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TRABAJO ORIGINAL

Perfil epidemiologico de las intoxicaciones con warfarina y
superwarfarinas: resultados de dos décadas de analisis toxicologicos

Epidemiological profile of warfarin and superwarfarin poisonings: Findings from two
decades of toxicological analysis

Barrionuevo, Nicolds M.; Olmos, Valentina*
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Resumen. El aumento de la disponibilidad y el uso de rodenticidas en entornos domésticos, agricolas e industriales ha mostrado tener
influencia sobre la incidencia y gravedad de las intoxicaciones asociadas con estos productos. Las intoxicaciones con rodenticidas
anticoagulantes representan un desafio clinico y toxicoldgico significativo debido a que pueden presentarse con complicaciones
hemorrégicas potencialmente mortales. En Argentina, no se dispone de una casuistica detallada de estas intoxicaciones. Este trabajo
planteé como objetivo generar un perfil epidemioldgico de las intoxicaciones por warfarinas y superwarfarinas en Argentina, segiin
los registros disponibles del laboratorio toxicolégico. Se realizé un estudio descriptivo retrospectivo sobre 194 casos ingresados en el
CENATOXA entre los afios 2000 y 2022. E1 96% fueron muestras bioldgicas (suero) y 4% fueron no bioldgicas. E1 31,5 % de las muestras
biolégicas y el 42,8% de las no bioldgicas fueron positivas. Los compuestos mas frecuentemente encontrados fueron brodifacoum
(85 muestras, 56%), bromadiolone (18 muestras, 29%), y warfarina (14 muestras, 22,5%). En dos casos se identific6 mas de una
superwarfarina en una misma muestra. La etiologia més frecuente fue la intencional (49%). La franja etaria prevalente fue la de 40 a
49 afos con una frecuencia del 47,3% y los menores de 20 afios representaron el 11%. La distribucion por género fue variable segtin la
franja etaria, aunque en la franja de 40 a 49 afios predominé el género femenino. El 25% de los casos con resultado positivo presentaron
anticoagulacion severa (actividad de protrombina menor de 20%), incluyendo sangrado, y recibieron tratamiento con vitamina K1. Las
dosis de vitamina K1 estuvieron comprendidas entre 10 y 200 mg por dia. La prevalencia de compuestos anticoagulantes, la distribucién
por género y edad, y la etiologfa predominante difirieron de otras casuisticas, lo cual subraya la variabilidad global tanto en la ocurrencia
como en la notificacién de estas intoxicaciones. Esto, sumado a la baja prevalencia de casos confirmados en comparacién con otros paises,
podria atribuirse a factores como el subregistro o la seleccién de casos mas graves para la derivacion al laboratorio toxicoldgico. Se destaca
la importancia del registro y de la vigilancia epidemiolégica continua para lograr una mejor comprension y gestién de estas intoxicaciones.

Palabras clave: Warfarina; Superwarfarinas; Perfil epidemiolégico; Intoxicacién.

Abstract. The increase in the availability and use of rodenticides in domestic, agricultural, and industrial settings has been shown to
influence the incidence and severity of poisonings associated with these products. Poisonings with anticoagulant rodenticides represent
a significant clinical and toxicological challenge due to their potential to cause fatal hemorrhagic complications. In Argentina, a detailed
record of these poisonings is not available. This study aimed to generate an epidemiological profile of poisonings by warfarins and
superwarfarins in Argentina, confirmed by the toxicological laboratory. A descriptive retrospective study was conducted on 194 cases
referred to CENATOXA laboratory between 2000 and 2022. Ninety-six percent were biological samples (serum) and 4% were non-
biological samples. Thirty-one point five percent of the biological samples and 42.8% of the non-biological samples had a positive
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result. The compounds most frequently found were brodifacoum (35 samples, 56%), bromadiolone (18 samples, 29%), and warfarin

(14 samples, 22.5%). In two cases, more than one superwarfarin was identified in the same sample. Intentional poisoning was the

most frequent cause of poisoning (49%). The prevalent age group was 40 to 49 years with a frequency of 47.3%, and those under

20 years old accounted for 11%. The gender distribution varied according to age group, although in the 40 to 49 age group, females

predominated. Twenty-five percent of cases with positive results presented severe anticoagulation (prothrombin activity less than 20%),

including bleeding, and received treatment with vitamin K1. The doses of vitamin K1 ranged from 10 to 200 mg per day. The prevalence

of anticoagulant compounds, gender and age distribution, and the predominant etiology differed from other reports, highlighting global

variability in both the occurrence and reporting of these poisonings. This, combined with the low prevalence of confirmed cases compared

to other countries, could be attributed to factors such as underreporting or the selection of more severe cases for referral to the toxicological

laboratory. The importance of continuous recording and epidemiological surveillance is emphasized to achieve a better understanding

and management of these poisonings.

Keywords: Warfarin; Superwarfarins; Epidemiological profile; Poisoning.

INTRODUCCION

En la actualidad, el aumento de la disponibilidad y el
uso de rodenticidas en entornos domésticos, agricolas e
industriales ha mostrado tener influencia sobre la inci-
dencia y gravedad de las intoxicaciones asociadas con
estos productos (Soleng et al. 2022). Los anticoagulan-
tes (warfarina y compuestos relacionados, cumarinas e
indandionas) son los ingredientes activos mas frecuen-
temente utilizados en rodenticidas comerciales. Se los
clasifica en anticoagulantes de “primera y segunda gene-
racion”. Los anticoagulantes de “primera generacion”, se
desarrollaron alrededor de 1940, e incluyen derivados
de hidroxicumarina como warfarina, coumaclor y cou-
matetralil. Los anticoagulantes de “segunda generacién”,
también denominados “superwarfarinas”, surgieron a
partir de 1970, cuando aparecen los primeros registros
del desarrollo de resistencia por parte de los roedores a
los de primera generacién (EPA 2013). Las superwarfa-
rinas se caracterizan por ser mas potentes y por presen-
tar vidas medias de eliminacién méas prolongadas lo cual
produce una extensién en la duracién de la accién. Entre
las superwarfarinas se encuentran el bromadiolone, el
brodifacoum y el difenacoum (EPA 2013). Las intoxi-
caciones con rodenticidas anticoagulantes (tanto war-
farinas como superwarfarinas), aunque infrecuentes,
implican un desaffo clinico y toxicolégico significativo
debido a que suelen presentarse (en el caso de las su-
perwarfarinas) con un efecto anticoagulante prolongado
y, €N casos muy graves, con complicaciones hemorragi-
cas potencialmente mortales (Simmons et al. 2018). Sin
embargo, y a pesar de su relevancia toxicoldgica, no se
dispone, en Argentina, de un anélisis detallado sobre la
casuistica de estas intoxicaciones. Esta escasez de infor-
maciéon ha destacado la necesidad de llevar adelante una
revision que aborde la prevalencia, las caracteristicas
demogréficas y clinicas, asi como las implicaciones tera-
péuticas asociadas con la intoxicacién con rodenticidas
anticoagulantes. El CENATOXA (Laboratorio de Aseso-

ramiento Toxicol6gico Analitico), especializado en ana-
lisis toxicolégicos, realiza de manera sistemética y desde
hace mas de dos décadas la investigacién de la presencia
de warfarinas y la cuantificacién de superwarfarinas, en
los casos de sospecha de intoxicacién con estas sustan-
cias. En este escenario, el objetivo de este trabajo fue ge-
nerar un perfil epidemiolégico de las intoxicaciones por
warfarinas y superwarfarinas en Argentina, identifican-
do patrones, implicaciones clinicas y toxicolégicas, que
contribuyan a una mejor comprension y gestién de estas
intoxicaciones. Este trabajo representa la primera com-
pilacién y andlisis de la casufstica acumulada a lo largo
de ese periodo.

MATERIALES Y METODOS
Diseiio del estudio

Se realizé un estudio descriptivo retrospectivo sobre
todos los casos de sospecha de intoxicacion por roden-
ticidas anticoagulantes, ingresados en nuestro labo-
ratorio entre los anos 2000 y 2022. Cada caso estuvo
representado por una muestra bioldgica (suero) o una
muestra no biolégica (liquidos, cebos, granos, alimento
para animales).

Metodologia

En todos los casos el ingreso de la muestra se acompa-
N6 con un interrogatorio mediante el cual se indagd (en
el caso de muestras biolégicas) sobre el género, la edad,
el momento de la exposicién y la etiologia, la presencia
de signos y sintomas caracteristicos y su evolucién, y
la administracién de vitamina K1 u otro tratamiento.

Laidentificacion y cuantificacién de los compuestos an-
ticoagulantes se realizé mediante cromatografia liquida
de alta resolucién acoplada a detectores de arreglo de
fotodiodos y fluorométrico (HPLC-PDA/FLD). Para el



caso de muestras bioldgicas se realizé una extraccién
liquido-liquido, segin el procedimiento descripto por
Olmos et al. (2004).

Analisis de los resultados

Los casos ingresados se analizaron tomando en cuenta
los siguientes factores:

1) el tipo de muestra: bioldgica o no bioldgica;

2) el resultado del anélisis (positivo o negativo), el

rodenticida identificado y la concentracién hallada;

En el caso de muestras bioldgicas se anadieron:

3) las caracteristicas demograficas como género y
edad de los pacientes;

4) la etiologia de la intoxicacién (accidental,
intencional, ocupacional, entre otras);

5) la presencia de signos y sintomas caracteristicos
de esta intoxicacién;

6) la severidad del cuadro clinico (representada por
actividad de protrombina (AP) menor de 20%, la
presencia de sangrado activo o hemorragia
masiva (Caravati et al. 2007) y el requerimiento
de tratamiento especifico con vitamina K1);

7) la administracién de vitamina K1 y otras
conductas terapéuticas aplicadas;

8) la relacién entre el rodenticida identificado y
la gravedad del caso.

Tratamiento de los datos

Para el analisis de la informacién se empled el software
estadistico InfoStat (v2018). Se calcularon medidas
resumen como promedios, frecuencia de distribucién,
intervalo de valores.

RESULTADOS

Un total de 194 casos ingresados en los servicios de sa-
lud de Argentina remitieron muestras al CENATOXA,
entre los afios 2000 y 2022, para la investigacién de
warfarina y superwarfarinas, lo que signific6 un prome-
dio de 8,6 muestras por afio (rango 0 a 21). De las 194
muestras ingresadas, 187 (96%) fueron muestras biol-
gicas (sueros) y 7 (4%) fueron no biolégicas (granos, fo-
rraje, restos parafinados). De las 187 muestras bioldgi-
cas, 103 (55%) correspondieron a pacientes del género
femenino y 80 (43%) a pacientes del género masculino,
de las 4 (2%) restantes no se contd con informacién al
respecto. La edad de los pacientes estuvo comprendida
entre 43 dias y 95 afios.

Se obtuvo un resultado positivo (identificacién de war-
farina o superwarfarinas) en 59 (31,5%) de las mues-
tras bioldgicas, lo cual significé un promedio de 2,7 ca-
sos positivos por afio (rango 0 a 17). De las muestras no
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bioldgicas, el 42,8% (3 muestras) resultaron positivas.

Los compuestos més frecuentemente encontrados fue-
ron brodifacoum (35 muestras, 56%), bromadiolone
(18 muestras, 29%), y warfarina (14 muestras, 22,5%).
En la Figura 1 se muestran los porcentajes que repre-
sentaron los distintos compuestos, segmentados segin
el tipo de muestra ingresada (biolégica o no bioldgica).
En dos de los casos ingresados (correspondientes a
muestras bioldgicas) se identificd mas de una superwar-
farina, una muestra resulté positiva para bromadiolone,
difenacoum y brodifacoum, y otra muestra result6 posi-
tiva para bromadiolone y brodifacoum. A diez pacientes
se les realizaron controles periédicos hasta alcanzar un
resultado negativo. En cuanto a los valores hallados, en
la Figura 2 se muestra la distribucién del nimero de
casos segun el rango de concentraciones y la superwar-
farina identificada. La concentracién més elevada para
brodifacoum fue de 3171 ng/mL y se encontrd en una
paciente de 53 afios, y la mas elevada para bromadio-
lone fue de 33669 ng/mL, en una paciente de 40 afios.

100%

90% 20
80%
70%
60%

33,3

Warfarina
50% ® Difenacoum
40% ® Bromadiolone
30% ® Brodifacoum
20%
10%

0%

No biolégicas

Biol6gicas

Figura 1. Representacién del porcentaje de presencia de cada
compuesto segtn el tipo de muestra
(bioldgica y no biolégica).

Brodifacoum Bromadiolone

10

Numero de casos
O = N WOV N B W

<LoQ LOQ a 200 201a 500 501a 1000 >1000

Concentracién (ng/mL)

Figura 2. Distribucién de los casos segin
la concentracién hallada en el suero. LOQ brodifacoum:
40 ng/mL, LOQ bromadiolone: 50 ng/mL.



NUMERO DE CASOS
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La mayor frecuencia de casos con resultado positivo
se presento en la franja etaria 40 a 49 afios (26 casos,
47,3%) y los menores de 20 afios representaron casi el
11% (seis casos). En cuanto al género, se observé una
distribucién variable de casos con resultado positivo,
entre varones y mujeres, con predominio del género
femenino (37% y 63%, respectivamente, en el total de
casos), aunque cuando se realizé la segmentacion por
edades, el género predominante vari6 segtn la franja
etaria (Figura 3).
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FRANJA ETARIA

m Mujeres

Figura 3. Distribucién de los casos positivos
segtn el género y la franja etaria.

Los signos més frecuentes que se presentaron en los
pacientes incluyeron: alteraciéon del coagulograma,
equimosis y sangrado (Figura 4). El1 80% de los casos
con resultado positivo recibié tratamiento con vitami-
na K1 y el 24% recibi, ademaés, plasma fresco conge-
lado o concentrado de factores (Figura 4). El1 25% (15
casos) de los casos con resultado positivo se incluyeron
en la categorfa de casos graves, ya que presentaron an-
ticoagulacién severa (AP menor de 20%), incluyendo
sangrado, y recibieron tratamiento con vitamina K1.
La etiologfa intencional fue la mas frecuente, seguida
por la accidental (Figura 5). Un alto porcentaje de ca-
sos se clasific como de etiologia indeterminada, ya que
no pudieron relacionarse con una fuente de exposicion
definida (Figura 5). La etiologia dudosa estuvo repre-
sentada por aquellos casos en los cuales se establecid
la presencia de al menos un raticida en el entorno de
la persona, aunque el paciente descart6 la posibilidad
de contacto.

En cuanto al tratamiento recibido por los pacientes
con resultado positivo, 47 casos (80%) recibieron tra-
tamiento con fitomenadiona (vitamina K1), 13 casos
(22%) recibieron plasma fresco congelado (PFC) y un
caso (2%) recibié concentrado de factores. De los 13
casos que recibieron PFC, 12 lo recibieron en asocia-
cién con la administracién de fitomenadiona. En solo
un caso la administracién de PFC se utilizé como tinico

recurso terapéutico. No hubo informacién disponible
acerca del tratamiento en 11 casos (19%). En los casos
que se administré fitomenadiona, las dosis estuvieron
comprendidas entre 10 y 200 mg por dia.

Se identificaron 15 casos que cumplieron con los crite-
rios de casos graves, de los cuales siete correspondie-
ron a intoxicaciones con brodifacoum, cinco con war-
farina, dos con bromadiolone y uno con brodifacoum
y bromadiolone. De estos 15 casos, siete recibieron
plasma fresco o concentrado de factores como com-
plemento al tratamiento con vitamina K1 (cuatro ca-
sos de brodifacoum, dos casos de warfarina y uno de
bromadiolone). La frecuencia en que se presentaron los
distintos compuestos en este subgrupo (brodifacoum:
53%, warfarina: 33%, bromadiolone: 20%) mantuvo
cierta asociacién con la encontrada en el andlisis de la
totalidad de los casos.

80
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40
30
20
m -
)

Casos con Alteracién del
resultado coagulograma con vitamina concentrado de
positivo K1 factores

Sangrado

Figura 4. Porcentaje de casos con alteraciones del

coagulograma; casos con presencia de sangrado; casos tratados

mediante la administracién de vitamina K1; casos tratados
mediante la administracién de plasma fresco congelado o
concentrado de factores; y casos graves, respecto del total
de casos con resultado positivo. *La clasificacién de los casos
como graves incluye la coocurrencia de tres eventos: la alteracién del
coagulograma con actividad de protrombina (AP)<20%; la ocurrencia
de sangrado; y la necesidad de tratamiento con vitamina K1.
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Figura 5. Distribucién de las etiologias de
intoxicacion en los casos con resultado positivo.
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DISCUSION

En el presente trabajo se propuso realizar un anélisis
del perfil epidemiolégico de las intoxicaciones con ro-
denticidas de tipo warfarinas y superwarfarinas, ingre-
sadas al CENATOXA entre los afios 2000-2022. En es-
tos 23 afios, fueron remitidas a nuestro laboratorio 194
muestras para el analisis de rodenticidas por sospecha
de intoxicacién. Los resultados confirmados en el labo-
ratorio indicaron una casuistica de, en promedio, 2 a 3
casos positivos por afio, mayoritariamente representa-
dos por casos de intoxicacién (muestras bioldgicas). Si
comparamos esta casuistica con los reportes de otros
paises, representa un nimero bastante bajo de casos.
En EE.UU, King y Tran (2015) reportaron 315951
casos de intoxicacién con rodenticidas anticoagulan-
tes, en un perfodo de 25 afios (1987-2012), represen-
tando, en promedio, 12638 casos por afio. En Francia,
en el perfodo 2004-2008 (5 afos), se reportaron 770
casos de sospecha de intoxicacién con rodenticidas an-
ticoagulantes (154 en promedio por afio), resultando
en 280 considerados positivos (56 en promedio por
ano) (Berny et al. 2010). En Hong Kong, en un estudio
retrospectivo sobre un perfodo de cinco afios (2010-
2014) se registraron 76 casos de sospecha de intoxica-
cién con rodenticidas anticoagulantes (15 en promedio
por afno), de los cuales 41 resultaron positivos (8 casos,
en promedio, por ano) (Ng et al. 2018). Sin embar-
g0, para una mejor interpretacion de los resultados de
nuestra casuistica, debe considerarse que, de la totali-
dad de casos con sospecha de intoxicacién que reciben
los servicios de salud en nuestro pafs, solamente suelen
enviarse al laboratorio los casos més graves o aquellos
cuyo diagndstico no resulté claro (por no presentar
historia de exposicién a rodenticidas anticoagulantes).
Por ejemplo, en EE.UU,, el porcentaje de casos de in-
toxicacién con rodenticidas anticoagulantes que revis-
ten gravedad moderada a severa conforman el 0,6%
de los casos totales registrados (King y Tran 2015).
Tomando este porcentaje como referencia, en nuestro
pais se requerirfa la intervencién del laboratorio toxico-
légico en uno de cada 160 casos tratados en los servi-
cios de toxicologfa, lo cual puede explicar el nimero de
casos remitidos al CENATOXA. Estas diferencias en
las casuisticas entre paises también ayudan a reflejar la
variabilidad global en la notificacién y gestién de casos
de intoxicaciones en general, y de intoxicaciones por
rodenticidas anticoagulantes en particular.

En cuanto al compuesto anticoagulante involucrado,
en nuestra casuistica se destaca la frecuencia de apari-
cién del brodifacoum (56%), seguido por el bromadio-
lone y la warfarina (29% y 22,5%, respectivamente).
Estos resultados guardan buena relacién con los in-
gredientes activos de los productos que se comercia-
lizan en la Argentina. Entre los productos autorizados
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por ANMAT, el brodifacoum emerge como el principal
ingrediente activo, presente en el 50,9% de las formu-
laciones, le sigue el bromadiolone como el segundo
principio activo mas utilizado, presente en el 39,2% de
los productos comercializados. El difenacoum vy el flo-
coumafen exhiben una presencia en el 3,9% cada uno,
y la warfarina esta presente en el 1,9% de los productos
aprobados para la venta y aplicacién. Para los casos en
que se encontré mas de un compuesto anticoagulante
en una misma muestra, la explicacién no es tan sencilla
ya que, siempre segin los registros de ANMAT (AN-
MAT 2022a, 2022b), no se comercializa ningin pro-
ducto que combine dos o més principios activos, aun-
que siempre existe la posibilidad de que la persona haya
estado expuesta a més de un producto rodenticida. En
Argentina se encuentran disponibles en el mercado un
total de 51 productos catalogados como rodenticidas
anticoagulantes. De este conjunto, cinco estan clasifica-
dos como de venta libre para uso en el &mbito domisani-
tario, mientras que los restantes 46 estan categorizados
como de uso profesional (ANMAT 2022a, 2022b). Sin
embargo, nuestra realidad indica que es posible acce-
der a canales no oficiales de comercializacién en donde
adquirir productos rodenticidas autorizados y también
productos sin registro ni autorizacién. Con referencia a
lo reportado en otras casuisticas, el compuesto anticoa-
gulante mas frecuentemente involucrado en los casos
de intoxicacién difirié de un pafs a otro. Brodifacoum
fue el compuesto prevalente en los casos de intoxica-
cién en EE.UU. (King y Tran 2015), bromadiolone fue
el compuesto prevalente tanto en China como en Hong
Kong (Yan et al. 2016; Ng et al. 2018) y difenacoum fue
el mas prevalente en Francia (Berny et al. 2010). Estas
variaciones en la prevalencia de los compuestos involu-
crados en las intoxicaciones subrayan la influencia de
normativas que regulan la comercializacién y uso de
cada principio activo en los distintos paises del mundo.
Por otro lado, y seglin las concentraciones halladas, se
evidencia el amplio rango de exposiciones a rodentici-
das anticoagulantes en la poblacién estudiada, y explica
en parte la variabilidad observada en la gravedad de las
intoxicaciones. Las concentraciones halladas para bro-
difacoum y bromadiolone guardan relacién con casos
publicados que reportaron haber hallado brodifacoum
entre 130 y 1862 ng/mL (Nosal et al. 2021) y broma-
diolone entre 1 y 878 ng/mL (Yan et al. 2016). Sin em-
bargo, en contexto de nuestra casuistica, debe mencio-
narse especialmente el caso de una paciente de 40 afios
con concentraciéon de bromadiolone en suero de mas
de 30 pg/mL (33669 ng/mL) (Marossero et al. 2018),
en el cual se evidenci6 que el producto involucrado te-
nfa una concentracién de ingrediente activo de casi 20
veces la permitida.

La distribucién de los casos con resultado positivo se-
gun la edad también fue variable segtin los paises. La
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franja etaria mas frecuentemente afectada suelen ser
los nifios (Berny et al. 2010; King y Tran 2015; Yan et
al. 2016; Soleng et al. 2022), especialmente la franja
etaria de 0 a 9 afios, con porcentajes que oscilan en-
tre 28% y 85%, aunque en nuestra casuistica, la franja
etaria mas afectada fue la de 41 a 50 afos y los casos
en la franja etaria de 0 a 19 afios representaron el solo
el 11%. La diferencia observada en la frecuencia de in-
toxicaciones en caso de nifios puede relacionarse con la
suposicién de que los casos que llegaron a nuestro labo-
ratorio fueron los que registraron gravedad moderada
a severa, y la mayorfa de los casos de intoxicacién en
nifios no suele revestir gravedad (Mullins et al. 2000;
Shepherd et al. 2002; Beriain Rodriguez et al. 2008), ya
que suelen ser ingestas accidentales de bajas dosis. Por
otro lado, nuestros resultados mostraron un claro pre-
dominio del género femenino en la mayoria de las fran-
jas etarias, hecho que difiere de otras casuisticas en las
cuales predomind el género masculino (Ng et al. 2018;
CHP 2021), o en las cuales las diferencias entre varones
y mujeres no fueron tan marcadas (King y Tran 2015;
Yan et al. 2016).

La mayorfa de los casos con resultado positivo se reco-
nocieron como de etiologia intencional, coincidente con
algunos de los reportes de otros paises (Ng et al. 2018),
implicando que la mayoria de los pacientes intoxicados
ingirié intencionalmente el rodenticida con el propésito
de autolesionarse. El porcentaje de casos que no pudie-
ron asociarse a ninguna etiologia (muchas veces por
falta de informacién) también fue elevado (37%), evi-
denciando que la fuente y la causa de la intoxicaciéon no
pudieron ser identificadas. Contrariamente, la etiologfa
accidental, predominante en la mayorfa de las casuisti-
cas en otros paises (King y Tran 2015; Lefebvre et al.
2017; D’Silva y Krishna 2019), en este caso represento
el tercer lugar.

El seguimiento de la evolucion de los casos de intoxi-
cacion se realiza mediante la evaluacién del coagulo-
grama (la actividad de protrombina [AP], la relacién
internacional normalizada [RIN] y el tiempo de trom-
boplastina parcial activado [APTT]). La warfarina y
las superwarfarinas inhiben dos enzimas, la vitamina
K epoxido reductasa y la vitamina K quinona reducta-
sa. Como consecuencia de esa inhibicién, se bloquea
el ciclo de regeneracion de la vitamina K y se inhibe la
activacién de los factores de coagulacién dependientes
de vitamina K. La bibliografia describe a la anticoa-
gulacién y al sangrado activo (gingivorragia, epista-
xis, equimosis, hematomas, hemoptisis y hematuria)
como principales trastornos de la intoxicacién (Saracco
2017). En nuestra casuistica, méas del 80% de los casos
positivos presentaron alteraciones de la coagulacién y
mas de 70% presentaron sangrado. En los reportes de
los otros paises estos efectos estuvieron presentes en
porcentajes de entre 2,3% y 94% (King y Tran 2015;
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CHP 2021). Es probable que la amplitud de este rango
de porcentajes de presencia de manifestaciones bioqui-
micas y clinicas, se relacione con las dosis de exposi-
cién y la etiologia, ya que el porcentaje mas bajo hace
referencia principalmente a intoxicaciones accidentales
con bajas dosis en nifnos. Por otro lado, en nuestra ca-
suistica, la mayoria (80%) de los casos con resultado
positivo recibié tratamiento con vitamina K1, mientras
que la administracién de plasma fresco no fue tan fre-
cuente. Las recomendaciones para el tratamiento de las
intoxicaciones con raticidas anticoagulantes indican la
administracién de vitamina K1 en casos de ingestas in-
tencionales, tanto de warfarinas como de superwarfari-
nas, con coagulograma alterado (Saracco 2017, Greco
y Spera 2021), y el tratamiento combinado de vitamina
K1 y plasma fresco estd recomendado en los casos que
presentan anticoagulacion y signos de sangrado (Sa-
racco 2017, Grecoy Spera 2021). La via de administra-
cién de la vitamina K1 y la dosis a aplicar dependen de
los valores de AP y del RIN que presenta cada paciente.
En ausencia de riesgo de vida se prefiere la via oral, y en
los casos de mayor gravedad se prefiere la administra-
cién por via intramuscular o subcutanea. La adminis-
tracién por via intravenosa puede generar reacciones
severas de hipersensibilidad o shock anafil4ctico, por lo
que su uso queda restringido a situaciones donde otras
vias de administracion parenteral no puedan utilizarse.
Las dosis que se administraron a los pacientes inclui-
dos en esta casuistica (10 a 200 mg/dia) se encuentran
dentro de los lineamientos de la Gufa de antidotos y
tratamiento de intoxicaciones (25 a 250 mg/dia) (Gre-
co y Spera 2021). Por otro lado, en aquellos casos de
pacientes con exposicién accidental a raticidas anticoa-
gulantes, que se presentan asintométicos y sin altera-
ciones del coagulograma, no se recomienda la adminis-
tracién de vitamina K1 como tratamiento profilictico
(Caravati et al. 2007; Ng et al. 2018).

Por dltimo, el brodifacoum se presenté como el princi-
pal rodenticida vinculado a los casos graves de intoxica-
cién, lo cual resulta esperable ya que presenta una dosis
letal 50 (DL50) (en ratas, Rattus norvegicus) de 0,26
mg/kg, cuatro veces més baja que la DL50 del broma-
diolone: 1,13 mg/kg (Rattus norvegicus) (Chong y Mak
2019). En ese sentido, llaman la atencién los casos gra-
ves relacionados con la presencia de warfarina, ya que
se trata de una hidroxicumarina de primera generacién
con una vida media de eliminacién de horas. Una expli-
cacién probable es que estos casos fueran el resultado
de exposiciones cronicas a dosis elevadas de warfarina,
aunque también deberfa considerarse el potencial de re-
bote de toxicidad de la warfarina luego de un episodio
de intoxicacién aguda. Se informaron casos de pacientes
tratados con vitamina K1, por intoxicacién aguda con
warfarina, quienes normalizaron el RIN y que, dias des-
pués del alta médica, reingresaron al servicio de salud



con eventos hemorragicos y un RIN nuevamente eleva-
do (Berling et al. 2017, Deaton y Nappe 2023).

CONCLUSION

Este estudio proporciona una visién amplia y a la vez
detallada del perfil epidemiolégico y clinico de las in-
toxicaciones con rodenticidas anticoagulantes en Ar-
gentina durante el periodo 2000-2022. Los hallazgos
revelan una baja prevalencia de casos confirmados en
comparacién con otros paises, lo que podria atribuirse a
factores como el subregistro o la seleccion de casos méas
graves para la derivacion al laboratorio toxicolégico. La
prevalencia de compuestos anticoagulantes y la distri-
bucién por género y edad difieren de otras casuisticas, lo
cual subraya la variabilidad global tanto en la ocurrencia
como en la notificacion de estas intoxicaciones. La ma-
yorfa de los casos se asociaron con etiologfa intencional,
y las manifestaciones clinicas més frecuentes fueron la
anticoagulacién y el sangrado activo. El tratamiento con
vitamina K1 fue ampliamente utilizado, de acuerdo con
las recomendaciones nacionales e internacionales.

Si bien en muchos casos no es necesaria la identifica-
cién y cuantificacién de la superwarfarina, la vigilancia
y el monitoreo periddico de los niveles de rodenticidas
en el suero de pacientes intoxicados permite interven-
ciones oportunas, y facilita las decisiones acerca del
tratamiento de estas intoxicaciones. Estos hallazgos
proporcionan informacién valiosa para mejorar la de-
teccion, el manejo y la prevencién de las intoxicacio-
nes con rodenticidas anticoagulantes en Argentina y
destacan la importancia del registro y de la vigilancia
epidemioldgica continua para un mejor abordaje de los
riesgos que representan estas sustancias.
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Abstract. Norway rats (Rattus norvegicus) have been used extensively as sentinels in environmental studies of lead exposure. This
metal can affect every organ in the body, mainly the nervous system. The Matanza-Riachuelo Basin (MRB) is one of the most polluted
basins in the world and presents a gradient of toxic metal contamination along its length. The overall goal of this study was to deter-
mine the relationship between environmental lead concentration and changes in the cerebellar cytoarchitecture of R. norvegicus. Six
capture sites located in the MRB were characterized with soil and water presence and nine morphological variables were measured in
the cerebellum of thirty-two rats to evaluate cytological damage. The number of cells per area of the molecular layer was negatively
associated with the concentration of lead in the kidney and with age. Also, a negative association was found between the nucleus-to-
cytoplasmic ratio of Purkinje cells and the concentration of lead in the soil of the study sites. The results obtained in this study show
that lead contamination in the MRB could produce changes in the cytoarchitecture of the cerebellum of the rats living there. Despite
the inherent limitations of studying wild rats, this work sheds light on how concentrations of lead lower than those used in experi-
mental works can still generate effects on cerebellar cytoarchitecture.

Key words: Norway rat; Heavy metals; Pollution; Cytoarchitecture; Ecotoxicology.

Resumen. La rata noruega (Rattus norvegicus) ha sido utilizada extensivamente como especie centinela en los estudios medioam-
bientales sobre exposicion al plomo. Este metal puede afectar a todos los érganos del cuerpo, principalmente al sistema nervioso. La
Cuenca Matanza-Riachuelo (CMR) es una de las cuencas mas contaminadas del mundo y presenta un gradiente de contaminacién
por metales téxicos a lo largo de su extension. El objetivo general de este estudio fue determinar la relacién entre la concentracién am-
biental de plomo y los cambios en la citoarquitectura cerebelosa de R. norvegicus. Se caracterizaron seis puntos de captura situados
en la CMR con presencia de plomo en suelo y agua y se midieron nueve variables morfoldgicas en el cerebelo de treinta y dos ratas
para evaluar el dafo citolégico. El ntmero de células por area de la capa molecular se asocié negativamente con la concentracién de
plomo en el rifién y con la edad. Asimismo, se encontrd una asociacion negativa entre la relacién nicleo-citoplasma de las células de
Purkinje y la concentraciéon de plomo en el suelo de los lugares de estudio. Los resultados obtenidos en este estudio muestran que la
contaminacion por plomo en la CMR podria producir cambios en la citoarquitectura del cerebelo de las ratas que alli viven. Teniendo
en cuenta las limitaciones inherentes al estudio de ratas salvajes, este trabajo arroja luz sobre cémo concentraciones de plomo inferio-
res a las utilizadas en trabajos experimentales pueden ain generar efectos sobre la citoarquitectura cerebelosa.

Palabras clave: Rata noruega; Metales pesados; Contaminacién; Citoarquitectura; Ecotoxicologfa.
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INTRODUCTION

Lead is one of the most abundant and toxic metals on
earth, affecting practically all organs and systems of the
human body being unable to be transformed to harm-
less forms (Sanin et al. 1998). We have been using Pb
for centuries in multiple applications such as pigments,
makeup, batteries, fuel additives, glass, electronic com-
ponents, paints, etc. (White et al. 2007). Lead is a key
metal pollutant introduced by human activities into
soil. Although lead use has been drastically reduced
worldwide in the last decades, we still have significant
morbidity (Rezaee et al. 2022) and mortality, caus-
ing more than one million deaths in 2017 (Meyer et
al. 2008; WHO 2018; IHME 2019). Lead poisoning is
still a serious problem in the USA, where blood Pb lev-
els >5 pg/dL and =10 pg/dL, in children, increases in a
stepwise fashion for poor neighborhoods with housing
built pre-1950 (Hauptman et al. 2023).

Lead seriously affect the nervous system (Clasen et
al. 1974; Holtzman et al. 1987; Florea and Bissel-
berg 2006; White et al. 2007; Naqi 2015; Nesta et al.
2016; Balza et al. 2022; Hauptman et al. 2023) caus-
ing ataxia, impaired neurological development, and
fetal growth, learning difficulties, attention disorders,
behavioral issues, coma, seizures, and hyperirritabil-
ity (ATSDR 2007; Balza et al. 2022). In the nervous
system, one of the regions with great susceptibility to
the toxic effects of lead is the cerebellum (Fonnum and
Lock 2000), where the reduction of cell density and
alterations in cell shape and size in its layers were ob-
served in experimental studies with high doses of lead
(Mcconnell et al. 1979; Lorton and Anderson 1986;
Patrick and Anderson 2000; Sidhu and Nehru 2004;
Naqi 2015). Sidhu and Nehru (2004) emphasized var-
ious factors related to lead toxicity which can affect the
normal cytoarchitecture of the cerebellum, causing dis-
turbances in its normal functions. Among these factors
are mentioned the integrity of the blood-brain barrier,
the role of lead-binding proteins, the presence of many
cellular scavengers, the disturbance of redox enzyme
systems such as glutathione and the induction of stress
and oxidative damage (Adonaylo and Oteiza 1999), all
detrimental to cell survival (Zelikoff et al. 1988).

The Matanza-Riachuelo Basin (MRB), Argentina, is
one of the most polluted basins in the world (Bern-
hardt and Gysi 2013) and metals, like lead, represent
the most common heavy metal pollutants (Ronco et al.
2008; Mendoza et al. 2015). This basin is one of the
most urbanized and industrialized areas in the coun-
try with more than 16,000 settled industries, and four
million residents, living in precarious conditions, with
unhealthy sanitary practices, exposed to severe envi-
ronmental pollution (INDEC 2010; Johnson 2015).
Studies conducted by Matanza-Riachuelo Basin Au-
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thority (Autoridad de Cuenca Matanza-Riachuelo,
ACUMAR) reported that residents of MRB neighbor-
hoods are exposed to environmental lead with blood
lead values above the CDC blood lead reference of 3.5
micrograms per deciliter (ug/dL) (CDC lead blood ref-
erences in children, 2021).

To assess the human risk of exposure to metals, the
use of animal species as sentinels is useful (Timbrell
1998; Ceruti et al. 2002; Sures 2003; Vidal-Martinez
and Wunderlich 2017). Sentinel species serve as ear-
ly warning indicators, providing advance notice of
emerging environmental issues that may impact both
the ecosystem and human wellbeing (O'Brien et al.
1993). We previously reported that rats (Rattus nor-
vegicus) are a good sentinel species of lead contami-
nation in urban ecosystems (Tripodi et al. 2020 a, b).
We found that rats captured in the MRB were chroni-
cally exposed to lead, and they had bioaccumulation of
this metal in their soft tissues (liver and kidney) and
genotoxic damage, both strongly associated with en-
vironmental lead (Tripodi et al. 2020 a, b). Based on
these results, the aim of this study was to evaluate lead-
related damage in the cerebellum of R. norvegicus cap-
tured in the MRB.

MATERIALS AND METHODS
Study area

The MRB is located in the Province of Buenos Aires
and is bordered to the south by the City of Buenos
Aires, Argentina. It has an area of 2,047 km2, 22% of
which corresponds to urban areas and 55% to rural
areas (Faggi and Breuste 2015). The most urbanized
and industrialized area of the MRB is located near the
mouth of the basin in the La Plata River (Mendoza et
al. 2015). The main industries located in this area are
tanneries, meat-processing plants, chemical, and met-
allurgical industries (Malpartida 2003). Moving away
from these industrialized areas, there is a transition to
a mixed urban-rural landscape (ACUMAR 2018), be-
coming a landscape with predominant agro-industrial
activities. This urban-rural pattern is consistent with
the gradient from the highest values of environmental
lead in the lower basin and lower values towards the
middle and high basins (Tripodi et al. 2021).

Rodent trapping

Thirty-two rats (Rattus norvegicus) (Table 1) were
captured between July and September 2014 at 6
sites located along the MRB (sites named S1 to S6)
(Figure I). Rats were captured using live cage traps as
described in Tripodi et al. (2020, b). Traps were placed
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Table 1. Morphometric and lead concentration in organs and environment data from the 32
Rattus norvegicus specimens used in this study.

ID | Site Sex Age Weight | Body Pb Pb Liver | Pb Water Pb Soil

(Days) (@ | length | Kidney | (ug/g) (mg/L) (ug/8)

(cm) | (ng/®)
1 S1 Female 196 236 19 13.268 0.789 0.0125 404.4
2 S1 Male 104 256 19 6.041 0.01 0.003 116.0
3 S1 Female 95 288 19.5 7.831 1.449 0.0125 404.4
4 S1 Female 66 71 15 4.103 0.161 0.0465 96.9
5 S1 Female 112 271 22 6.904 0.01 0.0465 96.9
6 S1 Male 169 287 22 0.17 1.831 0.013 404.43
7 S1 Female 99 66 14.1 1.310 0.025 0.005 5.80
8 S1 Male 176 497 26 3.758 0.19 0.0035 197.5
9 S1 Female 121 148 19 1.774 0.01 0.003 116.0
10 S1 Female 188 134 15 6.686 0.436 0.0125 404.4
11 S1 Female 45 55 13.8 0.298 0.01 0.013 404.43
12 S2 Female 226 266 21 4.136 0.259 0.0125 404.4
13 S3 Male 178 233 20 37.745 0.204 0.003 116.0
14 S2 Female 43 238 22.7 7.99 0.438 0.0125 404.4
15 S3 Male 235 71 14.1 1.315 0.01 0.005 5.80
16 S2 Female 44 300 20 10.094 0.663 0.0125 404.4
17 S2 Male 28 34 11 3.121 0.041 0.008 31.3
18 S2 Male 352 111 17.1 13.748 0.161 0.0465 96.90
19 S3 Female 139 405 24 3.095 0.077 0.0035 197.5
20 S3 Female 95 92 15 1.401 0.025 0.005 5.80
21 S4 Male 178 298 23 1.655 0.01 0.003 116.0
22 S4 Male 269 282 23.4 2.798 0.738 0.0125 404.4
23 S4 Male 203 112 18.5 13.639 0.255 0.0465 96.9
24 S4 Male 202 249 21 25.123 0.465 0.0035 197.5
25 S4 Female 400 531 24.5 1967 0.19 0.005 5.80
26 S5 Male 483 270 20.5 1.600 0.107 0.0125 404.4
27 S5 Male 21 287 22 0.549 1.831 0.0125 404.4
28 S5 Male 20 35 11 0.438 0.079 0.008 31.3
29 S6 Male 15 35 11 0.157 0.079 0.005 31.25
30 S6 Male 22 301 22.4 2.687 0.098 0.0035 197.5
31 S5 Female 27 55 13.8 1.028 0.010 0.0125 404.4
32 S5 Male 29 67 13.5 1.226 0.010 0.005 5.80
in transects close to the shores of the watercourses Tissue preparation

and had been monitored every morning for four con-
secutive days. The animals were anesthetized with
ketamine (40 mg/kg) and acepromazine (2.5 mg/kg),
weighed, measured, and sexed. Age was estimated us-
ing the paired eye-lens weight of the crystalline accord-
ing to the equation proposed by Hardy et al. (1983).
Kidney and liver samples were taken from each speci-
men to quantify lead concentrations (Table I).
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Immediately after sacrifice in the capture site, the brain
was removed and fixed by immersion in 4% formalde-
hyde for 48 hours and then preserved in 70% etha-
nol for further analysis. The cerebellum has a simple
structure composed of three layers: molecular layer,
Purkinje cell layer, and the granular layer (Fonnum
and Lock 2000) (Figure 2B, Figure 3). The cerebellum
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Figure 1. Location of rat’s sampling sites (S1 to S6, according to Table 1) in the Matanza-Riachuelo Basin
(MRB), indicating main course of Matanza-Riachuelo River (MRR).

Rat's cerebellum
Sagittal

| Cerebellar section \
Sagittal

Purkinje cell
(simplified)

Purkinje’s
cell layer

Molecular
layer Granular
layer

Figure 2. A) Schematic sagittal view of rat cerebellum. B) Schematic cerebellar section identifying the three
cerebellar layers: molecular layer (mainly cellular prolongations with a small number of small neurons and glial
cells), granular layer (which contains numerous neurons, together with a smaller number of other types of
neurons, the Golgi cells), and Purkinje mono cell layer. The structure of a Purkinje cell is shown simplified.
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Figure 3. Light microscopy photograph of a cerebellar ridge, with Hematoxylin staining. ML= Molecular Layer.
GL= Granular layer. PuC= Purkinje cell monolayer. RS= Right side. LS= Left side. (4X magnification)
(Edited with Biorender App).

L NG

Regular Amoeboid / Desintegrated Lack of axanal
(Simplifed) Apoptotic nucleus Rounded
morphology

Figure 4. Schematic of Purkinje cells showing regular cell morphology and the anomalies considered in this study: amoeboid
or apoptotic cells, disintegrated nucleus, lack of detectable axonal extension, and rounded shape (Made with Biorender App).
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from each rat was embedded in paraffin and sectioned
into 10-um thick slices (Figure 2A). Four consecutive
sections, each separated by 40-um, were stained with
hematoxylin (Fischer et al. 2008). In each section, 468
photographs were taken using an Olympus CX31 op-
tical microscope, equipped with a Q-Imaging GO-3
camera and Q-Capture Pro 6.0 licensed software. For
image analysis of molecular and granular layer widths,
4X magnification was used, while for the rest of the
variables, photographs were taken at 40X magnifica-
tion. Photographs at 40X mag were taken from right
to left, with a movement of 250 pm between photo-
graphs. The measurement and determination of the
variables were performed using ImageJ 1.8.0 soft-

ware.
The parameters evaluated in each photograph includ-
ed: Molecular and granular layer widths; molecular
layer cell density; average nuclear and cytoplasmic
area of Purkinje cells; nucleus-to-cytoplasmic (N:C)

ratio of Purkinje cells; average cell area of molecular
and granular layer; and number of abnormal Pur-
kinje cells. The abnormalities include irregular shapes,
disintegrated nucleus, lack of axonal extension, and
spherical or amoeboid shape (Figure 4).

Without making a distinction between the various cell
types, all cells with circular or elliptical morphology
visible under hematoxylin staining were counted to
determine the molecular layer's cell density (Figure 5).
Within the molecular layer of the cerebellum, a vari-
ety of distinctive cell types coexist, including basket
cells, stellate cells, an expansive array of parallel fibers
originating from the granule cell layer, as well as the
flattened dendritic arbors of Purkinje cells. Due to the
limitations of hematoxylin staining in distinguishing
all these specific cell populations, the present study fo-
cused on quantifying the overall cell density of all cells
exhibiting a circular or elliptical morphology that were
visible with this histological technique (Figure 6).

Figure 5. Light microscopy photographs of molecular layer cells at 4x magnification. Circles indicate examples of cells counted
and squares indicate cells with morphology not considered for analysis. Images were taken from rats captured in
S1, S2 and S3 respectively.

4

’
."4""

Figure 6. Light microscopy photographs of Purkinje cells with Hematoxylin staining from R. norvegicus captured in MRB.
(A) Purkinje cell of regular morphology (40X magnification). (B) Shows a cell with a disintegrated nucleus (left) and a cell
without detectable axonal extension (right). (C) Cells with "amoeboid" and rounded morphology (40X magnification).
Image A was taken from a rat captured in S3. Images B and C were taken from rats captured in S2.
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Statistical analyses

The data on environmental lead concentrations in sur-
face water and soil (Table 2) and lead concentrations
in the organs of the analyzed rats were obtained from
a previous study carried out by Tripodi et al. (2020
b). The association between the variables measured in
the cerebellum of R. norvegicus from the six sampling
sites and environmental and rat characteristics were
analyzed using Generalized Linear Mixed Models.
Nine models were performed, one for each dependent
variable (Molecular and granular layer widths, molec-
ular layer cell density, average nuclear and cytoplas-
mic area of Purkinje cells, N:C ratio of Purkinje cells,
average cell area of molecular and granular layer, and
number of abnormal Purkinje cell). The explanatory
variables in each model were environmental lead val-
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ues of water and soil, characteristics of the captured
rats (length, age, weight, sex, reproductive status),
and the lead concentration in their liver and kidney.
Random factors included, capture site (S1 to S6), rat
identification number (1 to 32), and photographic
analysis variables (Cerebellar section and ridge, side,
photo number). Different types of probability distri-
butions were used to model the dependent variables,
including Normal distribution for molecular and
granular layer widths, average nuclear and cytoplas-
mic area of Purkinje cells, and average cell area of
molecular and granular layer; Poisson distribution
for molecular layer cell density; Beta distribution for
N:C ratio of Purkinje cells; and Bernoulli distribution
for number of abnormal Purkinje cell. The final model
was chosen based on the lowest Akaike’s information
criterion (AIC) and the fewest explanatory variables.

Table 2. Average lead concentration in water, soil, and organs of R. norvegicus captured at each sampling site. Data
extracted from Tripodi et al. (2020 b). The EPA maximum contaminant level for lead in drinking water is 0.015 mg/L
(Advisory Committee on Childhood Lead Poisoning Prevention (ACCLPP), 2012). The Canadian Council of Ministers

of the Environment stipulates the limit levels of lead in soil for agricultural, residential, commercial, and industrial
use at 70, 140, 260 and 600 mg/kg respectively (Canadian Council of Ministers of the Environment, 1999).

Lead concentration

Site n Water (mg/L, Soil (mg/ke, Kidney (ug/g, Liver (ug/g,

Mean + SD) Mean + SD) Mean + SD) Mean + SD)
S1 11 0.017 £ 0.016 241.0+162.3 4.74 £ 3.94 0.45 £ 0.64
S2 5 0.018 £ 0.016 268.3 + 187.8 7.82 +4.36 0.31£0.24
S3 4 0.004 + 0.001 81.3+93.3 240 +1.23 0.08 + 0.09
S4 5 0.014 £ 0.019 164.1 + 150.6 9.04 £ 10.29 0.33+£0.28
S5 5 0.010 £ 0.003 250.1 £ 211.5 0.97 £ 0.48 0.41 £ 0.80
S6 2 0.006 £ 0.003 1144+ 117.6 142 +1.79 0.09 £0.01

All statistical analyses were performed using the R pro-
gram version 4.0.3 with the nlme version 3.1-157 pack-
age used for models with Normal distribution, Ime4
version 1.1-29 for models with binomial and Poisson
distributions, and glmmTMB version 1.1.3 for a model
with Beta distribution. These packages were chosen for
their ability to handle mixed-effects models with differ-
ent probability distributions for the dependent variables.

RESULTS

The sites closest to the mouth of the Matanza-Riachue-
lo Basin (S1 and S2) presented the highest average val-
ues in molecular and granular layer width (Table 3),
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the smallest average granular and molecular layer cell
size in the cerebellum and the highest percentage of
Purkinje cells with anomalies (28.4%) (Figure 6). On
the other hand, the highest average cell density of the
molecular layer and the highest average N:C ratio of
Purkinje cells were found in the rats at the site farthest
away from the mouth of the MRB (S6).

The cell density of the molecular layer was negatively
associated with the concentration of lead in the kid-
ney and with the age of the rats captured in the MRB
(P value < 0.05) (Figure 7). In addition, the aver-
age N:C ratio of Purkinje cells of the rats captured
in the CMR was negatively associated with soil lead
concentration of the sampling sites (P value < 0.05)
(Figure 8).
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Table 3. Comparative cerebellar evaluation in the specimens of R. norvegicus captured in
the MRB for each sampling site (S1 to S6). Values represent mean + SD (S1 to S6).

Site
Variable S1 S2 S3 S4 S5 S6
Molecular layer width 1684 + 1869 + 167.5 + 174.7 + 158.6 + 1510+
(um, Mean + SD) 35.9 35.9 36.4 35.8 334 37.4
Granular layer width (um, 109.4 + 1285+ 124.6 + 122.8 + 112.7 + 117.3 ¢
Mean + SD) 33.3 32.2 33.5 32.6 32.1 35.0
Molecular layer cell 0.0021 + 0.0019 + 0.0017 + 0.0018 + 0.0023 + 0.0027 +
density (Number of cells. 0.0005 0.0005 0.0005 0.0005 0.0005 0.0006
um-2, Mean + SD)
Nucleus-to-cytoplasmic 0.19+ 0.22 + 0.22 + 022 + 0.22 + 0.24 +
(N:C) ratio of Purkinje 0.07 0.08 0.07 0.07 0.07 0.07
cells (Mean + SD)
Purkinje cell nucleus area 25.95 + 32.06 + 34.84 + 3225+ 34.55 + 38.77 +
(um2, Mean + SD) 12.5 13.07 12.37 12.8 12.54 12.1
Purkinje cytoplasmicarea ~ 138.24 + 148.1 + 159.7 + 151.8 + 157.7 + 161.3 +
(um2, Mean + SD) 37.4 35.5 37.6 36.6 37.2 37.0
Abnormal Purkinje cells 0.114 + 0.284 + 0.127 + 0.232 + 0.100 + 0.037 +
proportion (Abnormal 0.317 0.451 0.333 0.422 0.301 0.189
cells.total cells 1, Mean
+SD)
Molecular layer cell area 16.98 + 17.85 ¢ 20.01 + 215+ 1871+ 20.4 +
(um2, Mean + SD) 4.78 473 5.24 5.81 4.57 5.55
Granular layer cell area 10.27 + 10.12 + 12.84 + 12.90 + 10.55 + 144 +
(um2, Mean + SD) 3.33 2.46 3.37 3.55 2.76 4.47
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Figure 7. Relation between molecular layer cell density (Number of cells/um) and age (P value < 0.05) (A) and kidney
lead concentration (ug/g) (P value < 0.05) in R. norvegicus individuals captured in the MRB (B) Red areas indicate

the confidence interval. Upright the number of observations is indicated.
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Figure 8. Relation between nucleus-to-cytoplasmic (N:C) ratio of Purkinje cells and soil lead concentration at sampling
sites (P value < 0.05). Red areas indicate the confidence interval. Upright the number of observations is indicated.

DISCUSSION

In this work, we found that rats of the MRB showed
cytoarchitecture changes in their cerebellum associat-
ed with lead exposure. First, the concentration of lead
in the kidneys was negatively associated with the cell
density in the molecular layer of the cerebellum of rats
living in the MRB.

Cell loss is one of the most documented effects of lead
poisoning in the CNS (Sidhu and Nehru 2004; Mousa
etal. 2015; Naqi 2015), and according to Adonaylo and
Oteiza (1999), a reduction in cell density in the molec-
ular layer may be caused by cell death due to oxidative
stress caused by chronic lead exposure. Although Ma
(1996) suggests a critical value of 25 pg/g of lead in
the kidneys in wild mammals for diagnosing chronic
lead exposure in natural environments, the lead values
in the kidneys of the specimens used in this study did
not exceed 9 pg/g. Despite this, it was still sufficient to
cause changes in the cellular density of the cerebellum.
Nagqi (2015) and Mousa et al. (2015) found similar re-
sults in experimental studies where the administration
of high doses of lead in rats resulted in a reduction in
the cell density of the molecular layer of the cerebel-
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lum. This result could imply that high concentrations
of bioavailable lead in natural environments can gen-
erate changes in the cell density of the cerebellum even
at concentrations much lower than those administered
experimentally.

Additionally, a negative association was found between
the cell density of the molecular layer of rat’s cerebel-
lum and their age. There is a well-documented reduc-
tion in cerebellar volume and loss of cells in the differ-
ent layers of the cerebellum, particularly Purkinje cells,
as individuals age (Andersen et al. 2003; Andersen
2004). This correlation could be because, as individu-
als age, there is a reduction in the efficiency of cerebel-
lar functioning in general, explained by a reduction in
the integration of information in the senescing cerebel-
lum. On the other hand, as Purkinje cells are the final
destination of the afferent pathways of the cerebellar
cortex (Purves et al. 2001), their loss could affect the
cell density of the other layers. Our finding is consistent
with the results reported by Zhang et al. (2006), who
found a negative correlation between age and cell den-
sity in all three layers of the cerebellum in mammals.

Under normal conditions, the N:C ratio is relatively
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constant for each tissue, cell type and species (Steven-
son 1935), making it an important indicator in the
determination and analysis of atypia and malignancy
in cells (Vaickus and Tambouret 2015; Moore et al.
2019). We found that the N:C ratio of Purkinje cells
was negatively associated with soil lead concentration
at the sampling sites. This could be a cellular response
due to lead poisoning, causing either atrophy of the
nucleus, an increase in total volume (McConnell et al.
1979) due to increased cytoplasmic activity, or both
simultaneously, which could explain the negative as-
sociation found in our study. However, no relationship
was found between lead in soil and changes in neither
nuclear nor total area of Purkinje cells separately. Pre-
vious studies have found contradictory results in the
relationship between lead concentration and changes
in cytoplasmic and nucleus size in Purkinje cells. For
example, Nagi (2015) showed that the administration
of high doses of lead in rats caused degenerating and
decreasing in total size of Purkinje cells, while Mcco-
nnell et al. (1979) found a swelling/increasing in the
size of Purkinje cells with higher concentrations of lead.
These conflicting results could be due to differences in
the doses of lead administered, in timing and duration
of exposure, or there could be threshold concentrations
of lead above which one or the other effect occurs. In
addition, it could also be due to the methodology used
for tissue fixation, so these results must be taken with
caution. Future studies should consider perfusion of
the animals instead of formaldehyde fixation, for ex-
ample, to prevent possible volumetric changes associ-
ated with cell death. Future investigations employing
more specialized staining methods will be necessary
to provide a deeper assessment of how lead exposure
impacts the distinct cellular types within the molecular
layer of the cerebellum.

More studies are needed to clarify the effects of lead
in the nuclear and cytoplasmic area of Purkinje cells
(and therefore the N:C ratio). Previous research by our
group had shown that the lead concentrations in soft
tissues (kidney and liver) of R. norvegicus were a good
indicator of lead contamination in water and soil in the
MRB (Tripodi et al. 2020 b). Lead in MRB is therefore
bioavailable, and this study's results indicate that there
is enough lead in soft tissues to affect the cytoarchitec-
ture of the cerebellum (e.g., by reducing the molecular
layer's cell density).

The Canadian Council of Ministers of the Environment
(1999) suggests soil lead limits in 70, 140, 260 and
600 mg/kg for agricultural, residential, commercial,
and industrial use, respectively. Four of the six sites
analyzed in our study have soil lead concentrations
that exceeded the recommended limit for residential
use, which is especially concerning given that among
these sites there is a shantytown (S2) and the associa-
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tion found in this study between lead contamination
and signs of cerebellar damage in rats. This highlights
the importance of using sentinel species that live near
humans in the analysis of exposure to contaminants,
considering that even concentrations of lead much
lower than those used experimentally have an impact
on cerebellar cytoarchitecture.

In this regard, certain response variables analyzed in
this study (proportion of abnormal Purkinje cells, mo-
lecular layer width, and total and nucleus area of the
Purkinje cell) show trends that correspond to expected
outcomes but lack significant associations with ex-
planatory variables. This could also be related to each
specimen's lead bioaccumulation and exposure extent,
as well as its age, sex, or nutritional status. Obtaining
more data would help in determining whether some
of the trends observed in the non-significant response
variables could be attributed to a lack of power in the
analyses performed due to the number of samples used.
Although the effects of lead on the central nervous sys-
tem (CNS) have been well studied, most of the research
has been conducted in experimental studies using lead
concentrations that exceed those found in natural en-
vironments. However, by studying wild rats in areas
near human populations, we can learn how wild popu-
lations respond to contaminants like lead in natural
environments.

Finally, because of the heavy pollution in the MRB,
other neurotoxic metals like cadmium and arsenic may
have a synergistic effect with lead, even at low concen-
trations. Previous research has found that certain met-
als, such as lead and arsenic, have a significant syn-
ergic neurotoxic effect (Mejfa et al. 1997; Singh et al.
2017). This observation is especially pertinent given
the presence of both metals in the MRB (Tripodi et al.
2021). However, further investigation is necessary to
fully understand their synergistic effect, especially at
the natural concentrations found in the basin.

This work contributed to the understanding of the
damage in the CNS of wild rats caused by exposure to
environmental contaminants such as lead in the MRB.
We highlight the importance of knowing how species
that live in close relationship with humans, such as
R. norvegicus, respond to exposure to neurotoxic pol-
lutants, considering the variations in exposure between
species.

Given that rats do not explore the environment in the
same way as humans, live in burrows and are closely
associated with water sources, there could be a greater
intake of lead contained in the soil and water and con-
sequently a higher neurotoxic damage. Considering
that R. norvegicus is a commensal species of humans,
and that the MRB is a highly populated area with in-
habitants in a disfavored socioeconomic situation liv-
ing on the floodplain of rivers, residing in precarious



housings and with a lack of access to health centers,
this work highlights the potential and neglected health
risk to which people are exposed to.

Finally, studies in this type of environment involve sev-
eral problems such as high crime rates, theft of traps,
and periodic flooding, all of which make it difficult to
obtain an optimal sample size. This work sheds light
on how lower concentrations of lead than those used in
experimental work can still generate effects on cerebel-
lar cytoarchitecture of rats. Furthermore, there might
be a synergistic effect with other neurotoxic metals, so
further studies including the different types of metals
in the basin are needed.
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Resumen. Los anfibios poseen secreciones cutineas con una enorme cantidad de compuestos de muy variada estructura quimica entre
los que se pueden mencionar aminas biogénicas, esteroides, alcaloides en su piel que tienen como utilidad su defensa ante predadores
y ante infecciones. Se muestran dos de las especies de “sapos” més comunes en el conurbano de Buenos Aires, Rhinella arenarum y
Rhinella dorbignyi, mostrando sus glandulas cutaneas y parotoideas, las cuales secretan sustancias toxicas que pueden generar intoxi-

cacion sistémica por su ingestién y en ocasiones irritacion cutanea por el contacto.

Palabras clave: Sapos; Veneno; Anfibios.

Abstract. Amphibians possess cutaneous secretions containing a vast array of compounds with highly varied chemical structures,
including biogenic amines, steroids, and alkaloids, which are used in their defense against predators and infections. We show two of
the most common species of toads in the Buenos Aires metropolitan area, Rhinella arenarum and Rhinella dorbignyi, displaying their
cutaneous and parotoid glands, which secrete toxic substances that may cause systemic poisoning upon ingestion and occasionally skin

irritation upon contact.

Keywords: Toad; Venom; Amphibian.

Los animales que pueden generar envenenamientos
en humanos pueden diferenciarse de acuerdo al me-
canismo mediante el cual el veneno que éstos poseen
puede ingresar al organismo de quien sufrird ese en-
venenamiento. Este puede producirse por la inocula-
cién de veneno en los tejidos, mediante la ingestién del
animal o sus tejidos que contienen sustancias téxicas
o por el contacto con secreciones téxicas secretadas
o aspersionadas por el animal por variados mecanis-
mos (Nelsen et al. 2013). Como ejemplos, las viboras
(serpientes de la Familia Viperidae) pueden inocular
veneno producido por gldndulas especializadas, que
es vehiculizado dentro del receptor de su mordedura
mediante dientes inoculadores asociados a las mismas.
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Los peces de las familias de los tetraodéntidos (“pez
globo™), pueden ser responsables de envenenamientos
graves cuando se los ingiere, debido a la ingestién de
tetrodotoxina, toxina bloqueante de canales de sodio
producida por bacterias presentes en el pez (Zhenchi
Li et al. 2020) en ciertos tejidos del mismo. Los “mil-
piés” (miriapodos, diplépodos), pueden aspersionar
varias sustancias toxicas como cianuro de hidrégeno,
terpenos, benzoquinonas y otras. Sin embargo, hay
animales que pueden generar intoxicaciones por mas
de un mecanismo, y en nuestro pais tenemos varios
ejemplos, siendo uno de los méas cercanos el de los an-
fibios y dentro de éstos especificamente los anuros. En
este caso mostramos imagenes de Rhinella arenarum



(“sapo comun”), de un tamano en ejemplares adultos
de 10 cm (Figura 1) y (Figura 2) Rhinella dorbignyi,
ex Rhinella fernadezae (“sapito cavador”), animal de
menor tamanfo, de 6-7 cm (Heredia 2008), ambos de
Tortuguitas, provincia de Buenos Aires, hasta hace
unos anos comprendidos dentro del género Bufo (Pe-
reyra et al. 2021). Estas especies son los sapos mas co-
munmente observados en la CABA y todo el conurba-
no bonaerense. Poseen gldndulas cutaneas distribuidas
en el dorso del cuerpo (Figuras 1.ay 2.a) y glandulas

Acta Toxicol. Argent. (2024) 32(1): 26-29

parotoideas tras los ojos en relacion al oido (Figuras
1.b'y 2.b), las que contienen compuestos tdxicos que
al sentirse el animal amenazado secretan profusamen-
te cubriendo su piel con una alta variedad de toxinas
que tienen por motivo disuadir a los predadores (Jared
et al. 2009). Entre las toxinas de los sapos, se pueden
destacar 1- las aminas biogénicas como adrenalina,
noradrenalina (afectan el sistema nervioso auténo-
mo, 2- los derivados esteroides como bufadienolidos
y la bufotoxina, toxinas que inhiben canales de potasio

Figura 1. Ejemplar de Rhinella arenarum. 1.a: glandula parotoidea. 1.b: glandulas
cuténeas. Los ejemplares adultos de esta especie llegan a medir 10 cm.
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en el musculo cardfaco actuando de manera similar al
digital, generando bloqueo auriculoventricular y 3- al-
caloides como bufotenina, dihidrobufotenina y bufo-
tionina, que pueden actuar sobre el sistema nervioso
central y producir efectos alucindgenos (Daly 1995;
Garrafo et al. 2012; da Silva 2015 ). Si bien el enve-
nenamiento por anuros en humanos no es comun en
Argentina, en otros paises se producen, causando en
algunos casos la muerte (Keomany et al. 2007), siendo
en nuestro pais de importancia en medicina veterina-
ria, dado que pueden producir envenenamientos, in-

cluso mortales en caninos y otros animales al ser ataca-
dos o ingeridos, causando edema pulmonar y bloqueo
auriculo-ventricular por los compuestos esteroides
con actividad similar a digital que poseen éstos (Kwan
et al. 1992; Camplesi 2006; Barbosa et al. 2009). Por
lo tanto, se debe ser cuidadoso cuando se utilizan estos
animales como alimento y también se debe tener pre-
sente la potencialidad de envenenamiento en animales
domésticos, en especial tras las lluvias, momento en
que los perros de exteriores pueden llegar a estar en
contacto con estos anuros.

Figura 2. Ejemplar de Rhinella dorbignyi. 2.a: glindula parotoidea. 2.b: glandulas
cutaneas. Los ejemplares adultos de esta especie llegan a medir 6-7 cm.
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Acta Toxicologica Argentina.

Los restimenes de tesis: son resimenes am-
pliados que describen tesis de Maestria o Doctorales
aprobadas. Estas deben incluir copia de la aprobacion
de la tesis con la declaracién jurada del autor y su direc-
tor. El texto no debe superar los 1000 caracteres.

Acta Toxicolégica Argentina (en adelante Acta),
publicara contribuciones en espanol, portugués y/o in-
glés. Todas serdn evaluadas por al menos dos revisores;
la seleccién de los mismos serd atributo exclusivo de
los editores. Este proceso determinard que el mencio-
nado Comité opte por rechazar, aceptar con cambios
0 aceptar para su publicacion el trabajo sometido a su
consideracién. La identidad de autores y revisores se
mantendré en forma confidencial.

Envio de manuscritos

El envio de manuscritos se realizaré a través de la sec-
cién de Acta Toxicologica Argentina en la pagina web
de la Asociacién Toxicolégica Argentina (https://toxi-
cologia.org.ar/formulario-acta/).

Gratuidad de las publicaciones

El envio, revision, edicién y publicaciéon de cualquier
tipo de material técnico cientifico o de divulgacién acep-
tado por Acta Toxicolégica Argentina es totalmente gra-
tuito para los autores, no debiendo estos abonar ningin
tipo de costo para su publicacion ni para ninguna de las
etapas previas.

Derechos de autor
Acta Toxicoldgica Argentina es una publicacion de ac-



ceso abierto y posee una Licencia Publica de Creative
Commons (CC-BY-NC). Los autores conservan los
derechos de autor y garantizan a la revista el derecho
de ser la primera publicacién del trabajo. Los autores
retienen el derecho sobre sus trabajos bajo las nor-
mas de la licencia CC de tipo BY-NC, HYPERLINK
"http://creativecommons.org/licenses/by-nc/2.5/
ar/"Licencia Publica de Creative Commons que permi-
te compartir el trabajo reconociendo su publicacién ini-
cial en esta revista, pudiendo los autores disponer del
trabajo para el fin que consideren, con la sola excepcién
de su reproduccién con fines comerciales, de acuerdo a
este tipo de licencia de CC.

Derechos de publicacion

Los autores retienen los derechos de publicacién. Ac-
ta Toxicologica Argentina es una publicacién de ac-
ceso abierto y posee una Licencia Ptblica de Creative
Commons (CC-BY-NC). Los autores conservan los
derechos de publicacién y garantizan a la revista el
derecho de ser el primer sitio de publicacién del tra-
bajo. Los autores retienen el derecho para publicar
sus trabajos bajo las normas de la licencia CC de tipo
BY-NC, "http://creativecommons.org/licenses/by-
nc/2.5/ar/" Licencia Publica de Creative Commons
que permite compartir el trabajo reconociendo su pu-
blicacién inicial en esta revista, pudiendo los autores
disponer del trabajo para el fin que consideren, con la
sola exepcién de su reproduccién con fines comercia-
les, de acuerdo a este tipo de licencia de CC.

Aspectos generales en la preparacion
del manuscrito para articulo original
Los manuscritos deberan redactarse con procesador
detexto(MicrosoftWordversion 2003 osuperior),adoble
espacio (incluso los restimenes, referencias y tablas)
con un tamafio minimo de letra Arial en 12 puntos. Las
péginas deberdn numerarse desde la portada. Las letras
en negrita o italica se usaran sélo cuando corresponda.
En la primera pégina se indicard: titulo del trabajo,
apellido, nombre de autor 1; apellido, nombre de au-
tor 2; apellido, nombre de autor 3; etc.; lugar de trabajo
(nombre de la institucién y direccién postal); de haber
autores con distintos lugares de trabajo se colocaran su-
perindices numéricos -no encerrados entre paréntesis-
junto a los nombres, de manera de identificar a cada
autor con su respectivo lugar de trabajo; fax y/o correo
electrénico del autor responsable de la correspondencia
(que se indicara con un asterisco en posicién de supe-
rindice ubicado junto al nombre).

En la segunda pégina se incluira el titulo en inglés y el
resumen en el idioma del articulo y en inglés, seguido
cada uno de ellos de una lista de tres a seis palabras cla-
ve, en el idioma correspondiente. Si el trabajo estuviese
escrito en inglés, deberd tener un resumen en espariol.
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Las palabras clave iniciaran con maytscula e iran sepa-
radas por punto y coma.

Introduccion. Incluird antecedentes actuali- za-
dos acerca del tema en cuestion y los objetivos del tra-
bajo definidos con claridad.

Materiales y métodos. Contendré la des- crip-
cién de los métodos, aparatos, reactivos y procedimien-
tos utilizados, con el detalle suficiente para permitir la
reproduccion de los experimentos.
Consideraciones éticas. En todos los estudios
clinicos se debera especificar el nombre del Comité de
Etica e Investigacién que aprobé el estudio y que se
conté con el consentimiento escrito de los pacientes. En
todos los estudios con organismos no humanos, se de-
beran especificar los lineamientos éticos con respecto al
manejo de los mismos durante la realizacién del trabajo.
Analisis estadistico. Se deberan informar las
pruebas estadisticas con detalle suficiente como para
que los datos puedan ser verificados por otros investi-
gadores y fundamentar el empleo de cada una de ellas.
Si se utilizé un programa estadistico para procesar los
datos, éste deber4 ser mencionado en esta seccion.
Resultados. Se presentaran a través de una de las
siguientes formas: en el texto, o mediante tabla/s y/o
figura/s. Se evitaran repeticiones y se destacaran sélo
los datos importantes. Se dejara para la seccion Discu-
sién la interpretacién méas extensa.

Las tablas se presentardn en hoja aparte, nume-
radas consecutivamente con numeros arabigos, con
las leyendas y/o aclaraciones que correspondan al
pie. Las llamadas para las aclaraciones al pie se ha-
ran empleando numeros arabigos entre paréntesis
y superindice. Sélo los bordes externos de la pri-
mera y la tltima fila y la separacién entre los titulos
de las columnas y los datos se marcaran con linea
continua. No se marcaran los bordes de las colum-
nas. Asegtrese que cada tabla sea citada en el texto.
Las figuras se presentaran en hoja aparte, numera-
das consecutivamente con ntmeros arabigos. Los di-
bujos deberan estar en condiciones que aseguren una
adecuada reproduccién. Los graficos de barras, tortas o
estadisticas deberdn tener formato GIF. Los nimeros,
letras y signos tendran dimensiones adecuadas para
ser legibles cuando se hagan las reducciones necesa-
rias. Las referencias de los simbolos utilizados en las
figuras deberan ser incluidas en el texto de la leyenda.
Las fotografias deberan ser realizadas en blanco y
negro, con buen contraste, en papel brillante y con una
calidad suficiente (mfnimo 300 dpi) para asegurar una
buena reproduccion. Los dibujos originales o las foto-
graffas tendran al dorso los nombres de los autores y el
ntmero de orden escritos con 1apiz.

Las fotos para la version electronica deberan ser rea-
lizadas en el formato JPEG o GIF, con alta resolucion.
Tanto las figuras como las fotografias deberén ser legi-
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bles. El tamafio minimo serd media carta, es decir, 21 x
15 c¢m, a 300 dpi. En todos los casos se deber4 indicar
la magnificacién utilizada (barra o aumento).

Los epigrafes de las figuras se presentaran exclusiva-
mente en una hoja aparte, ordenadas numéricamente
y deberan expresar especifi- camente lo que se muestra
en la figura.

Abreviaturas. Se utilizaran tnicamente abreviatu-
rasnormalizadas. Seevitaranlasabreviaturaseneltituloy
en el resumen. Cuando en el texto se emplee por primera
vez una abreviatura, ésta ird precedida del término com-
pleto, salvo si se trata de una unidad de medida comun.
Unidades de medida. Las medidas de longitud,
talla, peso y volumen se deberan expresar en unidades
meétricas (metro, kilogramo, litro). En los manuscritos
en espafol los nimeros decimales deben indicarse con
coma, y los miles con punto. En los manuscritos en
inglés, los decimales deben indicarse con punto y los
miles, con coma.

Las temperaturas se facilitardn en grados Celsius y
las presiones arteriales en milimetros de mercurio.
Todos los valores de pardmetros hematolégi-
cos y bioquimicos se presentardn en unidades
del sistema métrico decimal, de acuerdo con el
Sistema Internacional de Unidades (SI). No obstante,
los editores podran solicitar que, antes de publicar el
articulo, los autores anadan unidades alternativas o
distintas de las del SI.

Nomenclatura. En el caso de sustancias quimicas
se tomara como referencia prioritaria a las normas de
laTUPAC. Los organismos se denominaran conforme a
las normas internacionales, indicando sin abreviaturas
el género y la especie en itélica.

Discusion. Se haré énfasis sobre los aspectos del
estudio mas importantes y novedosos y se interpre-
tardn los datos experimentales en relacién con lo ya
publicado. Se indicaran las conclusiones a las que se
arribé, evitando la reiteracién de datos y conceptos ya
vertidos en secciones anteriores.

Agradecimientos. Deberan presentarse en letra
Arial con un tamano de 10 puntos y en un sélo parrafo.

Conflictos de intereses. Los autores deberan
expresar si alguno de ellos o el grupo poseen algin con-
flicto de interés respecto al material publicado. De no
haberlo, también debe declararse. como por ejemplo:
Los autores declaran que no poseen conflictos de in-
tereses o relaciones personales que hayan podido in-
fluenciar lo enunciado en este trabajo

Bibliografia

Parte 1: citas en texto

El nombre del autor y el afio de publicacién aparecen
entre paréntesis al final de la oracién:
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Este reclamo fue refutado mas tarde (Jones 2008).

Si el nombre del autor se menciona claramente en el
texto, puede seguirse directamente por el ano de publi-
cacién, entre paréntesis:

Jones (2008) luego refuto esta afirmacién.

Si tanto el nombre del autor como el afio se mencionan
claramente en el texto, no es necesario incluir una refe-
rencia entre paréntesis:

En 2008, Jones refuté esta afirmacién.

Si esté citando una parte especifica de un documento
(por ejemplo, una cita directa o una figura, grafico o
tabla), incluya el nimero de pagina en la que se en-
cuentra esa informacién:

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

Mas de un autor

Siun documento tiene dos autores, incluya ambos ape-
llidos separados por "y". Para trabajos con tres o mas
autores, incluya solo el nombre del primer autor, segui-

do de “et al.”:

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

Muiltiples obras de diferentes autores.

Si cita varias fuentes a la vez, enumérelas en orden cro-
noldgico, o alfabéticamente si se publicaron dos o mas
obras en el mismo afio, y separe cada una con un punto
y coma:

... (Samson 1963; Carter y Bowles 1975; Grimes 1975; An-
derson et al. 1992).

Muiltiples obras del mismo autor publi-
cadas en el mismo ano.

Si esté citando dos o0 més obras escritas por el mismo
autor en el mismo afo, agregue un identificador (a, b,
c...) para distinguirlas. Use los mismos identificadores
en la lista de referencia:

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

Citando una fuente secundaria o indi-
recta

Si desea citar una fuente que se cita en otro documento,
siempre es mejor consultar y luego citar la fuente origi-



nal. Sin embargo, si no puede localizar y verificar el do-
cumento fuente original, debe citar la fuente secundaria
y al mismo tiempo reconocer al autor de la idea original
tanto en la cita en el texto como en la referencia final:

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

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

Organizaciones como autores

Si el autor de un documento es una organizacién, cor-
poracién, departamento de gobierno, universidad, etc.,
use una forma abreviada de la organizacién en la cita
en el texto, reteniendo la primera letra de cada palabra
en el nombre, o alguna otra reconocida abreviatura:

... (FAO 2006).

Parte 2: lista de referencias

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

Componentes de referencias en la lista
de referencias.

Los siguientes componentes, si estan disponibles, se
incluyen al citar una fuente, en la siguiente secuencia:

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

Afo de publicacion

Titulo

Contenido o designador medio
Edicién

Autor (es) secundario (s)
Lugar de publicacién

Editor

Paginacion

Serie

Articulos de revistas y periodicos.
Autor (es)

Afo de publicacion

Titulo del articulo

Contenido o designador medio

Titulo de revista o periédico

Volumen

Numero

Paginacion

Autor (es) o Editor (es)
Enumere los apellidos e iniciales de los autores en el or-
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den en que aparecen en el documento original, y separe
cada uno con una coma.

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

Si el documento tiene editores en lugar de autores, co-
loque los apellidos y las iniciales seguidos de una coma
y "editor (es)":

Macdonald MB, Kaufman LG, editores.

Mas de diez autores.

Incluya siempre los nombres de los primeros diez au-
tores. Si hay mas de diez, incluya solo los primeros
diez nombres de autores. Agregar tras ""autores", tres
puntos (...) seguidos por una coma (,) y el nombre del
ultimo autor. Ejemplo Autor 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10,
..., Autor 11.

Autor (es) secundario (s)

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

Mérquez GG. 1988. Amor en tiempos del célera. Grossman
E, traductor. Nueva York...

Organizaciones como autores

El nombre completo de la organizacién debe identifi-
carse en la lista de referencias, pero precedido por la
abreviatura utilizada en el texto, entre corchetes. Orde-
ne la referencia alfabéticamente por el nombre comple-
to, no por el acrénimo:

[FAQ] Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimen-
tacién y la Agricultura. 2006. Género y derecho: los dere-
chos de las mujeres en la agricultura...

Titulo

Incluya tanto el titulo como los subtitulos, conservan-
do la puntuacién utilizada en el documento original.
Para libros y titulos de articulos de revistas, escriba en
mayuscula solo la primera palabra, asi como los nom-
bres propios, siglas e iniciales. Todas las palabras im-
portantes en los titulos de las revistas pueden escribirse
en mayuscula:

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

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

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

Designador medio

Los designadores medios indican que el documento
estd en un formato no impreso, como "microfichas",
"CD-ROM" o "Internet". Se requieren designadores
medios y aparecen entre corchetes directamente des-
pués del titulo:

Gooderham CB. 1917. Enfermedades de las abejas [microfi-
chas]. Ottawa...

Lugar de publicacion y editorial

El lugar de publicacion se refiere a la ciudad donde se
encuentra el editor. Esta informacién generalmente se
encuentra en la portada del libro en cuestién, o en el
registro del catdlogo McGill. Si no se puede encontrar
un lugar de publicacién, use las palabras [lugar desco-
nocido] entre corchetes. Si aparece mas de una ciudad,
use solo la primera que aparezca. Ciertas ciudades pue-
den estar solas (por ejemplo, Nueva York), pero para
evitar confusiones, se puede escribir el nombre del pais
o incluir el c6digo de pafs ISO de 2 letras (por ejemplo,
Reino Unido: GB). Para ciudades canadienses o esta-
dounidenses, se puede incluir el c6digo de provincia o
estado de dos letras.

Paginacion

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

Serie

Si el documento es parte de una serie, debe agregar el
titulo de la serie y el nimero de volumen al final de la
entrada.

Parte 3: ejemplos (impresos)

Articulo de revista

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

Holmberg S, Osterholm M, Sanger K, Cohen M. 1987.
Drug-resistant Salmonella from animals fed antimicrobials.
New England Journal of Medicine. 311(2): 617-622.
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Libro
Autor (es). Afo. Titulo del libro. Edicién. Lugar de pu-
blicacion: Editorial.

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

Capitulo en un libro

Autor (es). Afio. Titulo del capitulo. En: Titulo del libro.
Edicién. Lugar de publicacién: Editorial. pags. Paginas
del capitulo.

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

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

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

Capitulo o articulo en un libro editado
Autor (es). de la parte. Afio. Titulo del capitulo. En:
Nombre (s) del editor, editores. Titulo del libro. Edi-
cién. Lugar de publicacién: Editorial. pags. Paginas del
capitulo.

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

Articulo en un diccionario o enciclope-
dia.

Cite como lo harfa un articulo en un libro editado; Si
no se especifica el autor de la parte, el editor asume el
lugar del autor.

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

Tegos G, Mylonakis E, editors. 2012. Antimicrobial drug
discovery: emerging strategies. Wallingford, Oxfordshire
(GB): CABI. (Advances in molecular and cellular microbio-
logy; vol.22).

Tesis o disertacion

Autor (es). Ano. Titulo [designador de contenido]. [Lu-
gar de publicacién]: Editorial (a menudo una univer-
sidad).

Bernier MH. 2009. Assessing on-farm water use efficiency



in southern Ontario [tesis]. [Montreal (QC)]: McGill Uni-
versity.

Documentos de conferencia o actas
Autor (es). Afo. Titulo del trabajo. En: Nombre (s) del
editor, editores. Titulo del volumen. Ntimero y nombre
de la conferencia; fecha de la conferencia; Lugar de la
conferencia. Lugar de publicacién: Editorial. pags. Pa-
ginas.

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

Parte 4: ejemplos (electronicos)

La proliferacion de informacion electrénica ha introdu-
cido nuevos desafios, ya que los documentos pueden
existir en varios formatos diferentes. Las fuentes elec-
tronicas se citan de la misma manera que sus contra-
partes impresas, con algunos elementos especificos de
Internet agregados: un designador medio (consulte la
descripciéon anterior), la fecha en que el documento se
modificé o actualizd por tltima vez (si esté disponible),
la fecha citada y el URL del documento o DOI (identifi-
cador de objeto digital).

Las opiniones difieren sobre la mejor manera de citar
articulos de revistas electrénicas. Generalmente, un
articulo electrénico basado en una fuente impresa, en
formato PDF, se considera inalterable y se cita como un
articulo impreso.

Al ver articulos de revistas en linea, los en-
laces que aparecen en el cuadro de direccién
de su navegador pueden ser temporales y
dejaran de funcionar después de unos dias.
Muchas bases de datos y editores proporcio-
naran un enlace permanente o persistente, o
buscaran el DOI (identificador de objeto digi-
tal) del articulo, que a menudo aparece junto
con el resto de la informacién de citas.

Articulo electronico en formato PDF.

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

Articulo electronico en formato HTML o
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de texto.

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

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

Libro electréonico

Autor (es) o Editor (es). Ano. Titulo del libro [desig-
nador medio]. Edicién. Lugar de publicacién: editorial;
[fecha actualizada; fecha de cita]. Disponible en: 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]. Disponible en: www.sciencedirect.com/science/
book/9780123746283

Articulo en un diccionario electronico o
enciclopedia.

Cita como lo harias con un articulo en un libro elec-
trénico

Allaby M, editor. 2006. photosynthesis. In: Dictionary
of Plant Sciences [Internet]. Rev. ed. Oxford: Oxford
University Press; [citado el 31 de agosto de 2010]. Dis-
ponible en: www.oxfordreference.com/views/ENTRY.

html?subview=Main&entry=t7.e5147

Sitio web

Titulo del sitio web [designador medio]. Fecha de pu-
blicacién. Lugar de publicacién: Editorial; [fecha ac-
tualizada; fecha de cita]. Disponible en: URL

Electronic Factbook [Internet]. 2007. Montreal (QC): Mc-
Gill University; [actualizado al 30 de marzo de 2007; ci-
tado el 11 de enero de 2013]. Disponible en: http://www.

is.megill.ca/upo/factbook/index-upo.htm

Documento en linea

Autor (es) Fecha de publicacién. Titulo [designador
medio]. Edicién. Lugar de publicacién: Editorial; [fe-
cha actualizada; fecha de cita]. Disponible en: URL

Kruse JS. 2007. Framework for sustainable soil manage-
ment: literature review and synthesis [Internet]. Ankeny
(TA): Soil and Water Conservation Society; [citado el 3 de
agosto de 2008]. Disponible en: http://www.swes.org/do-
cuments/filelibrary/BeyondTliteraturereview.pdf
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INSTRUCTIONS TO CONTRIBUTORS

Acta Toxicolégica Argentina (Acta Toxicol. Argent.)
(ISSN 0327-9286) is the official publication for scien-
tific promotion of the Asociacién Toxicolégica Argen-
tina. It is a member of the Niicleo Bdsico de Revistas
Cientificas Argentinas (Basic Core of Argentinean
Scientific Journals) since 2007. Full articles can be ac-
cessed through SciELO Argentina electronic library.
The goal of Acta Toxicolégica Argentina is to publish
articles concerning all areas of Toxicology, including
original articles, case reports, short communications,
revisions, popularization of science articles, technical
notes, images, thesis summaries, letters to the editor
and relevant news.

Original articles must detail complete research
and should be organized into the following sections:
Introduction, Materials and Methods, Results and Dis-
cussion (thelast two can be combined 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 arti-
cles that contribute to the respective area of Toxicology.
Revisions or updates comprise studies where
an extensive revision of a topic of current importance
and/or interest has been carried out.

Articles concerned with popular science and special ar-
ticles can comment on a broad range of toxicological
topics.

Technical notes should briefly describe new de-
vices or analytical techniques validated by conclusive
experimental studies.

Images in Toxicology may be images related
with Toxicology from the artistic to the biological and
medical aspects: toxic plants, toxic fungi, venomous
animals, poisonous animals, algal bloom, chemicals,
environmental eco-toxicological alterations, clinic cas-
es, diagnostic images (radiograph, electrocardiogram,
echography, angiography, tomography, magnetic reso-
nance Image, optic or electron microscopy, etc).

The objective of the Section of Images in Toxicology is
the publication of original images (1-2 high quality fig-
ures) of classic, interesting or unusual findings that fa-
cilitate the clinical, laboratorial or eco-epidemiological
diagnosis of toxicological origin.

Such images should be not necessarily exceptional, but
illustrative.

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

Please use labels and arrows to identify points of inter-
est on the image. In clinical cases remove any identify-
ing 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 au-
thor or whom posses the copyright must be added in
the presentation letter to be presented to the Editorial
Committee of Acta Toxicolégica Argentina.

Thesis summaries are sufficiently detailed ab-
stracts of approved doctoral or magisterial thesis. They
must include a copy of acceptance and a sworn state-
ment by the author and director, and should not exceed
1,000 characters.

Articles can be submitted to Acta Toxicologica Argen-
tina (henceforth Acta) in Spanish, Portuguese or Eng-
lish. All submissions will be evaluated by at least two
independent reviewers, selected by the editors. The Ed-
itorial 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
Toxicolbgica Argentina section in the website of the
Argentine Toxicological Association (https://toxicolo-
gia.org.ar/formulario-acta/).

Free publishing costs

The submission, reviewing, editing and publishing of
any kind of scientific or technical material or of any
disclosure material accepted by Acta Toxicological Ar-
gentina is totally free for authors, not having to pay any
cost for its publication or for any of the previous stages.

Copyright

Acta Toxicoldgica Argentina is an open access journal
and has a Creative Commons Public License (CC-BY-
NC). Authors retain copyright on their work; never-
theless, they guarantee the journal the right to be the
first in its publication. 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 publica-
tion in this journal) with the sole exception of its re-
production for commercial purposes, according to this
kind of CC license.



Publishing rights

Acta Toxicoldgica Argentina is a open access journal
and has a Creative Commons Public License (CC-BY-
NC). Authors retain the license of their article and the
publication rights on their work; nevertheless, they
guarantee the journal the right to be the first in its pub-
lication. Authors retain the license and rights to their
work under the guidelines of the license CC BY-NC,
Creative Commons Public License http://creative-
commons.org/licenses/bync/2.5/ar/". They can free-
ly 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.

Gfeneral guidelines in the preparation
(o)

manuscripts for original articles

Articles must be written using a word processor (Mi-
crosoft Word 2003 or higher) with double-spacing
throughout (including abstract, references and ta-
bles), and a minimum letter size of Arial 12. Manu-
scripts 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 au-
thor 2; surname, name author 3; etc.and affiliations of
all authors, workplace (name of institution and postal
address; if it differs between authors, numerical su-
perscripts, not in parentheses, next to each author
should be used to identify it); fax and/or e-mail ad-
dress of the corresponding author (signaled by a sub-
script asterisk next to the name).

Second page must include an English title and the
abstract, both in the language of submission and in
English, each followed by three to six keywords in
the corresponding language. If the article is written
in English, then the abstract in Spanish must be pro-
vided. Keywords must be headed by capital letters and
separated by semicolons.

Introduction. It should include updated back-
ground references and clearly stated study goals.
Materials and methods. This section should
describe the methods, devices, reagents and proce-
dures used, sufficiently detailed to enable the experi-
ments to be reproduced.

Ethical considerations. All clinical studies
must specify the name of the Ethics and Research
Committee responsible for the approval of the study,
as well as the patients’ written consenT. Studies in-
volving non human experimental subjects must give
assurance that ethical guidelines for the protection of
animal handling and welfare were followed.
Statistical analysis. The statistical tests em-
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ployed should be properly explained and justified to
allow verification by other researchers. If statistical
software was used to process data, it should be men-
tioned.

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

Tables must be typed in separate pages and num-
bered 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 Arabic numerals in parentheses.
Continuous lines may be only used for the outer bor-
ders 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 Ar-
abic numerals and presented in separate pages. Draw-
ings must be of good enough quality to ensure adequate
reproduction. Bar, pie or statistical charts must be pre-
pared in GIF formaT. Numbers, letters and signs with-
in 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 resolution of 300 dpi.
Submit all original drawings and photographs in glossy
paper with the authors’ name and figure number writ-
ten in pencil in the back. For the electronic submission,
photographs 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 pa-
per 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, accord-
ingly numbered. Only the elements visible in the cor-
responding figure must be included in the caption.
Abbreviations. Authors should only use conven-
tional 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 measures.

Unit measures. Length, size, weight and volume
measures should be expressed according to the metric
system (meter, kilogram, liter or their decimal mul-
tiples). Temperatures will be provided in degrees Cel-
sius; blood pressure in millimeters of mercury. Deci-
mals should be indicated by a point and thousands by
a comma.

All hematological and biochemical parameters should
follow the metric system, according to the Internation-
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al System of Units (SI). However, editors could require
that alternate units be provided before publication.
Nomenclature. For chemicals, authors should
primarily adhere to IUPAC norms. Designate organ-
ism names according to international norms by stat-
ing 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 previous published find-
ings. Include conclusions without repeating data and
concepts stated elsewhere.

Conflicts of Interest. Authors must declare if
some conflict of interest regarding the manuscritpt. If
not, this must be declared. In example:

Declaration of competing interest The authors declare
that they have no known competing financial interests
or personal relationships that could have appeared to
influence the work reported in this.

Acknowledgements. Limit to a single paragraph, us-
ing Arial 10 lettering.

References.

Part 1: in-text citations

The author’s name and the year of publication are list-
ed in parentheses at the end of the sentence:

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 include 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 published 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 au-
thors, include only the first author name, followed by
“etal”:

... (Andrews and Gray 1995).
... (Gomez et al. 2003).
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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
published in the same year

If you are citing two or more works written by the same
author in the same year, add a designator (a, b, c...) to
distinguish them. Use the same designators in the ref-
erence 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 acknowl-
edging the author of the original idea in both the in-text
citation and end reference:

... (Rawls 1971, cited in Brown 2008)

Rawls J. 1971. A Theory of Justice. Cambridge (MA):
Belknap Press. Cited in: Brown PG. 2008. The Common-
wealth 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, corpora-
tion, government department, university, etc., use an
abbreviated form of the organization in the in-text ci-
tation, 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 paper and
includes full bibliographic information for all of the
sources cited in the texT. The references are listed in
alphabetical order by first author last name.

Components of references in

the reference list

The following components, if available, are included
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 original 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 authors. If
there are more than ten, include the first ten author
names only, followed by three points (...), comma (,)
and the name of the last Author. In example. Author 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10,..,11.

Secondary author(s)

Secondary authors include translators, illustrators,
editors or producers, and may be included in the ref-
erence, 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 identified
in the reference list, but preceded by the abbreviation
used in the text, in square brackets. Order the reference
alphabetically by the full name, not the acronym:
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[FAO] Food and Agriculture Organization of the United
Nations. 2006. Gender and law: Women’s rights in agricul-
ture...

Title

Include both the title and subtitle, retaining the punc-
tuation used in the original documenT. For books and
journal article titles, capitalize only the first word, as
well as proper nouns, acronyms and initials. All signifi-
cant words in journal 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 docu-
ment, and may be used to provide additional infor-
mation with regards to the nature of a document (e.g.
dissertations, theses, bibliographies, and certain types
of journal articles such as editorials, letters to the edi-
tor, news, etc.). Content designators appear in square
brackets directly after the title:

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

Medium designator

Medium designators indicate that the document is in a
non-print format, such as “microfiche”, “CD-ROM”, or
“Internet”. Medium designators are required and ap-
pear in square brackets directly after the title:

Gooderham CB. 1917. Bee diseases [microfiche]. 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 Mc-
Gill catalogue record. If no place of publication can be
found use the words [place unknown] in square brack-
ets. 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 ar-
ticle, 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.
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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
Volume(Issue): Pages.

title. Journal name.

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

Book
Author(s). Year. Book Title. Edition. Place of Publica-
tion: Publisher.

Carson R. 1962. Silent spring. Boston (MA): Houghton Mif-
flin.

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

Carson R. 1962. Earth’s green mantle. In: Silent spring. Bos-
ton (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, peo-
ple and power: the political ecology of reform in South Asia.
London (GB): Earthscan.

Chapter or article in an edited book
Author(s) of the parT. Year. Chapter title. In: Editor
name(s), editors. Book title. Edition. Place of Publica-
tion: 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 political 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 editor assumes
the place of the author.

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

Tegos G, Mylonakis E, editors. 2012. Antimicrobial drug dis-
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covery: emerging strategies. Wallingford, 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 Uni-
versity.

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

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

Part 4: examples (electronic)

The proliferation of electronic information has intro-
duced 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 descrip-
tion 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 article 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 for-
mat could easily be altered or exist in several versions, and
should be cited respecting the rules for websites and other
electronic documents.

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




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

Electronic article in HTML or text for-
mat

Author(s). Year. Article title. Journal name [medium
designator]. [date updated; date cited]; Volume(Issue):
Pages (if available). Available at: URL or DOI

Woolf D, Amonette JE, Street-Perrott FA, Lehm-
ann J, Joseph S. 2010. Sustainable biochar to
mitigate global climate change. Nature Commu-
nications [Internet]. [cited 2010 Aug 18]; 1(Art.
56). Available at: http://www.nature.com

ncomms/journal/v1/n5/full/ncomms1053.
html

Electronic book

Author(s) or Editor(s). Year. Book Title [medium des-
ignator]. Edition. Place of Publication: Publisher; [date
updated; date cited]. Available at: URL

Watson RR, Preedy VR, editors. 2010. Bioactive foods in
promoting health: fruits and vegetables [Internet]. Amster-
dam: Academic Press; [cited 2010 Apr 22]. Available at:

www.sciencedirect.com/science/book/9780123746283
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Article in an electronic dictionary or en-
cyclopedia

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 Univer-
sity Press; [cited 2010 Aug 31]. Available at: www.oxfor-
dreference.com/views/
ENTRY.html?subview=Main&entry=t7.e5147

Website

Title of website [medium designator]. Date of publi-
cation. Place of publication: Publisher; [date updated;
date cited]. Available at: URL

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

Online document

Author(s). Date of publication. Title [medium designa-
tor]. Edition. Place of publication: Publisher; [date up-
dated; date cited]. Available at: URL

Kruse JS. 2007. Framework for sustainable soil manage-
ment: literature review and synthesis [Internet]. Ankeny (IA):
Soil and Water Conservation Society; [cited 2008 Aug 3].
Available at: http://www.swes.org/documents/filelibrary/

BevondTliteraturereview.pdfw
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INSTRUCOES PARA OS AUTORES

Acta Toxicolégica Argentina (Acta Toxicol. Argent.)
(ISSN 0327-9286) ¢ o érgao oficial de difusio cientifi-
ca da Associacio Toxicoldgica Argentina. Integra desde
0 ano de 2007 o Ntcleo Bésico de Revistas Cientificas
Argentinas, tem acesso a artigos e textos completos
através da SciELO Argentina. Acta Toxicolégica Ar-
gentina tem como objetivo a publicacio de trabalhos
relacionados com diferentes areas da Toxicologia, em
formato de artigos originais, relatos de casos, comu-
nicacdes breves, atualizagOes ou revisoes, artigos de
divulgacdo, imagens, resumos da tese, notas técnicas,
cartas ao editor e noticias.

Os artigos originais sao trabalhos de pesqui-
sa completos e devem ser apresentados respeitando as
seguintes secoes: Introducio; Materiais e métodos; Re-
sultados e Discussdo (que podem integrar uma secio
anexa).

Os relatos de casos sao descrigoes de casos
clinicos que tenham em suas caracteristicas um signifi-
cado ou aporte importante a Toxicologia.

As comunicacoes curtas sao trabalhos
de menor extensdo, mas, com conotagio toxicolégica
inovadora e com um aporte importante ao campo to-
xicoldgico.

As revisoes ou atualizagoes compreendem
trabalhos nos quais se tenha realizado uma ampla e
completa revisdo de um tema importante e/ou de gran-
de interesse atual nos diferentes campos da toxicologia.
Os artigos de divulgacao e artigos especiais
sdo comentarios de diversos temas de interesse toxi-
coldgico.

As notas técnicas sdo descricdes breves de técnicas
analiticas ou dispositivos novos ou apoiados por traba-
lhos experimentais conclusivos.

As imagens em Toxicologia podem corres-
ponder a imagens relacionadas a toxicologia, dos as-
pectos artisticos aos bioldgicos: plantas téxicas, cogu-
melos téxicos, animais venenosos, animais venenosos
animais venenosos, animais venenosos, floracbes de
algas, quimicos, alteragdes ambientais, casos clinicos,
diagndstico por imagem (raios X, eletrocardiogramas,
ecografias, angiografia, tomografia, ressoniancia mag-
nética, microscopia Optica ou eletronica, etc.).

O objetivo da Secdo Imagens em Toxicologia € a publi-
cagdo de imagens originais (1-2 figuras de alta quali-
dade) ou cléssicos interessantes ou descobertas inco-
muns que facilitem diagnéstico clinico, laboratorial ou
eco-epidemioldgico com origem toxicoldgica.

As imagens podem nao ser excepcionais, mas sim ilus-
trativas.

O titulo deve ser curto e descritivo. Se a imagem é
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uma imagem clinica, o texto deve ser uma descrigao
da apresentacdo do paciente seguido de pontos expli-
cativos relevantes e o diagnéstico final. As imagens
devem incluir uma legenda descritiva. Se a imagem
corresponde a outros pontos da toxicologia uma breve
descrigio do contexto deve ser incluida no texto. Favor
usar setas ou sinais para identificar pontos de interesse
na imagem. Nos casos clinicos, favor remover qualquer
caso de identificagdo de pacientes.

O maximo de palavras recomendada é: resumo 200,
texto 1000 e ndo mais de 12 referéncias.

Serd aceito um méximo de 3 autores por imagem.
Caso a imagem nao seja original, ela deve ser acompa-
nhada pela autorizagio do proprietario ou quem quer
que seja o proprietario dos direitos, deve ser indicada
na nota a ser submetida ao Editorial ao Conselho Edi-
torial da Acta Toxicoldgica.

Resumos de tese: Resumos ampliados que des-
crevem teses de Mestrado e Doutorado aprovadas.
Estas devem incluir cépia da aprovacio da tese com a
declaragio juramentada do autor e seu orientador. O
texto nao deve ultrapassar 1000 caracteres.

Acta Toxicolégica Argentina (em adiante Acta) pu-
blicard contribuicbes em espanhol, portugués e/ou
inglés. Todas serfo avaliadas por pelo menos dois re-
visores; a selecdo dos mesmos serd atributo exclusivo
dos editores. Este processo determinaré que o mencio-
nado Comité opte por rejeitar, aceitar com alteractes
ou aceitar para publicacio o trabalho submetido a sua
consideragdo. A identidade dos autores e revisores sera
mantida de forma confidencial.

Envio de trabalhos

Os manuscritos devem ser submetidos através do Acta
Toxicoldgica Argentina en la pagina web de la Asocia-
cién Toxicoldgica Argentina (https://toxicologia.org.
ar/formulario-acta/).

Gratuidade das publicacoes

O envio, revisdo, edicdo e publicacio de qualquer
tipo de material técnico cientifico ou de divulgagio
aceito pela Acta Toxicolégica Argentina é comple-
tamente livre de custos para os autores, que nao siao
obrigados a pagar nenhum tipo de custo de publi-
cagdo ou para qualquer uma das etapas anteriores.
Direitos autorais

Os autores retém os direitos da publicacdo. Acta To-
xicologica Argentina é um acesso aberto e detém uma
Licenca Publica Creative Commons (CC-BY-NC). Os
autores conservam os direitos de publicagio e garantia
a revista o direito para ser o primeiro local de publica-



¢do do trabalho. Os autores retém o direito ao seu traba-
lho sob o Regras da licenga CC do tipo BY-NC "http://
creativecommons.org/licenses/by-nc/2.5/ar/"Licenca
Publica Creative Commons que permite compartilhar
o trabalho, reconhecendo sua publicacio inicial nesta
revista, os autores podem dispor da obra para qualquer
finalidade que considerem adequada, com a tinica exce-
¢do de sua reproducdo para fins comerciais, de acordo
com este tipo de licenca CC.

Direitos de publicacao

Os autores conservam os direitos de publicagdo. Acta
Toxicoldgica Argentina é um acesso aberto

publicacio de livre acesso e detém um Licenca Puablica
Creative Commons (CCBY-NC). Os autores retém os
direitos de publicacio direitos de publicacdo e conceder
a revista o direito de ser a primeira ser o primeiro site
de publicagdo da obra. do trabalho. Os autores retém o
direito de publicar seu trabalho de acordo com as regras
do a licenga CC BY-NC, "http://creativecommons.org/
licencas/by-nc/2.5/ar/" Licenga Publica Creative Com-
mons que permite que o trabalho seja compartilhado,
reconhecendo sua publicacio inicial nesta revista, com
os autores os autores podem utilizar a obra para qual-
quer finalidade a tinica excegao de sua reproducio para
fins comerciais de acordo com este tipo de licenga CC.

Aspectos gerais na preparacao do ma-
nuscrito para artigo original

Os manuscritos devem ser escritos usando um pro-
cessador de texto (Microsoft Word versdo 2003 ou
superior), espacamento duplo (incluindo resumos, re-
feréncias e tabelas) fonte Arial e tamanho minimo 12.
As péginas devem ser numeradas a partir da pagina de
titulo. Negrito ou italico ou italico deve ser usado so-
mente quando apropriado.

Na primeira pagina deve ser indicado: tftulo do artigo,
nomes e sobrenome (sobrenome Autor 1, nome; so-
brenome Autor 2, nome; sobrenome Autor 3, nome;
etc. etc.) de todos os autores, local de trabalho (nome da
instituicdo e endereco postal); se houver autores com
diferentes locais de trabalho, os sobrescritos numeéricos
devem ser utilizados- ndo colocar entre parénteses - ao
lado dos nomes, de modo a identificar cada autor com
seu respectivo local de trabalho; fax e/ou e-mail do au-
tor responsavel pela correspondéncia (a ser indicada
com um asterisco em sobrescrito ao lado do nome).

A segunda pagina deve incluir o tftulo em inglés e o
resumo no idioma do artigo e em inglés, cada uma se-
guida por uma lista de trés a seis palavras-chave m no
idioma correspondente. Se o artigo for escrito em inglés,
deve ter um resumo em espanhol. As palavras-chave
devem comegar com uma letra maitscula e separados
por ponto-e-virgula.

Introducao. Deve incluir antecedentes atualizados
sobre o tema em questio e objetivos do trabalho defi-
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nidos com clareza.

Materiais e métodos. Devera conter a descricio
dos métodos, equipamentos, reativos e procedimentos
utilizados, com detalhes suficientes para permitir a re-
peticdo dos experimentos.

Consideracoes éticas. Em todos os estudos cli-
nicos deveré estar especificado o nome do Comité de
Etica e Investigacio que aprovou o estudo e que foi
realizado com o consentimento escrito dos pacientes.
Em todos os estudos com organismos ndo humanos,
devem estar especificadas os procedimentos éticos com
respeito ao manejo dos mesmos durante a realizacio
do trabalho.

Analises estatisticas. Devem ser informadas as
provas estatisticas com detalhe suficiente para que os
dados possam ser revisados por outros pesquisadores
descrevendo detalhes de cada uma delas. Se for utiliza-
do um programa estatistico para processar os dados,
este dever4 ser mencionado nesta secio.
Resultados. Deverio ser apresentados através de
uma das seguintes formas: no texto, ou através de ta-
belas e/ou figura/s. Deverdo ser evitadas repeticoes e
serdo destacados somente dados importantes. Deve-
ra ser deixada para a se¢do Discussdo a interpretacio
mais extensa.

As tabelas deverio ser apresentadas em folha & par-
te, numeradas consecutivamente com nimeros ara-
bicos, com as descricdes correspondentes no rodapé.
Os avisos para esclarecimentos de rodapé deverdo ser
realizados empregando numeros arébicos entre pa-
rénteses e sobrescrito. Somente as bordas externas da
primeira e dltima linhas e a separagio entre os titulos
das colunas e os dados deverao ser marcados com linha
continua. Nao marcar as bordas das colunas. Assegu-
rar-se de que cada tabela seja citada no texto.

As figuras deverio ser apresentadas em folhas  par-
te, numeradas consecutivamente com nimeros arabi-
cos. Os desenhos deverao estar em condices que asse-
gurem uma adequada repeti¢io. Os graficos de barras,
pizza, ou estatisticas deverdo estar no formato GIF. Os
numeros, letras e sinais deverao ter dimensdes adequa-
das para serem legiveis quando necessario reducoes.
As referéncias dos simbolos utilizados nas figuras de-
verdo ser incluidas no texto da legenda.

As fotografias deverio ser feitas em branco e pre-
to, com contraste, em papel brilhante e com qualidade
suficiente (mfnimo 300 dpi) para assegurar uma boa
reprodugdo. Nos desenhos originais ou fotografias de-
verdo constar, no verso, os nomes dos autores e ntime-
ro de ordem escritos com lapis.

As fotos para vers@o eletronica deverdo ser realizadas
em formato JPEG ou TIFF, com alta resolugao. Tanto
as figuras quanto as fotografias deverao ser legfveis. O
tamanho minimo devera ser de média carta, ou seja,
21 x 15 cm, a 300 dpi. Em todos os casos deveré estar
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indicado o aumento (barra o aumento).

O tftulo das figuras devera ser apresentado exclusiva-
mente em folha a parte, ordenadas e numeradas, e de-
verdo expressar especificamente o que mostra a figura.
Abreviaturas. Serio utilizadas unicamente abre-
viaturas normalizadas. Deverdo ser evitadas as abre-
viaturas no titulo e no resumo. Quando no texto se em-
pregar pela primeira vez uma abreviatura, esta devera
ir precedida do termo completo, com excecdo se tratar-
-se de uma unidade de medida comum.

Unidades de medida. As medidas de longitu-
de, tamanho, peso e volume deverdo ser expressas em
unidades métricas (metro, quilograma, litro) ou seus
multiplos decimais. As temperaturas serdo expressas
em graus Celsius e as pressOes arteriais em milimetros
de merctrio. Todos os valores de pardmetros hema-
toldgicos e bioquimicos deverao ser apresentados em
unidades do sistema métrico decimal, de acordo com o
Sistema Internacional de Unidades (SI). Ndo obstante,
os editores poderao solicitar que, antes de publicar o
artigo, os autores agreguem unidades alternativas ou
diferentes das do SI.

Nomenclatura. No caso de substincias quimicas
sera tomada como referéncia prioritaria as normas da
IUPAC. Os organismos serdo denominados conforme
as normas internacionais, indicando sem abreviaturas
0 género e a espécie em italico.

Discussao. Ter4 énfase sobre os aspectos mais im-
portantes e inovadores do estudo, e serdo interpretados
dados experimentais em relagdo com o que ja foi publi-
cado. Serdo indicadas as conclusdes, evitando reiterar
dados e conceitos ja citados em se¢les anteriores.

Conflitos de interesse. Os autores deverdo ex-
pressar se algum deles ou o grupo possui algum con-
flito de interesses em relacdo ao material publicado.
Caso contrario, também devera ser declarado. como
por exemplo:

Os autores declaram nao ter conflitos de interesse ou
relacOes pessoais que podem ter influenciado o que é
afirmado neste trabalho.

Agradecimentos. Devero ser apresentados em
letra Arial, tamanho 10 e em um paragrafo.

Bibliografia

Parte 1: cita¢coes no texto

O nome do autor e ano de publicacdo aparecem entre
parénteses no final da frase:

Esta afirmag@o foi posteriormente refutada (Jones 2008).

Se 0 nome do autor for claramente mencionado no tex-
to, pode ser seguido diretamente pelo ano de publica-
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cao entre parénteses:
Jones (2008) posteriormente refutou essa afirmacao.

Se 0 nome do autor e o0 ano forem claramente mencio-
nados no texto, nao é necessario incluir uma referéncia
entre parénteses:

Em 2008, Jones refutou essa afirmacao.

Se vocé esté citando uma parte especifica de um docu-
mento (por exemplo, uma citagdo direta ou uma figura,
gréfico ou tabela), inclua o nimero da pagina onde es-
sas informacdes podem ser encontradas:

"Esses resultados contradizem claramente o publicado

em 2004 pelo laboratério Smith". (Jones 2008, p. 56).

Mais de um autor
Se um documento tiver dois autores, inclua ambos os
sobrenomes separados por "e". Para trabalhos

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

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

Muiltiplas obras de diferentes autores.
Se citar vérias fontes a0 mesmo tempo, liste-as em or-
dem cronolégica, se foram publicados duas ou mais
obras no mesmo ano liste-as em ordem alfabética, e
separe cada uma por ponto e virgula:

... (Samson 1963; Carter e Bowles 1975; Grimes 1975; An-
derson et al. 1992).

Varios trabalhos publicados pelo mes-
mo autor no mesmo ano.

Se vocé esta citando duas ou mais obras escritas pelo
mesmo autor no mesmo ano, adicione um identifica-
dor (a, b, ¢ ...) para distingui-los. Use os mesmos iden-
tificadores na lista de referéncia:

... (Dubois 1976a; Dubois 1976b).
Dubois J. 1976a. Deteccdo de tendéncia dentro...
Dubois J. 1976b. Padrdes de distribuigdo de ...

Citando uma fonte secundaria ou indi-
reta

Se deseja citar uma fonte que ja € citada em outro docu-
mento, é sempre melhor consultar e fazer a citacdo da
fonte original. No entanto, se ndo conseguir localizar e
verificar o documento original, vocé deve citar a fonte



secunddria e a0 mesmo tempo reconhecer o autor da
ideia original tanto na citacdo no texto quanto na refe-
réncia final:

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

Rawls J. 1971. A Theory of Justice. Cambridge (MA): Belk-
nap Press. Citado em: Brown PG. 2008. The Common-
wealth of Life: Economics para uma Terra florescente. 22
ed. Montreal (QC): Black Rose Books.

Organizacoes como autores

Se o autor de um documento for uma organizagao, cor-
poracdo, departamento governamental, universidade
etc., use uma forma abreviada da organizagdo na cita-
¢ao no texto, mantendo a primeira letra de cada palavra
do nome, ou alguma outra abreviatura reconhecida:

... (FAO 2006).

Parte 2: lista de referéncias

A lista de referéncias est4 no final de seu trabalho e in-
clui informacoes bibliograficas completas de todas as
fontes citadas no texto. As referéncias sdo listadas em
ordem alfabética pelo sobrenome do primeiro autor.

Componentes de referéncias na lista de
referéncias.

Os seguintes componentes, se disponiveis, sao inclui-
dos ao citar uma fonte, na seguinte sequéncia:

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

Ano de publicago

Titulo

Contetido ou designador médio
Edigao

Autor (es) Secundario (s)

Local de publicacdo

Editor

Paginacao

Série

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

Ano de publicagdo

Titulo do artigo

Contetido ou designador médio

Titulo de revista ou jornal

Volume

Numero

Paginacao

Autor (es) ou Editor (es)
Liste os sobrenomes e iniciais dos autores na ordem
em que aparecem no documento original, e separe cada
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um com uma virgula.

Mary-Beth Macdonald e Laurence G. Kaufman se conver-
tem em Macdonald MB, Kaufman LG.

Se o documento tiver editores em vez de autores, colo-
que os sobrenomes e as iniciais seguidas de uma virgu-
la e "editor (es)":

Macdonald MB, Kaufman LG, editores.

Mais de dez autores.

Sempre inclua os nomes dos dez primeiros autores. Se
houver mais de dez, inclua apenas os primeiros dez no-
mes de autores, apds ""autores", trés pontos (...) segui-
dos de virgula (,) e 0o nome do ultimo autor. Exemplo
Autor 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, ..., Autor 11.

Autor (es) Secundario (s)

Os autores secundarios incluem tradutores, ilustrado-
res, editores ou produtores, e podem ser incluidos na
referéncia, além dos autores principais, ap6s o titulo do
livro:

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

Organizacoes como autores

O nome completo da organizacio deve ser identificado
na lista de referéncias, mas precedido pela abreviatu-
ra usada no texto, entre colchetes. Ordene a referén-
cia em ordem alfabética pelo nome completo, ndo por
acrénimo:

[FAQ] Organizacdo das NagOes Unidas para Alimentos e
Agricultura. 2006. Género e direito: direitos das mulheres
na agricultura ...

Titulo

Inclui o titulo como os subtitulos, mantendo a pontua-
¢80 usada no documento original. Para livros e titulos
de artigos de revistas, escreva em maidsculo somente a
primeira palavra, bem como nomes préprios, siglas e
iniciais. Todas as palavras importantes nos titulos das
revistas podem ser escritas em letras maitsculas:

Livro: Cultura de células vegetais: métodos essenciais
Revista: Canadian Journal of Animal Science

Designador de contetido

Os designadores de contetido descrevem o formato
de um documento e podem ser usados para fornecer
informacdes adicionais em relagdo a natureza de um
documento (por exemplo, dissertaces, teses, biblio-
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grafias e certos tipos de artigos de revistas, como edito-
riais, cartas ao editor, noticias etc.) Os designadores de
contetido aparecem entre colchetes logo apés o titulo:

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

Designador médio

Os designadores médios indicam que o documento est4
em um formato ndo impresso, como " DISQUETES,
"CD-ROM" ou "Internet”. E requerido designadores
médios e aparecem entre colchetes logo apés o titulo:

Gooderham CB. 1917. Doencas das abelhas [DISQUETES].
Ottawa ...

Local de publicacao e editorial

O local de publicacio refere-se a cidade onde o editor
estd localizado. Esta informagédo é normalmente encon-
trada na capa do livro em questao, ou no registro do ca-
talogo McGill. Se ndo encontrar o lugar de publicagio,
use as palavras [lugar desconhecido] entre colchetes.
Se aparecer mais de uma cidade, use apenas a primei-
ra que aparecer. Certas cidades podem estar sozinhas
(por exemplo, Nova York), mas para evitar confusio, se
pode escrever o nome do pais ou incluir o Cédigo ISO
de 2 letras do pais (por exemplo, Reino Unido: GB).
Para cidades canadenses ou estadunidenses, se pode
incluir o c6digo do estado ou provincia de duas letras.

Paginacao

Se vocé usar apenas parte de um trabalho publicado
(isto é, um artigo de revista ou um capitulo de livro), in-
dique a paginacdo da se¢do que se refere. A paginacgao é
opcional se fizer referéncia a todo o trabalho.

Série

Se o documento fizer parte de uma série, deve se adi-
cionar o titulo da série e o nimero do volume no final
da entrada.

Parte 3: exemplos (impresso)
Artigo de revista

Autor (es). Ano. Titulo do artigo. Nome da revista. Vo-
lume (edico): paginas.

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

Livro
Autor (es). Ano. Titulo do livro. Edicdo. Lugar de pu-
blicacio: Editora.
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Carson R. 1962. Silent spring. Boston (MA): Houghton Mif-
flin.

Capitulo em um livro

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

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

Livro editado
Nome (s) do editor, editores. Ano. Titulo do livro. Edi-
co. Local de publicacio: Editora.

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

Capitulo ou artigo em um livro editado

Autor (es). da parte. Ano. Titulo do capitulo. In: Nome
(s) do editor, editores. Titulo do livro. Edi¢ao. Local de
publicacdo: Editorial. pags. Paginas do capitulo.

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

Artigo em um dicionario ou enciclopé-
dia.

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

Livro de série
Autor (es). Ano. Titulo do livro. Edi¢o. Local de publi-
cacgdo: Editorial. (Titulo da série; vol. #)

Tegos G, Mylonakis E, editors. 2012. Antimicrobial drug
discovery: emerging strategies. Wallingford, Oxfordshire
(GB): CABI. (Advances in molecular and cellular microbio-
logy; vol.22).

Tese ou Dissertacao

Autor (es). Ano. Titulo [designador de contetdo]. [Lo-
cal de publicacio]: Editor (frequentemente uma uni-
versidade).

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



Documentos de conferéncia ou atas

Autor (es). Ano. Titulo do trabalho. Em: nome (s) do
(s) editor (es), editores. Titulo do volume. Ntumero e
nome da conferéncia; data da conferéncia; Local da
conferéncia. Local de publica¢do: Editorial. p. Paginas.

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

Parte 4: exemplos (eletronico)

A proliferacio de informagbes eletronicas introduziu
novos desafios, como os documentos que podem existir
em varios formatos diferentes. Fontes eletronicas sdo
citadas da mesma forma que suas homdlogos impres-
sas, com alguns elementos especificos da Internet agre-
gados: um designador médio (ver descrigdo anterior),
a data do documento foi modificada ou atualizada pela
ultima vez (se esta disponivel), a data citada e a URL do
documento ou o DOI (identificador de objeto digital).

As opinibes divergem sobre a melhor ma-
neira de citar artigos de periddicos eletrd-
nicos. Geralmente, um artigo eletrénico ba-
seado em uma fonte impressa, em formato
PDF, é considerada inalteravel e citado
como um artigo impresso.

Artigo eletronico em formato PDF.
Artigos em formato pdf, baseados em uma fonte im-
pressa, podem ser citados como artigos de revista im-
pressa (exemplo na Parte 3).

Artigo eletronico em formato HTML

ou texto.

Autor (es) Ano. Titulo do artigo. Nome da revista [de-
signador médio]. [data atualizada; Data da citacio];
Volume (edicdo): péginas (se estiverem disponiveis).
Disponivel em: URL ou DOI

Woolf D, Amonette JE, Street-Perrott FA, Lehmann J, Jo-
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seph S. 2010. Sustainable biochar to mitigate global climate
change. Nature Communications [Internet]. [citado el 18 de
agosto de 2010]; 1(Art. 56). Disponivel em: http://www.

nature.com/ncomms/journal/v1/n5/full/ncomms1053.
html

Livro eletronico
Autor (es) ou Editor (es). Ano. Titulo do livro [designa-
dor médio]. Edigdo. Local de publicagio:

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

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

Artigo em um dicionéario eletrénico ou
enciclopédia.
Cite como faria com um artigo de livro Eletrdnico

Allaby M, editor. 2006. photosynthesis. In: Dictionary of
Plant Sciences [Internet]. Rev. ed. Oxford: Oxford Univer-
sity Press; [citado em 31 de agosto de 2010]. Disponivel em:
www.oxfordreference.com/views/ENTRY.html?subvie-
w=Main&entry=t7.e5147

Site web

Titulo do site [designador médio]. Data de publicacao.
Local de publicagio: Editorial; [data atualizada; Data
da citacdo]. Disponivel em: URL

Electronic Factbook [Internet]. 2007. Montreal (QC): Mc-
Gill University; [atualizado al 30 de margo de 2007; citado
em 11 de janeiro de 2013]. Disponivel em: http://www.
is.megill.ca/upo/factbook/index-upo.htm

Documento online

Autor (es). Data de publicacio. Titulo [designador mé-
dio]. Edigdo. Local de publicaco: Editorial; [data atua-
lizada; Data da citagdo]. Disponivel em: URL

Kruse JS. 2007. Framework for sustainable soil ma-
nagement: literature review and synthesis [Internet].
Ankeny (IA): Soil and Water Conservation Society;
[citado em 3 de agosto de 2008]. Disponivel em: http://
www.swes.org/documents/filelibrary/BeyondTliteraturere-
view.pdf



