa-
rated by semicolons.
introduction. It should include updated back-
ground references and clearly stated study 
goals.
Materials and methods. This section should 
describe the methods, devices, reagents and 
procedures used, sufficiently detailed to en-
able the experiments to be reproduced.
ethical considerations. All clinical studies 
must specify the name of the Ethics and Re-
search Committee responsible for the approv-
al of the study, as well as the patients’ written 
consenT. Studies involving non human experi-
mental subjects must give assurance that ethi-
cal guidelines for the protection of animal han-
dling and welfare were followed.
Statistical analysis. The statistical tests em-
ployed should be properly explained and justi-
fied to allow verification by other researchers. 
If statistical software was used to process 
data, it should be mentioned.
results can be showed through one of the fol-
lowing formats: text, tables or figures. Authors 
should avoid repetition, and only the relevant 
data should be presented. An extensive inter-
pretation of the results should be left for the 
Discussion section.
Tables must be typed in separate pages and 
numbered consecutively with Arabic numerals 
in order of appearance in the texT. Legends or 
explanations should be included as footnotes. 
Marks for footnotes must be superscript Ara-
bic numerals in parentheses. Continuous lines 
may be only used for the outer borders of the 
first and last row and to separate columns and 
data titles, not for outer borders of columns. 
Please make sure that each table is cited in 
the text.
Figures should be numbered consecutively 
with Arabic numerals and presented in separate 
pages. Drawings must be of good enough qual-
ity to ensure adequate reproduction. Bar, pie or 
statistical charts must be prepared in GIF for-
maT. Numbers, letters and signs within figures 
must be of the appropriate size to be legible 
when the final sizing takes place. All signs used 
must have a reference in the figure caption.
Black-and-white only photographs should 
have proper contrast and a minimum resolu-
tion of 300 dpi. Submit all original drawings and 
photographs in glossy paper with the authors’ 
name and figure number written in pencil in the 
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back. For the electronic submission, photo-
graphs should be in high resolution JPEG or GIF 
formats. Both figures and photographs must 
be clearly legible. The minimum size for figures 
is half-letter paper size (21 x 15 cm) at 300 dpi. 
Magnification must be indicated whether by a 
scale bar or the magnification number.
Present figure captions in a separate page, ac-
cordingly numbered. Only the elements visible 
in the corresponding figure must be included in 
the caption.
Abbreviations. Authors should only use con-
ventional abbreviations, avoiding their use in 
the title and abstracT. When an abbreviation is 
first introduced in the text it must be preceded 
by the full term, except in the case of unit mea-
sures.
unit measures. Length, size, weight and vol-
ume measures should be expressed according 
to the metric system (meter, kilogram, liter or 
their decimal multiples). Temperatures will be 
provided in degrees Celsius; blood pressure in 
millimeters of mercury. Decimals should be in-
dicated by a point and thousands by a comma.

All hematological and biochemical parameters 
should follow the metric system, according to 
the International System of Units (SI). Howev-
er, editors could require that alternate units be 
provided before publication.
Nomenclature. For chemicals, authors should 
primarily adhere to IUPAC norms. Designate 
organism names according to international 
norms by stating the unabbreviated genus and 
species in italic.
Discussion. Emphasis should be placed on the 
most relevant and novel aspects of the study. 
Interpret experimental data in terms of previ-
ous published findings. Include conclusions 
without repeating data and concepts stated 
elsewhere.
Acknowledgements. Limit to a single para-
graph, using Arial 10 lettering.

references.
Part 1: in-text citations 
The author’s name and the year of publication 
are listed in parentheses at the end of the sen-
tence: 
This claim was later refuted (Jones 2008). 
If the author’s name is clearly mentioned in the 
text, it can be directly followed by the year of 
publication, in parentheses: 

Jones (2008) later refuted this claim. 

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. 2003).

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

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

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

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

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

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

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

… (FAO 2006).

Part 2: reference list 
The reference list comes at the end of your pa-
per and includes full bibliographic information 
for all of the sources cited in the texT. The ref-
erences are listed in alphabetical order by first 
author last name. 

Components of references in 
the reference list 
The following components, if available, are in-
cluded when citing a source, in the following 
sequence: 
Books and other monographs 
Author(s) or Editor(s) 
Year of publication 
Title 
Content or medium designator 
Edition 
Secondary author(s) 
Place of Publication 
Publisher 
Pagination 
Series 
Journal and newspaper articles 
Author(s) 
Year of publication 
Article title 
Content or medium designator 
Journal or newspaper title 
Volume 
Issue 
Pagination 

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

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

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

Macdonald MB, Kaufman LG, editors. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Part 3: examples (print) 
Journal article 
Author(s). Year. Article title. Journal name. 
Volume(Issue): Pages. 

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

Book 
Author(s). Year. Book Title. Edition. Place of 
Publication: Publisher. 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Conference papers or proceedings 
Author(s). Year. Title of paper. In: Editor name(s), 
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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.

editors. Title of Volume. Number and name of 
conference; date of conference; location of 
conference. Place of publication: Publisher. p. 
Pages.

Clarke A, Crame JA. 2003. Importance of his-
torical processes in global patterns of diversity. 
In: Blackburn TM, Gaston KJ, editors. Macro-
ecology: concepts and consequences. Pro-
ceedings of the 43rd annual symposium of the 
British Ecological Society; 2002 Apr 17-19; Bir-
mingham. Malden (MA): Blackwell. p. 130-152.

Part 4: examples (electronic) 
The proliferation of electronic information has 
introduced new challenges, as documents can 
exist in several different formats. Electronic 
sources are cited in the same way as their print 
counterparts, with some internet-specific items 
added: a medium designator (see description 
above), the date the document was last modified 
or updated (if available), the date cited, and the 
document URL or DOI (digital object identifier)
 

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

 

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

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

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

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

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

Article in an electronic dictionary or ency-
clopedia 
Cite as you would an article in an electronic 
book 

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

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

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

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

Kruse JS. 2007. Framework for sustainable 
soil management: literature review and synthe-
sis [Internet]. Ankeny (IA): Soil and Water Con-
servation Society; [cited 2008 Aug 3]. Available 
from: 
http://www.swcs.org/documents/filelibrary/
BeyondTliteraturereview.pdf
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Acta Toxicológica Argentina (Acta Toxicol. Ar-
gent.) (ISSN 0327-9286) é o órgão oficial de di-
fusão científica da Associação Toxicológica Ar-
gentina. Integra desde o ano de 2007 o Núcleo 
Básico de Revistas Científicas Argentinas, tem 
acesso a artigos e textos completos através da 
SciELO Argentina. Acta Toxicológica Argentina 
tem como objetivo a publicação de trabalhos 
relacionados com diferentes áreas da Toxicolo-
gia, em formato de artigos originais, relatos de 
casos, comunicações breves, atualizações ou 
revisões, artigos de divulgação, imagens, resu-
mos da tese, notas técnicas, cartas ao editor e 
notícias.
Os artigos originais são trabalhos de pes-
quisa completos e devem ser apresentados 
respeitando as seguintes seções: Introdução; 
Materiais e métodos; Resultados e Discussão 
(que podem integrar uma seção anexa).
Os relatos de casos são descrições de ca-
sos clínicos que tenham em suas caracterís-
ticas um significado ou aporte importante à 
Toxicologia.
As comunicações curtas são trabalhos de 
menor extensão, mas, com conotação toxico-
lógica inovadora e com um aporte importante 
ao campo toxicológico.
As revisões ou atualizações compreendem 
trabalhos nos quais se tenha realizado uma 
ampla e completa revisão de um tema impor-
tante e/ou de grande interesse atual nos dife-
rentes campos da toxicologia.
Os artigos de divulgação e artigos especiais 
são comentários de diversos temas de interes-
se toxicológico.
As notas técnicas são descrições breves de 
técnicas analíticas ou dispositivos novos ou 
apoiados por trabalhos experimentais conclu-
sivos.
As imagens em Toxicologia podem corres-
ponder a imagens relacionadas à toxicologia, 
dos aspectos artísticos aos biológicos: plantas 
tóxicas, cogumelos tóxicos, animais veneno-
sos, animais venenosos animais venenosos, 
animais venenosos, florações de algas, quí-
micos, alterações ambientais, casos clínicos, 
diagnóstico por imagem (raios X, eletrocardio-
gramas, ecografias, angiografia, tomografia, 
ressonância magnética, microscopia óptica ou 
eletrônica, etc.).
O objetivo da Seção Imagens em Toxicologia é 

a publicação de imagens originais (1-2 figuras 
de alta qualidade) ou clássicos interessantes 
ou descobertas incomuns que facilitem diag-
nóstico clínico, laboratorial ou eco-epidemio-
lógico com origem toxicológica.
As imagens podem não ser excepcionais, mas 
sim ilustrativas.
O título deve ser curto e descritivo. Se a ima-
gem é uma imagem clínica, o texto deve ser 
uma descrição da apresentação do paciente 
seguido de pontos explicativos relevantes e 
o diagnóstico final. As imagens devem incluir 
uma legenda descritiva. Se a imagem corres-
ponde a outros pontos da toxicologia uma bre-
ve descrição do contexto deve ser incluída no 
texto. Favor usar setas ou sinais para identifi-
car pontos de interesse na imagem. Nos casos 
clínicos, favor remover qualquer caso de iden-
tificação de pacientes.
O máximo de palavras recomendada é: resumo 
200, texto 1000 e não mais de 12 referências.
Será aceito um máximo de 3 autores por ima-
gem.
Caso a imagem não seja original, ela deve ser 
acompanhada pela autorização do proprietário 
ou quem quer que seja o proprietário dos direi-
tos, deve ser indicada na nota a ser submetida 
ao Editorial ao Conselho Editorial da Acta To-
xicológica.
resumos de tese: Resumos ampliados que 
descrevem teses de Mestrado e Doutorado 
aprovadas. Estas devem incluir cópia da apro-
vação da tese com a declaração juramentada 
do autor e seu orientador. O texto não deve ul-
trapassar 1000 caracteres.
Acta Toxicológica Argentina (em adiante Acta) 
publicará contribuições em espanhol, portu-
guês e/ou inglês. Todas serão avaliadas por 
pelo menos dois revisores; a seleção dos mes-
mos será atributo exclusivo dos editores. Este 
processo determinará que o mencionado Co-
mitê opte por rejeitar, aceitar com alterações ou 
aceitar para publicação o trabalho submetido à 
sua consideração. A identidade dos autores e 
revisores será mantida de forma confidencial.

envio de trabalhos
Os manuscritos devem ser submetidos através 
do Acta Toxicológica Argentina en la página 
web de la Asociación Toxicológica Argentina 
(https://toxicologia.org.ar/formulario-acta/).

iNSTruÇÕeS PArA OS AuTOreS
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gratuidade das publicações
O envio, revisão, edição e publicação de qual-
quer tipo de material técnico científico ou de 
divulgação aceito pela Acta Toxicológica Ar-
gentina é completamente livre de custos para 
os autores, que não são obrigados a pagar 
nenhum tipo de custo de publicação ou para 
qualquer uma das etapas anteriores.
Direitos autorais
Os autores retêm os direitos da publicação. 
Acta Toxicológica Argentina é um acesso aber-
to e detém uma Licença Pública Creative Com-
mons (CC-BY-NC). Os autores conservam os 
direitos de publicação e garantia à revista o 
direito para ser o primeiro local de publicação 
do trabalho. Os autores retêm o direito ao seu 
trabalho sob o Regras da licença CC do tipo 
BY-NC "http://creativecommons.org/licenses/
by-nc/2.5/ar/"Licença Pública Creative Com-
mons que permite compartilhar o trabalho, 
reconhecendo sua publicação inicial nesta re-
vista, os autores podem dispor da obra para 
qualquer finalidade que considerem adequada, 
com a única exceção de sua reprodução para 
fins comerciais, de acordo com este tipo de li-
cença CC.
Direitos de publicação
Os autores conservam os direitos de publica-
ção. Acta Toxicológica Argentina é um acesso 
aberto
publicação de livre acesso e detém um Licença 
Pública Creative Commons (CCBY-NC). Os au-
tores retêm os direitos de publicação direitos 
de publicação e conceder à revista o direito de 
ser a primeira ser o primeiro site de publicação 
da obra. do trabalho. Os autores retêm o direi-
to de publicar seu trabalho de acordo com as 
regras do a licença CC BY-NC, "http://creati-
vecommons.org/licenças/by-nc/2.5/ar/" Licen-
ça Pública Creative Commons que permite que 
o trabalho seja compartilhado, reconhecendo 
sua publicação inicial nesta revista, com os 
autores os autores podem utilizar a obra para 
qualquer finalidade a única exceção de sua re-
produção para fins comerciais de acordo com 
este tipo de licença CC.

Aspectos gerais na preparação do manus-
crito para artigo original
Os manuscritos devem ser escritos usando um 
processador de texto (Microsoft Word versão 
2003 ou superior), espaçamento duplo (incluin-
do resumos, referências e tabelas) fonte Arial 
e tamanho mínimo 12. As páginas devem ser 
numeradas a partir da página de título. Negri-

to ou itálico ou itálico deve ser usado somente 
quando apropriado.
Na primeira página deve ser indicado: título do 
artigo, nomes e sobrenome (sobrenome Autor 
1, nome;  sobrenome Autor 2, nome; sobre-
nome Autor 3, nome;  etc. etc.) de todos os 
autores, local de trabalho (nome da instituição 
e endereço postal); se houver autores com di-
ferentes locais de trabalho, os sobrescritos nu-
méricos devem ser utilizados- não colocar en-
tre parênteses - ao lado dos nomes, de modo a 
identificar cada autor com seu respectivo local 
de trabalho; fax e/ou e-mail do autor responsá-
vel pela correspondência (a ser indicada com 
um asterisco em sobrescrito ao lado do nome).
A segunda página deve incluir o título em in-
glês e o resumo no idioma do artigo e em in-
glês, cada uma seguida por uma lista de três 
a seis palavras-chave m no idioma correspon-
dente. Se o artigo for escrito em inglês, deve 
ter um resumo em espanhol. As palavras-cha-
ve devem começar com uma letra maiúscula e 
separados por ponto-e-vírgula.
introdução. Deve incluir antecedentes atuali-
zados sobre o tema em questão e objetivos do 
trabalho definidos com clareza.
Materiais e métodos. Deverá conter a des-
crição dos métodos, equipamentos, reativos 
e procedimentos utilizados, com detalhes su-
ficientes para permitir a repetição dos experi-
mentos.
Considerações éticas. Em todos os estudos 
clínicos deverá estar especificado o nome do 
Comitê de Ética e Investigação que aprovou 
o estudo e que foi realizado com o consenti-
mento escrito dos pacientes. Em todos os es-
tudos com organismos não humanos, devem 
estar especificadas os procedimentos éticos 
com respeito ao manejo dos mesmos durante 
a realização do trabalho.
Análises estatísticas. Devem ser informadas 
as provas estatísticas com detalhe suficiente 
para que os dados possam ser revisados por 
outros pesquisadores descrevendo detalhes 
de cada uma delas. Se for utilizado um progra-
ma estatístico para processar os dados, este 
deverá ser mencionado nesta seção.
resultados. Deverão ser apresentados atra-
vés de uma das seguintes formas: no texto, ou 
através de tabelas e/ou figura/s. Deverão ser 
evitadas repetições e serão destacados so-
mente dados importantes. Deverá ser deixada 
para a seção Discussão a interpretação mais 
extensa.
As tabelas deverão ser apresentadas em fo-
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lha à parte, numeradas consecutivamente com 
números arábicos, com as descrições corres-
pondentes no rodapé. Os avisos para escla-
recimentos de rodapé deverão ser realizados 
empregando números arábicos entre parênte-
ses e sobrescrito. Somente as bordas externas 
da primeira e última linhas e a separação entre 
os títulos das colunas e os dados deverão ser 
marcados com linha contínua. Não marcar as 
bordas das colunas. Assegurar-se de que cada 
tabela seja citada no texto.
As figuras deverão ser apresentadas em fo-
lhas à parte, numeradas consecutivamente 
com números arábicos. Os desenhos deverão 
estar em condições que assegurem uma ade-
quada repetição. Os gráficos de barras, pizza, 
ou estatísticas deverão estar no formato GIF. 
Os números, letras e sinais deverão ter dimen-
sões adequadas para serem legíveis quando 
necessário reduções. As referências dos sím-
bolos utilizados nas figuras deverão ser incluí-
das no texto da legenda.
As fotografias deverão ser feitas em branco 
e preto, com contraste, em papel brilhante e 
com qualidade suficiente (mínimo 300 dpi) 
para assegurar uma boa reprodução. Nos de-
senhos originais ou fotografias deverão cons-
tar, no verso, os nomes dos autores e número 
de ordem escritos com lápis.
As fotos para versão eletrônica deverão ser 
realizadas em formato JPEG ou TIFF, com alta 
resolução. Tanto as figuras quanto as fotogra-
fias deverão ser legíveis. O tamanho mínimo 
deverá ser de média carta, ou seja, 21 x 15 cm, 
a 300 dpi. Em todos os casos deverá estar in-
dicado o aumento (barra o aumento).
O título das figuras deverá ser apresentado 
exclusivamente em folha à parte, ordenadas 
e numeradas, e deverão expressar especifica-
mente o que mostra a figura.
Abreviaturas. Serão utilizadas unicamente 
abreviaturas normalizadas. Deverão ser evi-
tadas as abreviaturas no título e no resumo. 
Quando no texto se empregar pela primeira 
vez uma abreviatura, esta deverá ir precedida 
do termo completo, com exceção se tratar-se 
de uma unidade de medida comum.
unidades de medida. As medidas de lon-
gitude, tamanho, peso e volume deverão ser 
expressas em unidades métricas (metro, qui-
lograma, litro) ou seus múltiplos decimais. As 
temperaturas serão expressas em graus Cel-
sius e as pressões arteriais em milímetros de 
mercúrio. Todos os valores de parâmetros he-
matológicos e bioquímicos deverão ser apre-

sentados em unidades do sistema métrico de-
cimal, de acordo com o Sistema Internacional 
de Unidades (SI). Não obstante, os editores 
poderão solicitar que, antes de publicar o arti-
go, os autores agreguem unidades alternativas 
ou diferentes das do SI.
Nomenclatura. No caso de substâncias quí-
micas será tomada como referência prioritária 
as normas da IUPAC. Os organismos serão 
denominados conforme as normas internacio-
nais, indicando sem abreviaturas o gênero e a 
espécie em itálico.
Discussão. Terá ênfase sobre os aspectos 
mais importantes e inovadores do estudo, e 
serão interpretados dados experimentais em 
relação com o que já foi publicado. Serão indi-
cadas as conclusões, evitando reiterar dados e 
conceitos já citados em seções anteriores.
Agradecimentos. Deverão ser apresentados 
em letra Arial, tamanho 10 e em um parágrafo.

Bibliografia

Parte 1: citações no texto
O nome do autor e ano de publicação apare-
cem entre parênteses no final da frase:

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

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

Jones (2008) posteriormente refutou essa 
afirmação.

Se o nome do autor e o ano forem claramente 
mencionados no texto, não é necessário incluir 
uma referência entre parênteses:

Em 2008, Jones refutou essa afirmação.

Se você está citando uma parte específica de 
um documento (por exemplo, uma citação di-
reta ou uma figura, gráfico ou tabela), inclua o 
número da página onde essas informações po-
dem ser encontradas:

"Esses resultados contradizem claramen-
te o publicado

em 2004 pelo laboratório Smith". (Jones 2008, 
p. 56).
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Mais de um autor
Se um documento tiver dois autores, inclua 
ambos os sobrenomes separados por "e". 
Para trabalhos

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

... (Andrews e Gray 1995).

... (Gómez et al. 2003).

Múltiplas obras de diferentes autores.
Se citar várias fontes ao mesmo tempo, liste
-as em ordem cronológica, se foram publica-
dos duas ou mais obras no mesmo ano liste-as 
em ordem alfabética, e separe cada uma por 
ponto e vírgula:

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

Vários trabalhos publicados pelo mesmo 
autor no mesmo ano.
Se você está citando duas ou mais obras escri-
tas pelo mesmo autor no mesmo ano, adicione 
um identificador (a, b, c ...) para distingui-los. 
Use os mesmos identificadores na lista de re-
ferência:

... (Dubois 1976a; Dubois 1976b).
Dubois J. 1976a. Detecção de tendência 
dentro...
Dubois J. 1976b. Padrões de distribuição 
de ...

Citando uma fonte secundária ou indireta
Se deseja citar uma fonte que já é citada em 
outro documento, é sempre melhor consultar e 
fazer a citação da fonte original. No entanto, se 
não conseguir localizar e verificar o documento 
original, você deve citar a fonte secundária e 
ao mesmo tempo reconhecer o autor da ideia 
original tanto na citação no texto quanto na re-
ferência final:

... (Rawls 1971, citado em Brown 2008)
Rawls J. 1971. A Theory of Justice. Cam-
bridge (MA): Belknap Press. Citado em: 
Brown PG. 2008. The Commonwealth of 
Life: Economics para uma Terra flores-
cente. 2ª ed. Montreal (QC): Black Rose 
Books.

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

ção, corporação, departamento governamen-
tal, universidade etc., use uma forma abreviada 
da organização na citação no texto, mantendo 
a primeira letra de cada palavra do nome, ou 
alguma outra abreviatura reconhecida:

... (FAO 2006).

Parte 2: lista de referências
A lista de referências está no final de seu tra-
balho e inclui informações bibliográficas com-
pletas de todas as fontes citadas no texto. As 
referências são listadas em ordem alfabética 
pelo sobrenome do primeiro autor.

Componentes de referências na lista de re-
ferências.
Os seguintes componentes, se disponíveis, 
são incluídos ao citar uma fonte, na seguinte 
sequência:

livros e outras monografias.
Autor (es) ou Editor (es)
Ano de publicação
Título
Conteúdo ou designador médio
Edição
Autor (es) Secundário (s)
Local de publicação
Editor
Paginação
Série

Artigos de revistas e periódicos/jornais.
Autor (es)
Ano de publicação
Título do artigo
Conteúdo ou designador médio
Título de revista ou jornal
Volume
Número
Paginação

Autor (es) ou editor (es)
Liste os sobrenomes e iniciais dos autores na 
ordem em que aparecem no documento origi-
nal, e separe cada um com uma vírgula.

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

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

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

Autor (es) Secundário (s)
Os autores secundários incluem tradutores, 
ilustradores, editores ou produtores, e podem 
ser incluídos na referência, além dos autores 
principais, após o título do livro:

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

Organizações como autores
O nome completo da organização deve ser 
identificado na lista de referências, mas pre-
cedido pela abreviatura usada no texto, entre 
colchetes. Ordene a referência em ordem alfa-
bética pelo nome completo, não por acrônimo:

[FAO] Organização das Nações Unidas 
para Alimentos e Agricultura. 2006. Gêne-
ro e direito: direitos das mulheres na agri-
cultura ...

Título
Inclui o título como os subtítulos, mantendo a 
pontuação usada no documento original. Para 
livros e títulos de artigos de revistas, escreva 
em maiúsculo somente a primeira palavra, bem 
como nomes próprios, siglas e iniciais. Todas 
as palavras importantes nos títulos das revis-
tas podem ser escritas em letras maiúsculas:

Livro: Cultura de células vegetais: méto-
dos essenciais
Revista: Canadian Journal of Animal 
Science

Designador de conteúdo
Os designadores de conteúdo descrevem o 
formato de um documento e podem ser usa-
dos para fornecer informações adicionais em 
relação à natureza de um documento (por 
exemplo, dissertações, teses, bibliografias e 
certos tipos de artigos de revistas, como edito-
riais, cartas ao editor, notícias etc.) Os designa-
dores de conteúdo aparecem entre colchetes 
logo após o título:

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

Designador médio
Os designadores médios indicam que o do-
cumento está em um formato não impresso, 
como " DISQUETES, "CD-ROM" ou "Internet". 
É requerido designadores médios e aparecem 
entre colchetes logo após o título:

Gooderham CB. 1917. Doenças das abe-
lhas [DISQUETES]. Ottawa ...

local de publicação e editorial
O local de publicação refere-se à cidade onde 
o editor está localizado. Esta informação é 
normalmente encontrada na capa do livro em 
questão, ou no registro do catálogo McGill. Se 
não encontrar o lugar de publicação, use as 
palavras [lugar desconhecido] entre colchetes. 
Se aparecer mais de uma cidade, use apenas 
a primeira que aparecer. Certas cidades po-
dem estar sozinhas (por exemplo, Nova York), 
mas para evitar confusão, se pode escrever o 
nome do país ou incluir o Código ISO de 2 le-
tras do país (por exemplo, Reino Unido: GB). 
Para cidades canadenses ou estadunidenses, 
se pode incluir o código do estado ou província 
de duas letras.

Paginação
Se você usar apenas parte de um trabalho pu-
blicado (isto é, um artigo de revista ou um ca-
pítulo de livro), indique a paginação da seção 
que se refere. A paginação é opcional se fizer 
referência a todo o trabalho.

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

Parte 3: exemplos (impresso)
Artigo de revista

Autor (es). Ano. Título do artigo. Nome da revis-
ta. Volume (edição): páginas.

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

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

Capítulo em um livro
Autor (es). Ano. Título do capítulo. In: Título de 
livro. Edição. Local de publicação: Editoria. 
pags. Páginas do capítulo.

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

livro editado
Nome (s) do editor, editores. Ano. Título do li-
vro. Edição. Local de publicação: Editora.

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

Capítulo ou artigo em um livro editado

Autor (es). da parte. Ano. Título do capítulo. In: 
Nome (s) do editor, editores. Título do livro. Edi-
ção. Local de publicação: Editorial. pags. Pági-
nas do capítulo.

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

Artigo em um dicionário ou enciclopédia.

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

livro de série
Autor (es). Ano. Título do livro. Edição. Local 
de publicação: Editorial. (Título da série; vol. #)

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

Tese ou Dissertação
Autor (es). Ano. Título [designador de conteú-
do]. [Local de publicação]: Editor (frequente-
mente uma universidade).

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

Documentos de conferência ou atas
Autor (es). Ano. Título do trabalho. Em: nome 
(s) do (s) editor (es), editores. Título do volume. 
Número e nome da conferência; data da con-
ferência; Local da conferência. Local de publi-
cação: Editorial. p. Páginas.

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

Parte 4: exemplos (eletrônico)
A proliferação de informações eletrônicas in-
troduziu novos desafios, como os documentos 
que podem existir em vários formatos diferen-
tes. Fontes eletrônicas são citadas da mesma 
forma que suas homólogos impressas, com 
alguns elementos específicos da Internet agre-
gados: um designador médio (ver descrição 
anterior), a data do documento foi modificada 
ou atualizada pela última vez (se está disponí-
vel), a data citada e a URL do documento ou o 
DOI (identificador de objeto digital).

As opiniões divergem sobre a melhor 
maneira de citar artigos de periódi-
cos eletrônicos. Geralmente, um arti-
go eletrônico baseado em uma fonte 
impressa, em formato PDF, é consi-
derada inalterável e citado como um 
artigo impresso.

Artigo eletrônico em formato PDF.
Artigos em formato pdf, baseados em uma 
fonte impressa, podem ser citados como arti-
gos de revista impressa (exemplo na Parte 3).
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Artigo eletrônico em formato HTMl 
ou texto.
Autor (es) Ano. Título do artigo. Nome da revis-
ta [designador médio]. [data atualizada; Data 
da citação]; Volume (edição): páginas (se esti-
verem disponíveis). Disponível em: URL ou DOI

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

livro eletrônico
Autor (es) ou Editor (es). Ano. Título do livro [de-
signador médio]. Edição. Local de publicação:

editorial; [data atualizada; data da citação]. 
Disponível em: URL

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

Artigo em um dicionário eletrônico ou enci-
clopédia.
Cite como faria com um artigo de livro Eletrô-
nico

Allaby M, editor. 2006. photosynthesis. 
In: Dictionary of Plant Sciences [Internet]. 
Rev. ed. Oxford: Oxford University Press; 
[citado em 31 de agosto de 2010]. Dispo-
nível em: www.oxfordreference.com/vie-
ws/ENTRY.html?subview=Main&entry=t7.
e5147

Site web
Título do site [designador médio]. Data de pu-
blicação. Local de publicação: Editorial; [data 
atualizada; Data da citação]. Disponível em: 
URL

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

Documento online
Autor (es). Data de publicação. Título [designa-
dor médio]. Edição. Local de publicação: Edi-
torial; [data atualizada; Data da citação]. Dis-
ponível em: URL

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


