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TRABAJO ORIGINAL

Optimizacion y validacion de un método analitico para la cuantificacion
de cocaina y sus metabolitos en fluido oral utilizando cromatografia gaseosa
acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

Optimization and validation of an analytical method for the
quantification of cocaine and its metabolites in oral fluid using
gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS)

Fernandez, Nicolas*; Quiroga, Patricia Noem{

Universidad de Buenos Aires, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Catedra de Toxicologia y Quimica Legal, Laboratorio de Asesora-
miento Toxicoldgico Analitico (CENATOXA). Junin 956 7mo piso (C1113AAD). Ciudad Auténoma de Buenos Aires (CABA). Buenos
Aires. Argentina. Tel.: +54 11 52874741.

*nfernandez@ffyb.uba.ar; pquiroga@ffyb.uba.ar

Recibido: 12 de septiembre de 2024
Aceptado: 18 de diciembre de 2024

Editor: Edda Villaamil Lepori

Resumen: La cocaina (COC) es un potente estimulante del sistema nervioso central, cuyo consumo continta siendo un problema de
salud publica a nivel global. El fluido oral (FO) se ha consolidado como una matriz biolégica alternativa y no invasiva para el monito-
reo de COC y sus metabolitos, siendo especialmente 1til en aplicaciones como los controles por conducir bajo la influencia de drogas,
entornos laborales, toxicologfa clinica y justicia penal. En el presente trabajo se describe la optimizacién y validacién de un método
para la cuantificacién de COC, benzoilecgonina (BE), ecgonina metil éster (EME) y cocaetileno (CE) en FO mediante cromatografia
gaseosa-espectrometria de masas (GC-MS), previa extraccién en fase sélida (SPE). La SPE se optimiz6 utilizando 250 uL de FO (pH
6), seguido de acondicionamiento con buffer fosfato de sodio y extraccién con diclorometano/2-propanol/amonfaco (70:26:4 v/v), y
posterior derivatizacién con anhidrido pentafluoropropiénico y hexafluoro-2-propanol. El método fue validado de acuerdo con direc-
trices internacionales, utilizando estdndares deuterados (COC-d3, BE-d3, EME-d3, CE-d3). La curva de calibracién obtenida fue lineal
en el rango de trabajo (5 y 800 ng/mL), con coeficientes de correlacién superior a 0,990 y un limite inferior de cuantificacion (LC) de
5 ng/mL. La precisién intraensayo vario entre 2,2% y 14,4%, y la interensayo entre 4,2% y 14,9%, mientras que la exactitud, en térmi-
nos de error relativo, fue de +10%. La recuperacién relativa oscil6 entre 89% y 106%. Los analitos mostraron estabilidad durante tres
ciclos de congelado/descongelado. La aplicacién del método a muestras de consumidores de COC demostré un rendimiento excelente.
En conclusién, el método propuesto es altamente sensible, especifico y rapido, con excelentes tasas de recuperacién y precision. Estas
caracteristicas lo hacen ideal para su aplicacion en diversos campos de la toxicologfa, incluyendo toxicologia laboral, clinica y forense.

Palabras clave: Cocaina; Benzoilecgonina; Fluido oral; Cromatografia gaseosa - espectrometria de masas; Validacién.

Abstract: Cocaine (COC) is a potent central nervous system stimulant, the consumption of which continues to be a global public
health issue. Oral fluid (OF) has emerged as a reliable, non-invasive biological matrix for monitoring COC and its metabolites, prov-
ing particularly useful in driving under the influence of drugs (DUID) testing, occupational settings, clinical toxicology, and criminal
justice applications. This study describes the optimization and validation of a method for the quantification of COC, benzoylecgonine
(BE), ecgonine methyl ester (EME), and cocaethylene (CE) in OF using gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS), preceded
by solid-phase extraction (SPE). SPE was optimized using 250 uL of OF (pH 6), followed by conditioning with sodium phosphate
buffer and extraction with dichloromethane/2-propanol/ammonia (70:26:4 v/v), and subsequent derivatization with pentafluoro-
propionic anhydride and hexafluoro-2-propanol. The method was validated according to international guidelines, using deuterated
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standards (COC-d3, BE-d3, EME-d3, CE-d3). The obtained calibration curve was linear within the working range (5 to 800 ng/mL),
with correlation coefficients above 0.990 and a lower limit of quantification (LLOQ) of 5 ng/mL. Intra-assay precision ranged from

2.2% to 14.4%, and inter-assay precision from 4.2% to 14.9%, while accuracy, in terms of relative error, was +10%. The relative re-

covery ranged from 89% to 106%. The analytes demonstrated stability through three freeze-thaw cycles. Application of the method to

samples from cocaine users showed excellent performance. In conclusion, the proposed method is highly sensitive, specific, and rapid,

with excellent recovery and precision rates. These characteristics make it ideal for application in various fields of toxicology, including

occupational, clinical, and forensic toxicology.

Keywords: Cocaine; Benzoylecgonine; Oral fluid; Gas chromatography - mass spectrometry; Validation.

INTRODUCCION

La cocaina (COC) es una droga estimulante cuyo con-
sumo sigue representando un serio problema de salud
publica global. Segin el Informe Mundial sobre Dro-
gas 2023 de la Oficina de las Naciones Unidas contra
la Droga y el Delito (UNODC), la produccién mundial
de cocafna alcanzé un méximo histérico en 2021, im-
pulsando también un aumento en su demanda. Amé-
rica Latina sigue siendo una de las principales regiones
afectadas, tanto por ser zona de producciéon como por
el incremento sostenido en el consumo de cocaina en
varios de sus pafses (UNODC 2023).

El abuso de COC no solo tiene consecuencias a nivel
individual y social, sino que también genera un im-
portante desaffo en dmbitos como las pruebas por
conduccién bajo los efectos de drogas, el monitoreo en
ambientes laborales y la administracion de justicia pe-
nal, donde la deteccién confiable y rapida de la droga es
esencial para la prevencion y el control.

En los ultimos afios, el uso del fluido oral (FO) como
matriz bioldgica alternativa para la deteccién de dro-
gas ha ganado aceptacién debido a su caracter no in-
vasivo, la facilidad de recoleccién y la capacidad de
reflejar concentraciones similares a las de la sangre
en situaciones agudas de consumo (Drummer 2008;
Bosker y Huestis 2009; Wille et al. 2014; Desrosiers
y Huestis 2019; Gallardo et al. 2023). En el caso de
la COC, el FO ha demostrado ser eficaz para detec-
tar tanto la sustancia original como sus principales
metabolitos: benzoilecgonina (BE), ecgonina metil
éster (EME) y cocaetileno (CE), cada uno con impor-
tancia diagndstica y toxicoldgica (Cone et al. 1997,
Clauwaert et al. 2004; Verstraete 2004; Ellefsen et al.
2016; Bassotti et al. 2020). La BE es el principal me-
tabolito de la COC y se considera un marcador clave
de consumo, mientras que el CE, formado en presen-
cia de alcohol, esta asociado a mayor toxicidad y efec-
tos cardiovasculares adversos (Xu et al. 1994; Roque
Bravo et al. 2022).

Para la deteccién de COC y sus metabolitos en FO, la
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de
masas (GC-MS) se ha consolidado como una de las
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técnicas analiticas de mayor sensibilidad y especifici-
dad. Esta técnica permite la identificacién precisa de
los compuestos analizados, lo que resulta fundamental
en contextos clinicos y forenses, donde la sensibilidad
y la especificidad son requisitos indispensables (Barro-
so et al. 2009; Bosker y Huestis et al. 2009; Ellefsen
et al. 2016). Sin embargo, el analisis depende en gran
medida de una adecuada preparacién de la muestra y
de la optimizacién del método de extraccién, siendo la
extraccion en fase sélida (SPE) una de las metodolo-
gias preferidas debido a su capacidad para concentrar y
purificar los analitos de interés (Fernindez et al. 2019;
Alvarez-Freire et al. 2023). En comparacién con la
extraccién liquido-liquido, la SPE ofrece mayor selec-
tividad mediante el uso de fases estacionarias especi-
ficas, menor consumo de disolventes organicos, lo que
disminuye los costos y el impacto ambiental, as{ como
mejor reproducibilidad y recuperacién de analitos, in-
cluso en bajas concentraciones.

El objetivo de este estudio fue la optimizacion y valida-
cién de un método basado en GC-MS, con previa ex-
traccién en fase sélida, para la cuantificacién de COC,
BE, EME y CE en fluido oral. La validacién del método
se llevo a cabo de acuerdo con las normativas interna-
cionales, evaluando pardmetros criticos como la selec-
tividad, el limite de cuantificacién (LC), la linealidad,
la precisién intra e interensayo, la exactitud, la recupe-
racion y la estabilidad de los analitos. La consistencia
del enfoque analitico asegura la fiabilidad del método
para su aplicacién en diversos contextos, desde el con-
trol por conducir bajo la influencia de drogas hasta la
toxicologfa clinica y forense.

En resumen, este trabajo constituye un aporte original
a la toxicologia analitica, mediante el desarrollo y va-
lidacién de un método sensible, especifico y reprodu-
cible para la determinacién de COC y sus principales
metabolitos en fluido oral. La metodologia propuesta
se distingue por la optimizacion de los volimenes de
solventes en las etapas de acondicionamiento, lavado
y elucién en SPE, ajustados segtn la masa de relleno
de las columnas utilizadas, lo cual mejora la eficiencia y
reduce el uso de reactivos. Ademaés, por primera vez, se
emplea la combinacién de HFP y PFPA como agentes



de derivatizacion para el andlisis de estos compuestos
en esta matriz bioldgica. Estas estrategias metodold-
gicas permiten alcanzar una adecuada sensibilidad y
especificidad, posicionando al método como una he-
rramienta ttil en estudios de monitoreo del consumo
de COC en poblaciones reales.

MATERIALES Y METODOS

Reactivos y estandares

Los estdndares analiticos: EME, BE, COC y CE en so-
luciones de acetonitrilo a 1,0 mg/mL; y los estanda-
res internos (EI): ecgonina metil éster-d3 (EME-d3),
benzoilecgonina-d3 (BE-d3), cocaina-d3 (COC-d3), y
cocaetileno-d3 (CE-d3) en soluciones de acetonitrilo a
0,1 mg/mL, se adquirieron de Cerilliant (Round Rock,
TX, EE. UU.).

El metanol, diclorometano, isopropanol, acetato de eti-
lo e hidréxido de amonio fueron provistos por Merck
Quimica (Buenos Aires, Argentina); todos los reactivos
utilizados fueron de grado analitico ACS o para croma-
tograffa. El 4cido clorhidrico (37% v/v) fue obtenido
de Merck Quimica (Buenos Aires, Argentina). El agua
ultrapura fue obtenida mediante un equipo PURELAB
flex 1 (ELGA LabWater, Buenos Aires, Argentina).

El 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol [para derivati-
zacién en GC, 99%] (HFP) y el anhidrido pentafluoro-
propiénico [para derivatizacién en GC, 99%] (PFPA)
se adquirieron de Sigma Aldrich (Buenos Aires, Ar-
gentina).

Los cartuchos Clean Screen® de SPE (CSDAU 131)
fueron obtenidos de United Chemical Technologies
(UCT Inc., Bristol, PA, EE. UU.), y los colectores de
vacio fueron provistos por Varian (Lake Forrest, CA,
EE. UU.).

Calibradores, controles de calidad y estandares
internos

Se preparé una solucién de trabajo (A) mediante la
dilucién adecuada de cada solucién primaria (1 mg/
mL) en acetonitrilo, obteniendo una concentracién de
5 pg/mL para EME, BE, COC y CE. Posteriormente,
se prepard una segunda solucién de trabajo a una con-
centracién de 0,5 pg/mL para estos mismos analitos,
diluyendo la solucién de trabajo (A) en acetonitrilo.
Las soluciones primarias de los estdndares internos
(EI), con una concentracién inicial de 100 pg/mL, se
diluyeron en acetonitrilo para obtener una solucién de
Ela5 ug/mL.

Todas las soluciones primarias y de trabajo fueron al-
macenadas a -20 °C en viales de vidrio &mbar para pre-
servar su estabilidad.

Los calibradores de trabajo con concentraciones de 5,
10, 25, 50, 100, 200, 300, 600 y 800 ng/mL se prepa-
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raron diariamente mediante la adicién de estas solucio-
nes a un blanco de fluido oral (volumen final: 1 mL). A
cada punto de calibracién confeccionado en fluido oral
se adicioné EI (5 pg/mL), obteniendo una concentra-
cién final de 300 ng/mL.

Las muestras de control de calidad (CC) se prepara-
ron diariamente usando fluido oral blanco (volumen
final: 1 mL) a concentraciones de 5, 35, 150, 350 y
750 ng/mL.

Equipamiento

La optimizaciéon y cuantificacién se realizé con un
cromatégrafo gaseoso Hewlett-Packard (HP6890N,
Palo Alto, California, EEUU) equipado con inyector
automatico HP6890, acoplado a un detector de masas
MSD5973 Network (Agilent Technologies, Palo Alto,
California, EEUU) y con una columna capilar HP-
5MS (5% fenil-metilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm x
0,25 um) provista por J&W Scientific, (Folsom, CA,
EEUU).

Muestras biolégicas

Para la optimizacién y validacién del método desarro-
llado, se utilizé fluido oral de voluntarios del personal
del laboratorio (n: 25), quienes no estuvieron expues-
tos a COC, con el fin de garantizar que la matriz utiliza-
da estuviera libre de interferencias por la presencia de
esta sustancia y sus metabolitos. Las muestras se reco-
lectaron sin estimulacién previa, utilizando diferentes
kits comerciales disenados para este fin, en recipientes
especificos, siguiendo las especificaciones de los fabri-
cantes, sin requerir preparacién previa del voluntario
ni pretratamiento de la muestra, con un volumen mini-
mo de aproximadamente 0,5 — 1,0 mL.

Una vez optimizado el método, se procedié a la verifi-
cacién mediante el andlisis de fluido oral de individuos
expuestos a COC. Estas muestras fueron obtenidas de
personas que acudieron al Laboratorio de Asesora-
miento Toxicoldgico Analitico (CENATOXA), quienes
presentaban solicitudes de confirmacién por GC-MS,
luego de obtener resultados positivos de COC en prue-
bas de cribado realizadas sobre fluido oral.

Preparacion de las muestras

Las muestras de fluido oral fueron homogeneizadas y
centrifugadas utilizando un volumen de 0,5 mL. A una
alicuota de 250 pL se le afiadieron 15 plL de una solu-
cién de EI (5 pg/mL). La mezcla fue homogeneizada
en vértex durante 15 segundos y se dejé en reposo a
temperatura ambiente por 10 minutos. Luego, se incor-
poraron 800 pL de buffer fosfato 100 mM (pH 6,00).
El acondicionamiento de las columnas SPE consistié
en la aplicacién secuencial de 520 L de metanol, 520
uL de agua destilada y 520 uL de 4cido clorhidrico 0,1
N. Posteriormente, la muestra se aplico a una velocidad
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de elucién de 1 mL/min, seguida de una secuencia de
lavado con 1,3 mL de agua destilada, 1,3 mL de HCl
0,1 N y 1,3 mL de una mezcla metanol/agua destila-
da (50:50, v/v). La elucién se realizé con 2,1 mL de
una mezcla de diclorometano: isopropanol: amoniaco
(70:26:4, v/v/v), y el eluido se evapord a sequedad
bajo corriente de nitrégeno.

Finalmente, al extracto seco se le anadieron 35 uL de
PFPA y 15 uL de HFIP, se incubé en bafio seco a 70 °C
durante 10 minutos. Posteriormente, se evaporo a se-
quedad bajo corriente de nitrégeno y el residuo se re
suspendié en 50 pL de acetato de etilo para su andlisis
por GC-MS.

Condiciones cromatogrdficas y del detector de
masas

El programa de temperatura del horno fue 90 °C duran-
te 2 minutos con una rampa de 20 °C/ min hasta 300 °C
durante 3 minutos. La temperatura del inyector, linea de
transferencia y fuente de ionizacién, fueron de 220, 280
y 220 °C respectivamente. El modo de inyeccién utiliza-
do fue splitless, con un volumen de inyeccién de 2 pLy
flujo de helio de 0,8 mL/min. La fragmentacién se efec-
tdo por impacto electrénico, a una corriente de 300 mA,
energia del electrén de 70 eV, operado en modo SIM. En
la Tabla 1 se resumen los parametros del espectrometro
de masas optimizados para cada compuesto.

Tabla 1. Pardmetros del espectrémetro de masa optimizados para cada compuesto.

Tiempo de Ventana de lon lon Cualificador lon Cualificador Dwell Peak width
Compuesto Retencién Tiempo Cuantificador 1 2 time e7 w', t
(min) (min) (miz) (miz) (miz) (ms) (m/zunits)
EME 7,52 7,00 - 8,00 182 82 345 80 0,5
10,00 —
BE 10,65 11,40 318 334 439 80 0,5
coc 11,75 11,40 - 182 272 303 80 0,5
11,90
11,90 —
CE 12,00 13,00 196 272 317 80 0,5

EME ecgonina metil ester, BE benzoilecgonina, COC cocaina, CE cocaetileno.

Anadlisis de datos

El anélisis de los datos obtenidos mediante GC-MS se
realizé utilizando el software MSD ChemStation Data
Analysis, provisto por Agilent Technologies. Para cada
ion analizado, se determind el tiempo de retencién, el
tiempo de retencién relativo y la abundancia relativa
porcentual en relacién con el ion cuantificador.

El andlisis estadistico de los datos se llevé a cabo utili-
zando el software GraphPad Prism 5.0 (2009), de Gra-
phPad Software.

Optimizacion del método

El método fue optimizado para mejorar la eficiencia,
selectividad y sensibilidad en la deteccién de EME, BE,
COCy CE en fluido oral. Las modificaciones consistieron
en ajustes en los volimenes de los solventes utilizados
en los pasos de acondicionamiento, lavado y elucién de
la columna SPE, los cuales se adaptaron en funcién de
la masa del relleno de la columna empleada, que diferfa
de la especificada en el protocolo descrito para la detec-
cién de COC en fluido oral, segtin el Clinical and Forensic
Applications Manual de United Chemical Technologies
Inc. (UCT 2023). En el paso de derivatizacién, se imple-
mento el uso en conjunto de los reactivos HFP y PFPA.
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Extraccién en fase sélida (SPE)
La extraccién de los compuestos se realizo siguiendo el
protocolo descrito para la deteccién de COC en fluido
oral, segtn el Clinical and Forensic applications manual
de United Chemical Technologies Inc. (UCT 2023), pero
con modificaciones especificas en varios pasos clave. A
continuacidn, se detallan las modificaciones introducidas:
« Columna utilizada, Clean Screen® DAU [CSCOC
131 (130 mg/ 1 mL)]. Columna de modo mixto
con fase reversa (C8) e intercambio iénico fuerte
(4cido bencenosulfénico).
« Preparacion de muestra: volumen de fluido oral
250 pL.
« Acondicionamiento de la columna: se utilizd
520 uL de metanol, 520 uL de agua ultrapura y
520 uL de 4cido clorhidrico 100 mM.
» Lavado de la columna: se utilizé 1 300 pL de agua
ultrapura, 1 300 pL de 4cido clorhidrico 100 mM
y 1 300 uL de metanol / agua ultrapura (50/50).
« Elucién: se utilizé 2 100 pL de diclorometano /
Isopropanol / Amoniaco (70/26/4).

Derivatizacién
Se reemplazé el uso de N,O-bis(trimethylsilyDtrifluo-



roacetamide (BSTFA) con 1% de trimethylchlorosilane
(TMCS) por la combinaciéon de PFPA y HFP, incuban-
do la mezcla a 70 °C durante 10 minutos. Posterior-
mente, se evapord a sequedad bajo corriente de nitré-
geno y el residuo obtenido se resuspendié en 50 uL de
acetato de etilo para su analisis mediante GC-MS.

Validaciéon del Método Analitico

La validacién del método analitico fue realizada con-
forme a las directrices de la Scientific Working Group
for Forensic Toxicology (SWGTOX 2019), United Na-
tions Office on Drugs and Crime (UNODC 2009), la
Food and Drug Administration (FDA 2020). Los paréa-
metros evaluados fueron los siguientes:

Selectividad y Especificidad

Para evaluar la especificidad y la selectividad, se anali-
zaron muestras de fluido oral de individuos no expues-
tos a la sustancia de interés (n=10), quienes estaban
bajo tratamiento con diversos farmacos (ibuprofeno,
paracetamol, clonazepam, alprazolam, lamotrigina,
etinilestradiol, entre otros) y con habitos de consumo
frecuente de mate, café y tabaco.

Las muestras fueron extraidas y analizadas segtn el
procedimiento previamente descrito. Se compararon
los picos en el tiempo de retencién de interés con los
de muestras de fluido oral enriquecidas con los analitos
enel LC.

Los criterios de aceptacién para la identificacion de
compuestos fueron segtn los establecidos por la World
Anti-Doping Agency (WADA, 2023). El tiempo de re-
tencién absoluto debia estar dentro del 2% + 0,1 minu-
to del tiempo de retencién del mismo analito en el LC.
La identificacién mediante espectrometria de masas
(modo SIM) requeria la adquisicién de al menos tres
iones diagndsticos, y que sus abundancias relativas no
difirieran en méas de una cantidad tolerada con respec-
to a las generadas por el mismo compuesto en el LC
preparado y analizado de manera contemporanea (si
la abundancia relativa del ion en la muestra control era
mayor al 50%, se aceptaba una tolerancia absoluta de
+10%; si este valor era entre el 25% vy el 50%, se per-
mitfa una tolerancia relativa de +20%; si se encontraba
entre el 5% y el 25%, se aceptaba una tolerancia abso-
luta de +5%; y, finalmente, para abundancias relativas
de iones de 5% o menos, se utilizaba una tolerancia re-
lativa de +50%).

El método se considerara selectivo y especifico si no
se pudiera identificar ningtin pico interferente en las
muestras blanco al aplicar estos criterios.

Linealidad y Limite de Cuantificacién (LC)

Para evaluar la linealidad del método, se prepar6 una
curva de calibraciéon durante siete dias consecutivos,
utilizando fluido oral fortificado para obtener concen-
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traciones finales de 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 600
y 800 ng/mL (siete réplicas para cada concentracion).
La linealidad se analiz6 graficando la relacién de areas
entre el ion cuantificador de cada compuesto y su ané-
logo deuterado en funcién de la concentracién del ana-
lito. Los criterios de aceptacién incluyeron un coefi-
ciente de determinacién (R2) igual o superior a 0,99, y
una exactitud expresada en términos de error relativo
porcentual (ER %) de los calibradores menor que 20%
para el nivel bajo y menor que 15% para los niveles
medio y alto. Ademas, se calcularon los valores medios
y las desviaciones estindar (+DE) de las pendientes,
las ordenadas al origen y los coeficientes de determi-
nacién (R2) de las curvas de calibracién diarias. Para
evaluar la linealidad se aplicaron el test F de Fisher.

El LC se determiné analizando 10 réplicas de fluido
oral blanco fortificadas con EME, BE, COC y CE a una
concentracién de 5 ng/mL (SWGTOX 2019). Se veri-
fic que las relaciones sefial/ruido de todos los anali-
tos fueran superiores a 10. La relacién senal/ruido se
determiné utilizando la herramienta S/N del software
Chemstation. Esta relacion se definié como la altura
del pico del ion cuantificador para cada compuesto di-
vidida por el ruido pico a pico, el cual se midié desde
-0,05 minutos hasta el inicio del pico. Ademas, se eva-
luaron los datos de precisién y exactitud. Los criterios
de aceptacién para el LC fueron un coeficiente de va-
riacién (CV %) y un ER % menor que 20% (SWGTOX
2019; FDA 2020).

Precisién y Exactitud

Precisién Intraensayo: se evalud en cuatro concentra-
ciones (5, 10, 300 y 800 ng/mL), fortificando fluido
oral blanco y procesando cinco réplicas por concentra-
cién. El criterio de aceptacion fue un CV % menor que
20% para el nivel bajo y menor que 15% para los nive-
les medio y alto (SWGTOX 2019; FDA 2020).
Precisién Interensayo: se estimd en cinco concentra-
ciones (5, 35, 150, 350 y 750 ng/mL) con tres réplicas
por concentracién, durante cinco dfas consecutivos. El
criterio de aceptacion fue un CV % menor que 20% en
el nivel bajo y menor que 15% en los niveles medio y
alto (SWGTOX 2019; FDA 2020). La precisién intra-
corrida e inter-corrida se calculd mediante un anélisis
de varianza (ANOVA) de un solo factor, considerando
el nimero de corrida como el factor categérico del mo-
delo (SWGTOX 2019).

La exactitud se valord en términos de ER %, con crite-
rios de aceptacién de un ER % menor que 20% para el
nivel bajo y menor que 15% para los niveles medio y
alto (FDA 2020).

Recuperacion
La recuperacién se determind fortificando muestras de
fluido oral en cuatro niveles de concentraciéon (5, 10,
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300y 800 ng/mL), con 5 réplicas por nivel. Se compa-
raron las 4reas de los iones cuantificadores en el fluido
oral fortificado con las obtenidas a partir de la disolu-
cién del analito puro en solucién de acetonitrilo. El cri-
terio de aceptacion fue un CV % menor que 20% en el
nivel bajo y menor que 15% en los niveles medio y alto
(UNODC 2009).

Estabilidad

La estabilidad se determiné fortificando muestras de
fluido oral a concentraciones baja, media y alta (35,
150, 350y 750 ng/mL), con tres réplicas por nivel. Es-
tas muestras se sometieron a tres ciclos de congelado
(-20 °C) y descongelado. La estabilidad se evalu6 en
términos de CV %, siendo aceptable un valor menor
que 20% en el nivel bajo y menor que 15% en los ni-
veles medio y alto. También se evalud en términos de
ER %, con criterios de aceptacién de un ER % menor
que 20% para el nivel bajo y menor que 15% para los
niveles medio y alto.

Aplicacién en Muestras Reales

Finalmente, para la validacion del método en muestras
reales, se analizaron muestras de fluido oral (n=13)
enviadas al CENATOXA para confirmar los resulta-
dos positivos en la prueba inicial de screening para BE.
Los criterios de confirmacién empleados fueron los es-
tablecidos por la World Anti-Doping Agency (WADA
2023), garantizando asi que el método cumple con los
estandares internacionales para la deteccién de sustan-
cias en fluidos biolégicos.

RESULTADOS Y DISCUSION

La determinacién de COC y sus metabolitos en FO es
una herramienta clave para el monitoreo del consumo
de COC, dada su capacidad para reflejar de manera
precisa las concentraciones de la droga en sangre en
situaciones de consumo reciente (Scheidweiler et al.
2010). La correlacién entre las concentraciones de co-
caina y sus metabolitos en plasma y FO ha sido am-
pliamente estudiada, mostrando una relacion positiva
significativa entre ambos fluidos. Aunque las concen-
traciones en FO suelen ser més bajas que en plasma,
los metabolitos de la cocaina siguen un patrén similar
en ambos casos, lo que sugiere que el FO puede ser una
matriz alternativa viable (Cone et al. 1988; Scheidwei-
ler et al. 2010). Sin embargo, se observa que el fluido
oral presenta una ventana de deteccién mas estrecha,
lo que implica que los niveles de cocaina en esta mues-
tra disminuyen més rapidamente tras su consumo, lo
que puede representar tanto una ventaja para detectar
el consumo reciente como una limitacién en determi-
nados contextos. Los metabolitos, como la BE, tienen
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una correlacién mas fuerte en ambos fluidos, lo que
refuerza su utilidad como biomarcador para la detec-
cién de consumo reciente de cocaina, incluso cuando
los niveles de la droga en plasma ya han disminuido
(Scheidweiler et al. 2010).

El metabolismo de la COC se produce principalmente
en el higado, donde la COC se hidroliza a través de la
accion de las enzimas carboxilesterasas. Este proceso
da lugar a la formacién de BE, que luego se excreta
predominantemente en la orina (Cone et al. 1997). La
identificacion y cuantificacién de estos metabolitos en
FO es posible debido a la presencia de cantidades sig-
nificativas de BE en fluidos biol4gicos como la saliva, lo
que permite la deteccién en un perfodo temporal més
corto en comparacién con otros matrices como la orina
(Cone et al. 1997; Scheidweiler et al. 2010).

En la préctica, la determinacion de COC y sus meta-
bolitos en FO se realiza utilizando técnicas altamente
sensibles como GC-MS (UNODC 2014; SAMHSA
2023). Esta metodologia ofrece especificidad y eleva-
da sensibilidad, permitiendo la deteccién precisa de la
COC, BE, EME y CE incluso en concentraciones bajas.
La ventaja del FO como matriz biolégica reside en su
facilidad de recoleccién no invasiva, lo que facilita su
aplicacién en pruebas rapidas de deteccién, tanto en el
control de transito como en entornos laborales (Bosker
y Huestis 2009; UNODC 2014).

Latécnica de SPE es esencial en la preparacion de mues-
tras para la deteccién de COC y sus metabolitos en flui-
do oral, proporcionando un método reproducible y efi-
ciente. Diferentes tipos de fases sélidas, como las fases
C18, mixtas y copoliméricas (Fernandez et al. 2019),
ofrecen alternativas que se adaptan a las propiedades fi-
sicoquimicas de la COC y sus metabolitos, optimizando
la recuperacién y minimizando las interferencias.

En el marco de este trabajo, se utilizé una columna co-
polimérica para la extraccién en fase sélida de COC y
sus metabolitos. Estas columnas ofrecen una alta ca-
pacidad de retencién para una amplia gama de com-
puestos debido a su estructura porosa y capacidad de
interactuar con los analitos a través de multiples me-
canismos. Estas fases son especialmente ttiles para la
extraccién simultanea de cocaina y sus diferentes me-
tabolitos, incluyendo la BE y la CE (Fernandez et al.
2019; UCT 2023). En €l presente trabajo se adaptaron
los volimenes de solventes empleados en los pasos de
acondicionamiento, lavado y elucién de columnas de
SPE, en funcién de la masa del relleno de la columna
utilizada. El enfoque se basa en el "Clinical and Foren-
sic Applications Manual" de United Chemical Techno-
logies Inc. (UCT 2023), donde se especifican ciertos
volimenes estdndar de solventes para estas etapas. Sin
embargo, en este estudio se utilizé una columna con
un relleno de 130 mg, lo que requirié modificaciones
en los volimenes de solvente para optimizar el rendi-



miento de la extraccién. Este ajuste es critico para ga-
rantizar la eficiencia en la retencién y recuperacién de
los analitos de interés.

La derivatizacién es un procedimiento clave en la de-
terminacién de COC y sus metabolitos en FO mediante
GC-MS, ya que mejora la volatilidad, estabilidad y la
capacidad de deteccién de los compuestos. En particu-
lar, el uso en conjunto del HFP y PFPA ha demostrado
ser altamente eficaz en la optimizacion de los analisis
de COC y metabolitos en muestras de orina (Fernan-
dez et al. 2019). En este estudio, se adapté el uso com-
binado de HFP y PFPA, previamente utilizado en el
CENATOZXA para el andlisis de COC y sus metabolitos
en muestras de orina, para la deteccién de estos ana-
litos en FO. Esta modificacién metodolégica permitio
explorar una nueva matriz biolégica con ventajas sobre
la orina, como lo es el FO, que presenta un acceso mas
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simple y menos invasivo, asi como una correlacién
mas cercana con los niveles de drogas en circulacién en
el momento de la toma de muestra.

Seglin nuestro conocimiento, esta es la primera vez que
se emplean estos derivatizantes combinados para el
analisis de COC y sus metabolitos en FO. Los resulta-
dos obtenidos mostraron que la combinaciéon de HFP y
PFPA es igualmente eficaz en la derivatizacion de estos
compuestos en esta matriz, proporcionando una ade-
cuada sensibilidad y especificidad.

El anélisis de blancos de FO (n=10) no mostré picos
interferentes en la ventana de deteccién de cada ana-
lito y de su anélogo deuterado (Figura 1a), lo que de-
muestra la especificidad del método. Esta ausencia de
interferencias es esencial, donde la complejidad de la
matriz de FO puede generar interferencias con otros
compuestos enddgenos o exdgenos.
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Figura 1. Cromatograma de una muestra de fluido oral blanco (a) y de una muestra de fluido oral fortificada
en el LLOQ (b), adquiridos en modo SIM. EME ecgonina metil ester, BE benzoilecgonina, COC cocaina, CE cocaetileno.

Ademés, la selectividad del espectrémetro de masas fue
reforzada por la utilizacién de ventanas de deteccién
(m/z) estrechas que permitié la identificacién precisa
de los iones seleccionados, garantizando asi la adecua-
da identificacién y cuantificacién del analito sin inter-
ferencias significativas.

El método desarrollado para la cuantificacién de EME,
BE, COC y CE en muestras de FO demostré una espe-
cificidad adecuada y alta selectividad bajo las condicio-
nes cromatografica descritas. Se logré una separacién
4ptima entre los analitos, con una resolucién adecuada
para evitar interferencias entre los compuestos.

El modelo de calibracién fue evaluado a partir de un
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conjunto de siete curvas de calibracion. La suposicién
de homocedasticidad se evalué mediante un andlisis de
regresion lineal. Esta evaluacion se llevé a cabo grafi-
cando los residuos en funcién de la concentracién ob-
tenida en el ensayo intra-diario y aplicando una prue-
ba F. El gréfico de residuos mostré claramente que el
error no se distribufa aleatoriamente en torno al eje de
concentracién. Asimismo, la prueba F reveld una dife-
rencia significativa entre las varianzas, por lo cual no
se cumplié con el supuesto de homocedasticidad. Para
compensar la heterocedasticidad, se aplicaron regre-
siones ponderadas por minimos cuadrados. Se evalua-
ron seis factores de ponderacién para cada compuesto
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Tabla 2. Linealidad (n=7).

Rango Pendiente y-Intercepto
N . . R2? (rango)
Compuesto IS Modelo Lineal (media * SD) (media £ SD) =7
(ng mL-") (n=7) (n=7) (=)
EME EME-d3 1/X2 5-800 0,00341+0,00041 0,01930+0,01851 0,9911-0,9957
BE BE- d3 1/X2 5-800 0,00245+0,00026 0,01181+0,00902 0,9927-0,9957
coc COC-d3 1/X2 5-800 0,00276+0,00049 0,02298+0,01172 0,9910-0,9940
CE CE-d3 1/X2 5-800 0,00327+0,00023 0,04370+0,02172 0,9902-0,9948

Media y desviacion estandar.

EME ecgonina metil ester, BE benzoilecgonina, COC cocaina, CE cocaetileno.

(1/x%,1/x,1/x2,1/y°% 1/y, 1/y2). La seleccion del fac-
tor de ponderacion mas adecuado se realizé en funcién
del ER% asociado a cada uno. Se eligid el factor que pre-
sento la menor suma de errores y que, simultaneamen-
te, mostrd un valor medio de R2 = 0,99. Dicho factor fue
1/x2 para todos los analitos evaluados. A partir de estas
regresiones ponderadas por minimos cuadrados, se ob-
tuvieron relaciones lineales validas entre 5 y 800 ng/
mL para todos los analitos, con coeficientes de correla-
cién superiores a 0,990 y a exactitud de los calibradores
[ER%] fue inferior a +15% para todas las concentracio-
nes evaluadas. En la Tabla 2 se presentan los valores
medios y las desviaciones estdndar de las pendientes, las
ordenadas al origen y los coeficientes de determinacion
(R2) de las curvas de calibracién para cada compuesto.
Estos resultados son consistentes con los estdndares in-
ternacionales para la validacién de métodos bioanaliti-
cos, y comparables con otros estudios en fluido oral que
también reportaron coeficientes de correlacién mayores
a 0,99 para cocafna y sus metabolitos (CAmpora et al.

2003; Concheiro et al. 2010; Montesano et al. 2015;
Fiorentin et al. 2017; Fabresse et al. 2019)

El LC obtenido en este estudio fue de 5 ng/mL (Tabla
3, Figura 1b), proporciona una cuantificacién precisa de
bajas concentraciones de COC y sus metabolitos en FO.
Este valor es comparable e incluso inferior al de algunos
métodos previamente reportados en la literatura. Por
gjemplo, Fabresse et al. (2019) reportaron un LC de 10
ng/mL para COC, BE, EME y CE en FO utilizando LC-
MS/MS. Adicionalmente, Fiorentin et al. (2017) repor-
taron un LC de 4,25 ng/mL utilizando 1000 uL de FO.
Campora et al. (2003) y Alvarez-Freire et al. (2023) re-
portaron LC de 1 ng/mL utilizando 1000 uL de FO. En
contraste, nuestro estudio emplea un volumen significa-
tivamente menor (250 uL), lo que lo hace considerable-
mente mas aplicable en la practica. Esta reduccion en el
volumen requerido es crucial, ya que en los dispositivos
de recoleccién de muestras de FO generalmente no se
obtienen mas de 1 mL de muestra, lo que limita la aplica-
bilidad de métodos que requieren mayores volimenes.

Tabla 3. Limite de cuantificacién (n=10).

Concentracion

Concentracion media

. ) o
Compuesto ?:;:SI calc(:l:;::l-t) sD (('E,Z) I(Eoz) SIR Pri?a?i‘f:il:a(:; :Z:es
EME 5,0 4,4 £ 0,59 13,4 -12,0 42 Si
BE 5,0 4,8+0,42 8,0 -4,0 67 Si
coc 5,0 53+0,34 7.8 54 17 Si
CE 5,0 4,7 £ 0,54 7.9 -6,5 49 Si

Media y desviacién estandar.
M Coeficiente de variaciéon (%).

@ Error relativo (%) = [(concentracién media calculada — concentracién nominal/concentraciéon nominal) x100]

S/R: Relacién sefial/ruido.

EME ecgonina metil ester, BE benzoilecgonina, COC cocaina, CE cocaetileno.
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El LC obtenido en este estudio para COC y BE de
5 ng/mlL, permite la cuantificacién precisa de bajas
concentraciones en FO. Este nivel de sensibilidad es
particularmente relevante cuando se compara con los
valores de corte (cut-off) para métodos confirmato-
rios establecidos por entidades internacionales para
el andlisis de drogas en el lugar de trabajo. Por ejem-
plo, la Substance Abuse and Mental Health Services
Administration (SAMHSA 2023) de Estados Unidos
establece un valor de cutoff para BE de 8 ng/mL en
FO para pruebas de confirmacién de COC en progra-
mas de monitoreo de drogas laborales y forenses. En
la misma linea, la European Workplace Drug Testing
Society (EWDTS 2022) establece un valor de corte si-
milar de 8 ng/mL para la deteccién de BE en matri-
ces orales en sus pautas para la deteccién de drogas
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en el lugar de trabajo. El método desarrollado en este
estudio, con un LC de 5 ng/mL, esté en linea con es-
tos valores de corte, lo que permite su aplicacién en
contextos forenses donde se requiere la deteccién de
consumos recientes y la evaluacion del cumplimiento
de regulaciones internacionales.

En cuanto a la precisién intraensayo, los resultados
oscilaron entre 2,2% y 14,4%, mientras que la preci-
sién interensayo varié entre 4,2% y 15,0% (Tabla 4).
Estos valores se encuentran dentro de los limites acep-
tables establecidos por las gufas de validacién interna-
cionales, y son comparables a los reportados por Cadm-
pora et al. (2003). Ademas, la exactitud del método,
expresada en términos de error relativo, fue de +12,8%
(Tabla 4), lo que indica una exactitud adecuada en la
cuantificacién de los analitos.

Tabla 4. Precision intraensayo, precision interensayo y exactitud.

Intra-dia (n=5)

Inter-dia (n=15)

Concentracion

Compuesto Concentraciéon Concentracién oVt ER? Concentracion cvt
Nominal Media £ SD % o Nominal Media £ SD % ER2 (%)
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%) (ng/mL) (ng/mL) (%)

5 4,8+0,22 46 40 5 5,2+ 0,39 7.5 4,0

10 11,2+£2,0 14,4 11,9 35 35,7+5,3 14,9 2,0

EME 300 314+ 11 3,6 4.8 150 160 + 13 8,0 6,9
800 806 + 18 2,2 0,7 350 322+ 30 9,2 -11,3

750 711+ 44 6,2 -5,2

5 54 +0,52 9,6 8,0 5 49+0,70 14,3 -2,0

10 10,7+£0,9 8,8 6,8 35 395+4,5 11,3 12,8

BE 300 318+ 15 4,6 5,9 150 16817 4,2 12

800 817+ 21 2,5 2,2 350 357 £ 27 7.5 2,0

750 728 + 44 6,0 2,9

5 4,6 +0,33 72 -80 5 5,1+0,75 14,7 2,0

10 95+1,0 13,1 45 35 35,153 15,0 0,4

coc 300 31314 4,5 4.4 150 156 + 14 9,2 3,9
800 814 £ 32 4,0 1,7 350 322+ 27 8,5 -8,0

750 71077 10,8 -5,4
5 51+0,45 8,8 2,0 5 4,4 + 0,60 13,6 -12,0

10 95+1,.3 136 49 35 36,4+4,6 12,6 4.1

CE 300 320+ 18 55 6,8 150 163 +7,8 4,7 9,1
800 817 £ 45 55 2,1 350 331127 8,1 -5,5

750 715+ 48 6,7 4,7

Media y desviacion estandar.
M Coeficiente de variacién (%).

@ Error relativo (%) = [(concentracién media calculada — concentracién nominal/concentracién nominal) x100].
EME ecgonina metil ester, BE benzoilecgonina, COC cocaina, CE cocaetileno.
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La recuperacién relativa de los analitos fue del 89-
106% (Tabla 5), reflejando una buena eficiencia del
método, superando incluso los resultados de recupe-
raciéon observados en estudios previos. Fiorentin et al.
(2017) reportaron recuperaciones del 65-79% para
BE, mientras que Concheiro et al. (2010) informaron

una recuperacion para BE y EME del 25% y 18% res-
pectivamente. El método propuesto por nuestro grupo
ofrece una mejor capacidad de retencién y recupera-
cién de los analitos en esta matriz bioldgica. Esta ele-
vada recuperacién, asegura que el método es precisoy
fiable para su uso en aplicaciones forenses y clinicas.

Tabla 5. Recuperacion (%) evaluada a tres concentraciones (n=3).

Concentracion

Recuperacion £

Compuesto T:;?::f; S.D. (%) CV1 (%)
5 98 +8 8?2
10 100 £ 10 10,0
Ecgonina metil ester 300 96 £ 12 12,8
800 106 £ 10 10,0
5 95+4 4,2
10 1056 +7 7,0
Benzoilecgonina 300 89+4 4,8
800 96+4 4,2
5 103 +7 6,8
10 104 £+ 6 6,0
Cocaina 300 99 + 11 1,4
800 100+ 5 53
5 91+2 2,2
10 102 £12 12,0
Cocaetileno 300 101+9 9,3
800 104 £ 4 41

Media y desviacion estandar.
M Coeficiente de variaciéon (%).

En cuanto a la estabilidad, los analitos resultaron
ser estables durante tres ciclos de congelado y des-
congelado (Tabla 6), un aspecto crucial en el mane-
jo de muestras bioldgicas que pueden estar sujetas
a variaciones de temperatura durante el almacena-
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miento o el transporte. Este resultado coincide con
lo reportado por Montesano et al. (2015), quienes
evaluaron la estabilidad de la cocaina y sus meta-
bolitos en fluido oral bajo diferentes condiciones de
almacenamiento.
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Tabla 6. Estabilidad evaluada a 4 concentraciones (n=3).

Tres ciclos descongelado/congelado (-20°C)

Compuesto Concentracién Concentracion
Nominal Media + SD CV1(%) ER2(%)
(ng/mL) (ng/mL)
35 33+3,0 9,3 -6,7
Ecgonina metil ester 150 150 £6,0 4,1 04
350 345+ 15 75 -1,4
750 759 + 29 8,4 1,2
35 36 5,0 2,2 2,8
150 152 + 26 57 1,3
Benzoilecgonina
350 359+ 10 4,3 2,6
750 763+ 5,7 7,0 1,7
35 35+3,7 10,9 -1,5
150 153+6,5 4,3 2,0
Cocaina
350 338+8,5 57 -3,4
750 767 £ 11 9,6 23
35 38+1,8 4.8 7,3
150 166 + 14 8,9 11,0
Cocaetileno
350 341+ 12 3.4 -2,6
750 775+ 21 5,1 33

Media y desviacién estandar.
M Coeficiente de variacién (%).

@ Error relativo (%) = [(concentracién media calculada — concentracién nominal/concentraciéon nominal) x100].

Aplicacion en Muestras Reales

En el presente estudio, se analizaron 13 muestras
de fluido oral previamente clasificadas como positi-
vas para cocaina mediante una prueba inicial o de
screening, las cuales fueron cuantificadas utilizando
el método propuesto. Las muestras fueron someti-
das a los criterios de confirmacién establecidos por
la WADA (2023). La distribucién de los resultados
obtenidos fue la siguiente: BE en 12 muestras (ran-
go de concentracién: 23,7 — 356,3 ng/mL), EME en
7 muestras (rango de concentraciéon: 6,5 - 54,9 ng/
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mL), COC en 5 muestras (rango de concentraciéon:
13,2 — 42,2 ng/mL) y CE en 2 muestras (6,4 ng/mL
y 8,1 ng/mL). En una muestra no se logré identificar
la presencia de BE, COC, EME ni CE. Este resultado
podria estar relacionado con una mala interpreta-
cién o con la especificidad de la prueba de deteccién
inicial.

En la Tabla 7 se presentan los valores de BE, COC,
EME y CE en las muestras analizadas, y en la Figura 2
un cromatograma con los iones monitoreados de EME,
BE, COC y CE para una muestra real (muestra #1).
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Tabla 7. Aplicacién en muestras reales.

Muestra # EME BE cocC CE
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

1 19,2 297,7 28,8 8,1
2 54,9 356,3 42,2 6,4
3 ND ND ND ND
4 ND 62,9 13,9 ND
5 ND 65,0 ND ND
6 ND 189,7 13,3 ND
7 ND 1321 13,2 6,5
8 10,2 37,3 ND ND
9 15,6 34,8 ND ND
10 12,2 48,6 ND ND
1" ND 39,8 ND ND
12 10,2 23,7 ND ND
13 6,5 42,4 ND ND

ND no detectable.

EME ecgonina metil ester, BE benzoilecgonina, COC cocaina,

CE cocaetileno.
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Figura 2. Cromatograma de una muestra de fluido oral (Muestra #1) con resultado positivo en la prueba inicial
o screening identificada. EME ecgonina metil ester, BE benzoilecgonina, COC cocaina, CE cocaetileno.

CONCLUSION

La determinacién de COC y sus metabolitos en FO es
una herramienta clave para el monitoreo del consumo
reciente de esta droga. El método desarrollado en este
estudio, basado en la cuantificacién de EME, BE, COC
y CE, demuestra ser altamente sensible y especifico,
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con un LC de 5 ng/mL, alineandose con los valores de
corte establecidos por entidades internacionales como
la SAMHSA y la EWDTS.

Entre las principales ventajas del método destaca su
capacidad para detectar bajas concentraciones de me-
tabolitos con un pequefio volumen de muestra, lo cual
es crucial en entornos forenses y clinicos, donde se re-




quiere sensibilidad y especificidad en la detecciéon de
consumos recientes. Ademas, la recuperacion elevada
y la estabilidad de los analitos en las condiciones de
analisis optimizan la confiabilidad del método, supe-
rando incluso los resultados de estudios previos.

En comparacién con otras publicaciones, el presente
método no solo ofrece una mayor sensibilidad, sino
que también simplifica el procesamiento de las mues-
tras mediante la combinacién de HFP y PFPA como
agentes derivatizantes, facilitando su implementacién
en laboratorios toxicolégicos. La alta selectividad y au-
sencia de interferencias, sumadas a la simplicidad en
la recoleccion de FO como matriz biolégica, refuerzan
su valor para aplicaciones en controles por conducir
bajo la influencia de drogas, monitoreo laboral y con-
textos forenses.

En resumen, el método propuesto ofrece un equilibrio
ideal entre sensibilidad, precisién y simplicidad, conso-
liddndose como una herramienta eficaz y robusta para
el andlisis toxicolégico de COC y sus metabolitos en
FO. Estas propiedades lo convierten en una alternativa
competitiva frente a otros métodos disponibles, desta-
cando su potencial para aplicaciones forenses, clinicas y
laborales que requieren un enfoque confiable y eficiente.
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Resumen: Los ésteres nitricos alifaticos son actualmente los ingredientes energéticos mas utilizados en propulsantes sélidos de base sim-
ple, doble y triple. Estos compuestos son inestables en condiciones ambientales, por lo que deben incorporarse en la férmula del propul-
sante agentes estabilizantes para inhibir y ralentizar las reacciones que llevan a su descomposicién. Varias de estas sustancias estabilizantes
son téxicas o generan productos toxicos durante su uso, ocasionando diversos problemas ambientales y para la salud humana. Al ser
liberados a la biosfera, estos xenobidticos representan riesgos toxicos para los ecosistemas, los seres humanos y otras biotas. Los suelos de
todo el mundo se contaminan con materiales energéticos provenientes de operaciones de fabricacion, conflictos militares, entrenamientos
militares en campos de tiro e impacto, y la quema/detonacién a cielo abierto de municiones obsoletas. En estos contextos, los materiales
energéticos experimentan transformaciones biéticas y abiéticas, dependiendo de los compuestos involucrados y de factores ambientales,
que causan diferentes niveles de contaminacién con efectos negativos en los receptores ecoldgicos que habitan los sitios impactados y las
4reas adyacentes expuestas a la migracién externa de los contaminantes. La evaluacién del impacto téxico provocado por la contaminacién
del ambiente con compuestos explosivos y propulsantes es un tema complejo, no solamente por la variedad de sustancias energéticas que
pueden involucrarse sino también -y fundamentalmente- por las interacciones con las variables ambientales, que pueden modificar drés-
ticamente el destino y la persistencia ambientales y por supuesto, la toxicidad para organismos diversos. Puede decirse que los explosivos
y propulsantes mas comunes hoy en uso no son sustancias muy estables en el ambiente o refractarias a la degradacién, tanto por caminos
abidticos como mediados por organismos vivos. Sin embargo, esto no debe interpretarse como una ventaja (respecto a otras sustancias mas
persistentes) ya que varios de sus caminos de transformacién quimica conducen a compuestos con una toxicidad apreciable. Esta caracte-
ristica hace que, aun cuando la permanencia de la estructura quimica original en un ambiente no sea extensa, el aporte crénico del conta-
minante sumado a su conversién a especies mas toxicas lleve a un escenario de riesgo ambiental persistente y de complejidad cambiante.

Palabras clave: Propulsantes; Nitrocelulosa; Nitroglicerina; Difenilamina; Centralitas; Perclorato de amonio.

Abstract: Aliphatic nitric oxide esters are currently the most widely used energetic ingredients in single-, double-, and triple-base solid pro-
pellants. These compounds are unstable under ambient conditions, so stabilizing agents must be incorporated into the propellant formula
to inhibit and slow the reactions that lead to their decomposition. Several of these stabilizing substances are toxic or generate toxic byprod-
ucts during use, causing various environmental and human health problems. When released into the biosphere, these xenobiotics provoke
toxic risks to ecosystems, humans, and other biota. Soils around the world are contaminated with energetic materials from manufacturing
operations, military conflicts, military training at firing and impact ranges, and the open burning/detonation of obsolete munitions. In
these contexts, energetic materials undergo biotic and abiotic transformations, depending on the compounds involved and environmental
factors, causing varying levels of contamination with negative effects on ecological receptors inhabiting the impacted sites and adjacent
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areas exposed to the external migration of contaminants. Assessment of the toxic impact caused by environmental contamination with ex-

plosive and propellant compounds is a complex issue, not only due to the variety of energetic substances that can be involved but also—and

fundamentally—due to the interactions with environmental variables, which can drastically alter environmental fate and persistence, and

of course, toxicity to different organisms. It can be said that the most common explosives and propellants in use today are not very stable

substances in the environment or refractory to degradation, either through abiotic pathways or mediated by living organisms. However,

this should not be interpreted as an advantage (compared to other more persistent substances), since several of their chemical transfor-

mation pathways lead to compounds with appreciable toxicity. This characteristic means that, even when the permanence of the original

chemical structure in an environment is not extensive, the chronic contribution of the contaminant, combined with its conversion to more

toxic species, leads to a scenario of persistent environmental risk of evolving complexity.

Keywords: Propellants; Nitrocellulose; Nitroglycerin; Diphenylamine; Centralites; Ammonium perchlorate.

INTRODUCCION

La utilizacién de los compuestos energéticos, que no
son mas que los componentes quimicos activos de los
explosivos y propulsantes, es necesaria tanto para fi-
nes pacificos (por ejemplo: construccién, demolicién y
mineria) como en actividades militares. Entre los com-
puestos energéticos de uso més comun se encuentran
los explosivos 2,4,6-trinitrotolueno (TNT), hexahi-
dro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina (RDX) y octahidro-
1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazocina (HMX) (Castro
2024; Ross y Castro 2024). La nitroglicerina, la nitro-
guanidina, la nitrocelulosa, el 2,4-dinitrotolueno y el
perclorato de amonio se emplean en distintas formu-
laciones de propulsantes de misiles, cohetes y armas.
Los propulsantes soélidos para cafiones, artillerfa y
morteros se componen de materiales de baja explosi-
vidad formulados para operar a una velocidad contro-
lada y producir gases que propulsan cohetes o aceleran
los proyectiles de los cafiones. El componente principal
de las formulaciones de propulsantes para cafiones, ar-
tillerfa y morteros suele ser un compuesto quimico or-
génico nitrado, como la nitrocelulosa, frecuentemente
combinado con otras sustancias energéticas como la
nitroglicerina, la nitroguanidina o los dinitrotoluenos.
Es asf que los propulsantes sélidos que contienen nitro-
celulosa se dividen en tres clases, segtn la presencia de
energéticos afiadidos y los propulsantes de base sim-
ple que contienen la nitrocelulosa como tnico material
energético. Los propulsantes de base doble contienen
al polimero impregnado con un nitrato orgénico como
la nitroglicerina y los de base triple incluyen ademas
nitroguanidina. Otros ingredientes comprenden com-
puestos que modifican la velocidad de combustién,
aglutinantes o plastificantes que facilitan la carga del
propulsante en la carcasa y a compuestos que mejoran
la estabilidad del propulsante durante su almacena-
miento (Pichtel 2012).

Uno de los problemas técnicos principales relaciona-
dos con la fabricacién y el uso de propulsantes, es la
evaluacion de su estabilidad quimica y la prediccién de
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su vida util segura. A una temperatura de almacena-
miento normal de 21-30 °C, los propulsantes deberian
tener una vida util segura de 140 afios, y un minimo de
35 afos (Lee et al. 2015). Sin embargo, es una propie-
dad caracteristica de los propulsantes basados en ni-
trocelulosa, que los constituyentes de tipo éster nitrico
(como la nitroglicerina o la nitrocelulosa) experimen-
ten una descomposicién lenta incluso a temperatura
ambiente. Los procesos quimicos subyacentes en esta
degradacién espontanea han sido muy bien estudia-
dos (Lindblom 2004; Trache y Tarchoun 2018). Los
productos de degradacién formados, a menos que se
eliminen, pueden reducir la estabilidad quimica, lo que
puede provocar la autoignicién del propulsante debido
a la naturaleza exotérmica de las reacciones. Ademas,
pueden provocar pérdida del poder calorifico, cambios
en las propiedades balisticas y agrietamiento en cargas
de didmetro grande.

Es por esta razén que se incluyen cantidades pequefias
de compuestos estabilizadores en las formulaciones de
los propulsantes, ya sea individualmente o en mezclas,
para que reaccionen con los productos de degradacion,
reduciendo asf la probabilidad de estos efectos adver-
sos. Estos aditivos no pueden prevenir la descompo-
sicién de los ésteres nfitricos, pero sf pueden inhibirla
y evitar el efecto catalitico causado por productos de
descomposicién como NO, NO2, HNOz2 y HNOs. Los
estabilizantes reaccionan progresivamente con los ga-
ses liberados por la composicién energética hasta su
agotamiento. La disminucién de estos “estabilizadores
primarios” se acompafia de la formacién de diferentes
derivados considerados “estabilizadores secundarios”,
ya que también desempefian una accién estabilizado-
ra. Los estabilizantes convencionales empleados para
materiales energéticos basados en ésteres nitricos, son
aminas aromaticas como la difenilamina, la 2-nitro-
difenilamina y la p-nitro-N-etilanilina, y compuestos
de urea como la N,N’-dietil-N,N’-difenilurea (etil cen-
tralita), la N,N’-dimetil-N,N’-difenilurea (metil cen-
tralita) y la N-metil-N’,N’-difenilurea (akardita II). Al
reaccionar con los éxidos de nitrogeno, los estabiliza-



dores convencionales se convierten en una variedad
de N-nitrosaminas y C-nitroaminas. Las reacciones de
estos agentes estabilizadores son complejas y en ellas
se generan diferentes productos sucesivos desde el es-
tabilizador primario, que también pueden actuar como
estabilizadores (Lindblom 2004; Trache y Tarchoun
2018). El término "estabilizador eficaz" se utiliza para
evaluar la estabilidad en la prueba de temperatura tni-
ca. Los estabilizadores secundarios son sustancias con
propiedades estabilizadoras que no se incluyeron en la
formulacién del propulsante, pero que se produjeron a
partir de los estabilizadores iniciales durante su fabri-
cacién o envejecimiento. La mayoria de los productos
de agotamiento de los estabilizadores pertenecen a esta
clase. Algunos de los productos de transformacion de la
difenilamina pueden unirse a la estructura polimérica
de la nitrocelulosa mediante interacciones complejas
(Lindblom 2004). Lo cierto es que en cualquier caso
o etapa del envejecimiento del propulsante se forman
sustancias téxicas (no todas con una férmula conocida)
con potencial para migrar al ambiente. Los derivados
nitrosados generados se consideran toxicos y canceri-
genos. Esto ha motivado la bisqueda de alternativas
mas seguras y exentas de la formacién de N-nitrosa-
minas y de otros productos téxicos (Krumlinde et al.
2017; Trache y Tarchoun 2018).

El destino ambiental y la toxicidad de los
componentes de las formulaciones propulsantes
La gestion sostenible de los campos de entrenamiento y
todo aquel &mbito donde se produzcan o utilicen explo-
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sivos y propulsantes requiere el conocimiento de la dis-
tribucién, el transporte, el destino y la cuantificacién de
los componentes de las municiones (propulsantes y ex-
plosivos) en el suelo, en las aguas superficiales y en las
subterraneas (Brannon y Myers 1997; Juhasz y Naidu
2007). Las formulaciones de propulsantes sélidos son
mezclas compuestas por compuestos energéticos, aglu-
tinantes, estabilizadores y modificadores de la velocidad
de combustion. Los factores que afectan el transporte y
el destino ambiental de estos compuestos, tan diversos
en estructura y actividad biolégica, incluyen la disolu-
cién, la sorcién, la biotransformacion, la volatilizacién
y la transformacién fotoquimica (Mirecki et al. 2006).
Como resultado de las actividades que los utilizan y de-
bido a précticas inadecuadas para su gestion y elimina-
cién, muchas sustancias energéticas y sus subproductos
han contaminado el ambiente hasta niveles que ame-
nazan el ganado, la fauna silvestre y los ecosistemas, y
también la salud humana (Pichtel 2012).

Los compuestos energéticos pueden ingresar al suelo a
partir de distintas fuentes. Entre las mas importantes
se destacan: (i) instalaciones de produccién de muni-
ciones y propulsantes, por ejemplo, desde lagunas de
aguas residuales, fosas de filtracién; (ii) instalaciones
de empaque o almacenamiento; (iii) instalaciones de
eliminacién y destruccién de residuos, por ejemplo,
vertederos a cielo abierto, fosas de quema, incinerado-
res; (iv) campos de tiro y zonas de impacto de armas
(Spalding y Fulton 1988; Best et al. 1999; Spiegel et al.
2005; Martel et al. 2008; Martel et al. 2009; Kalderis
et al. 2011; Pichtel 2012) (Figura 1).
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L --—
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Figura 1. Vias y compartimentos posibles para el destino ambiental de explosivos y propulsantes.
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La contaminacién del suelo y agua por compuestos
energéticos en plantas de fabricacion, zonas de conflic-
toy campos de tiro militares es una preocupacién inter-
nacional (Ferreira et al. 2017; Galante et al. 2017). Solo
en Estados Unidos, miles de instalaciones militares es-
tan catalogadas como contaminadas por compuestos
energéticos (Becker 1995; Hains et al. 2001; Martel et
al. 2009; Kalderis et al. 2011). Aproximadamente 20
millones de hectéreas se ven afectadas por bombardeos
y otras actividades de entrenamiento. Un niimero atn
mayor de sitios contaminados podria existir en Europa
y en Asia (Pichtel 2012). Las importantes emergencias
de salud publica derivadas de la contaminacién del sue-
lo han generado demandas de la ciudadania en varios
de esos lugares para que se tomen medidas de remedia-
cién (Eriksson et al. 2004). Durante las Gltimas déca-
das, una mayor conciencia ambiental ha obligado a los
organismos de Defensa en EE.UU., Canad4 y muchos
paises europeos y asiéticos a identificar sitios contami-
nados y a evaluar el impacto de las actividades milita-
res en la calidad del suelo, las aguas subterrdneas y las
aguas superficiales (Pichtel 2012).

A diferencia de los compuestos energéticos mas comu-
nes, como el TNT y las nitraminas, no es mucho lo que
se conoce sobre la toxicidad en los ecosistemas de los
componentes organicos de las férmulas propulsantes,
una vez liberadas en el ambiente. Esto es notable, vis-
to que existen reportes en la literatura sobre ensayos
en modelos experimentales animales (para toxicidad
humana) y algunos protocolos para una eventual eva-
luacién de riesgo téxico ambiental (Arenal y Sample
2015; Quinn 2015; Sample y Arenal 2015; Williams et
al. 2015; ATSDR 2017; DCPH-A 2023). Esto no es lo
mismo que estudiar el destino ambiental de las sustan-
cias, aspecto sobre el cual sf hay informacién publicada
(Kitchens et al. 1978; Wentsel et al. 1979a; Wentsel et
al. 1979b; Brannon y Myers 1997; Dave et al. 2000;
Mirecki et al. 2006; Juhaszy Naidu 2007; Pichtel 2012;
Liu et al. 2019; Edebali et al. 2024). En los escenarios
ambientales donde estas sustancias podrian estar pre-
sentes, juegan un papel determinante variables fisico-
quimicas y biolégicas que condicionan su persistencia
e impacto téxico, tal como se analizé en publicaciones
recientes de los autores de este manuscrito sobre el im-
pacto toxico ambiental de los explosivos (Castro 2024;
Ross y Castro 2024). El caso del anién perclorato es
distinto, ya que es abundante en la literatura la infor-
macién tanto sobre su disposicién en el ambiente como
sobre los efectos téxicos en animales y plantas (Clark-
son et al. 2006; Smith 2006; Eck 2015; Kumar et al.
2023; Sahu 2024).

Nitrocelulosa
Existe poca informacién sobre el destino ambiental de
la nitrocelulosa, aunque puede inferirse algin patrén
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de comportamiento a partir de las propiedades fisico-
quimicas del compuesto. La baja solubilidad de la ni-
trocelulosa en agua sugiere que es poco probable que
se produzca un lavado desde el aire o una lixiviacion
desde vertederos y otros sitios contaminados hacia
aguas superficiales o subterraneas (Quinn 2015). La
nitrocelulosa es relativamente resistente a la biodegra-
dacidn, lo que puede contribuir a su persistencia en el
ambiente (Ryon 1986). Reconociendo que la fabrica-
cién de municiones que contienen el compuesto ge-
nera cantidades sustanciales de nitrocelulosa residual
en el ambiente, el Centro Ambiental del Ejército de los
Estados Unidos publicé un informe técnico sobre la
posibilidad de eliminar de forma segura el compuesto
mediante compostaje (U.S. AEC 2002). Este organis-
mo realiz6é una demostracion de campo en la Planta de
Municiones del Ejército Badger (EE.UU.) identifican-
do mezclas de compost viables que contenfan sustra-
tos biodegradables y agentes de carga para promover
la actividad catabdlica microbiana. Sin embargo, la
eficiencia del sistema sigue siendo incierta debido a la
dificultad de monitorear su rendimiento. Otro estudio
sugirié que, dado que el triacetato y el trinitrato de ce-
lulosa son resistentes a la digestién enzimética, la ni-
trocelulosa deberia ser muy persistente en el ambiente
(Sullivan et al. 1987). Aunque la biodegradacién de la
nitrocelulosa no parece muy probable, se ha demostra-
do que la hidrdlisis alcalina produce metabolitos que
si pueden ser degradados por microorganismos (Ryon
1986; Hartley et al. 1992).

Estudiar la toxicidad de un compuesto polimérico
como la nitrocelulosa implica dificultades experimen-
tales, asociadas con fenémenos que no son habituales
para la toxicocinética de moléculas pequefias. Los po-
cos estudios referidos en la bibliografia fueron realiza-
dos en modelos experimentales animales relevantes
para la toxicologfa humana (rata, perroy ratén; y esen-
cialmente por via oral) (Quinn 2015). La nitrocelulosa
se considerd no toxica, ya que los tnicos efectos obser-
vados en estos estudios de toxicidad oral (incluyendo
protocolos crénicos y multigeneracionales) fueron un
aumento del consumo de alimento, una disminucién
del aumento de peso y la impactacién intestinal. La im-
pactacién solo se observé en los ratones debido a sus
tractos gastrointestinales relativamente pequefios. En
las ratas y perros la nitrocelulosa pudo pasar libremen-
te por sus intestinos, mas grandes. Los efectos sobre
la alimentacién y el peso corporal se debieron al volu-
men no nutritivo del material fibroso y no degradable.
Si bien estos estudios nos llevarfan a la conclusién que
la nitrocelulosa no es téxica para la mayoria de las es-
pecies de mamiferos monogastricos (incluidos los hu-
manos), no serfa prudente extender este juicio para la
eventual exposicién oral en rumiantes o especies con
fermentacién intestinal que digieren la celulosa. En



estos animales, sus procesos digestivos podrian libe-
rar nitratos al digerirla, en un ambiente microbiano
anaerdbico con potencial redox bajo, que facilitarfan
reacciones de reduccién. Por lo tanto, se debe tener
precaucién al extrapolar este concepto a los herbivo-
ros. No hay registros en la literatura sobre estudios de
toxicidad de la nitrocelulosa en aves, reptiles o anfibios
(Quinn 2015). Hay registros sobre toxicidad inhalato-
ria o dérmica y ocular en humanos para material parti-
culado lo suficientemente fino NJDOH 2010).

Si bien no hay evidencia que la nitrocelulosa sea direc-
tamente t6xica para las plantas, es cierto que su proce-
so de produccién puede generar aguas residuales toxi-
cas para la vegetacién (Ribeiro et al. 2013). Estudios
de laboratorio han demostrado que la nitrocelulosa
puede ser téxica para algunos organismos acuticos,
especialmente algas (Bentley et al. 1977; U.S. EPA
2009). Otras especies como peces, invertebrados y al-
gas, no han mostrado efectos téxicos agudos. La natu-
raleza fibrosa de la nitrocelulosa también puede causar
problemas ambientales al cubrir los habitats benténi-
cos, lo que podria afectar sus poblaciones (Ryon 1986;
Ribeiro et al. 2013).

Por 1ltimo, debe mencionarse que el proceso de en-
vejecimiento de la nitrocelulosa en un propulsante,
aun en presencia de agentes estabilizantes, supone en
alguna medida la modificacién quimica de la estruc-
tura polimérica, por interacciones entre la celulosa
y los productos que se van formando con el tiempo
(por ejemplo, derivados de la difenilamina). Aunque
no identificados, su presencia es obvia a través de los
cambios de color que el propulsante experimenta al
envejecer (Lindblom 2004). Desde el lado toxicoldgico
del problema esto implica que sustancias desconocidas
en cantidades variables pasaran al ambiente cuando la
nitrocelulosa envejecida se descarte.

Difenilamina y sus derivados nitrados

y nitrosados

La difenilamina es una sustancia que se utiliza prin-
cipalmente por sus propiedades antioxidantes. Tiene
numerosas aplicaciones como antioxidante industrial.
Esta amina (y sus derivados) se utilizan principalmen-
te como estabilizadores en explosivos y propulsantes
que contienen nitrocelulosa, en perfumerfa y como an-
tioxidantes en la industria del caucho y los elastéme-
ros. También se la utiliza ampliamente para prevenir
el deterioro poscosecha de los cultivos de manzanas y
peras. Es un compuesto precursor de numerosas sus-
tancias que se utilizan para la produccién de tintas,
productos farmacéuticos, productos quimicos para fo-
tografia y otras aplicaciones a pequefia escala. Esto ha
llevado a que desde hace bastante tiempo haya mere-
cido la atencién de organismos reguladores, en cuan-
to a su toxicidad humana, residualidad e impacto en
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el ambiente (U.S. EPA 1987; U.S. EPA 1998; Drzyzga
2003; Arenal y Sample 2015; U.S. EPA 2015; Ahmed
2024). La razoén de fondo es que su propiedad antio-
xidante est4 relacionada con la capacidad para generar
intermediarios o productos quimicos que son reactivos
biolégicamente (por ejemplo, radicales libres y otros).
La difenilamina es un compuesto incluido en la tercera
lista de contaminantes prioritarios de la Unién Euro-
pea, asignandole a Alemania la evaluacién y control de
sus riesgos ambientales (Drzyzga 2003).

La difenilamina y la 2-nitrodifenilamina se utilizan
como estabilizantes en numerosas mezclas de pro-
pulsantes sélidos (Kitchens et al. 1978; Mirecki et al.
2006). La difenilamina estabiliza los propulsantes de
base simple, en los que la nitrocelulosa es el principal
material energético; la 2-nitrodifenilamina estabiliza
propulsantes de base doble y triple, en los que la ni-
troglicerina gelatiniza a la nitrocelulosa. Estos com-
puestos reaccionan con los 6xidos de nitrégeno que se
forman in situ a partir de la degradacion de la nitroce-
lulosa (Wentsel et al. 1979a; Haberman 1986). Duran-
te el almacenamiento del propulsante, la difenilamina
muestra una creciente sustitucién con grupos nitro
a medida que se consumen los 6xidos de nitrégeno
(Haberman 1986). La difenilamina y los compuestos
nitro-, dinitro- y nitroso-sustituidos relacionados, pre-
sentan una solubilidad en agua de baja a moderada. En
la literatura se ha descrito un rango de solubilidades en
agua para la difenilamina, con valores entre 36 y 300
mg/L (Mirecki et al. 2006). Si bien no abundan los da-
tos sobre el destino y el transporte de la difenilamina en
el ambiente, pueden inferirse algunas caracteristicas a
partir de sus propiedades fisico-quimicas. Por ejemplo,
la baja solubilidad de la difenilamina en agua sugiere
que el compuesto no se repartird ni dispersaré facil-
mente en medios acuosos. Ademas, un log Kow bajo
(8,50) sugiere una baja movilidad en el suelo, aunque
se esperarfa que la amina se volatilice del suelo htime-
do, dada la constante estimada de la Ley de Henry de
2,69 atm-m3/mol (Arenal y Sample 2015). La degra-
dacién de la difenilamina se dedujo a partir de la dismi-
nucion de la toxicidad en Daphnia al utilizar soluciones
acuosas de difenilamina envejecidas (30 dias), aunque
los productos no se cuantificaron en estos experimen-
tos (Dave et al. 2000). La N-nitrosodifenilamina, la
2-nitrodifenilamina, la 4-nitrodifenilamina y la 2,4-di-
nitrodifenilamina son productos de transformacion de
la difenilamina. La N-nitrosodifenilamina y la 2-nitro-
difenilamina también presentan una solubilidad baja
en agua, aunque los valores no estan bien cuantifica-
dos (Mirecki et al. 2006). Estos compuestos también
resisten la degradacién (Wentsel et al. 1979a; U.S. EPA
1992). La 4-nitrodifenilamina es practicamente insolu-
ble y es improbable que se degrade rapido.

La difenilamina ha mostrado alguna biodegradacion,
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al menos en condiciones experimentales, mediante
bacterias o barros activados (Drzyzga 2003; Arenal y
Sample 2015). Es interesante también el hallazgo de
cepas bacterianas provenientes de suelos contamina-
dos con la amina, que pueden crecer utilizandola como
Unica fuente de carbono, nitrégeno y energia. Esto pue-
de suponer que se trata de una respuesta adaptativa a
la contaminacién (Shin y Spain 2009).

A pesar de lo que podrfa inferirse de la DL, relativa-
mente alta de la difenilamina, hay un factor comuin
para la toxicidad aguda en modelos animales experi-
mentales (roedores) y es el dafo renal como blanco
critico. Se observa una variabilidad muy importante
en cuanto a la susceptibilidad entre especies, lo cual es
sugestivo para la existencia de pasos criticos mediados
por el metabolismo o por las defensas celulares, donde
se exprese una diferencia entre los distintos animales
(Arenal y Sample 2015). En un régimen de adminis-
traciéon subcrénico aparecieron también alteraciones
en el bazo y el higado de ratones, como refiere el do-
cumento del IPCS (OMS) sobre esta sustancia. En el
mismo, se refieren a los niveles de exposicién seguros
(NOAEL) como también detalles experimentales de los
estudios realizados (IPCS 1998). Para una exposicién
crénica también se realizaron estudios detallados sobre
la morfologfa y la funcién renal, detectindose dafios
progresivos con el tiempo de exposicion (rata) (Evan
et al. 1978). Otros estudios de toxicidad crénica, esta
vez con perros durante dos afios, mostraron dafios en
bazo, higado, rifién y médula 6sea (U.S. EPA 1987).
Otros varios protocolos de exposicién reportados siem-
pre fueron concurrentes en lo que concierne a los sitios
blancos de la toxicidad (Arenal y Sample 2015). En el
documento elaborado por el IPCS se refieren también
a varios estudios realizados en roedores para evaluar
toxicidad reproductiva y del desarrollo (IPCS 1998).
No hay evidencia en la literatura sobre toxicidad pro-
vocada por la inhalacién de difenilamina y respecto a
la absorcién dérmica, estudios realizados con conejos
y ratas solamente mostraron alteraciones renales en
éstas Ultimas para dosis altas (Arenal y Sample 2015).
Para otras especies no-mamiferas es poca la informa-
cién disponible, mencionando estudios en gallinas que
mostraron dafo renal solamente, y en el caso de an-
fibios la difenilamina mostré ser tdxica y teratogénica
(Fort et al. 1999).

Respecto a los derivados nitrados de la difenilamina, la
informacién disponible en la literatura refiere esencial-
mente a los mononitrados y con mayor informacién
para la 4-nitro difenilamina. El isomero orto es un adi-
tivo estabilizante para algunas formulaciones propul-
santes como el Otto Fuel II y aquellos de base doble
y también con algunos otros usos en la industria civil
(Sample y Arenal 2015). Se trata de sustancias con una
volatilidad muy baja con lo cual no deberfa esperarse su
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particion hacia el aire. Lo mismo puede decirse respec-
to de su muy baja solubilidad en agua, que prevendria
su difusién hacia napas desde lo absorbido por los sedi-
mentos o suelos, como ya mencionamos. Esto no evitd
que se estudiara su impacto ambiental, en particular de
la 4-nitro difenilamina (Monsanto Incorporated 1991;
ATSDR 1995; OECD 1998). En estos estudios se con-
cluyé que si bien la degradacién ambiental podria ser
lenta no se esperarian efectos serios debido a su bajo
nivel de produccion (Sample y Arenal 2015). La infor-
macién disponible (y relevante para este trabajo) res-
pecto a la toxicidad en modelos animales de laboratorio
refiere a dafio renal, en el bazo, y a alteraciones en pa-
rametros hematoldgicos en rata, para dosis moderadas
a bajas de 4-nitro difenilamina por via oral. No deberfa
suponerse un comportamiento similar para el isémero
orto utilizado en los propulsantes ya que la posicién 2
de un sustituyente como el nitro seguramente influira
en la toxicidad y en el metabolismo de la sustancia. No
hay disponibles datos toxicolégicos para otras espe-
cies, ya sean éstos modelos experimentales o relevantes
para la ecotoxicidad (Sample y Arenal 2015).

Por ultimo, nos referiremos a la N-nitroso difenilami-
na, que es tanto un producto de la accién estabilizante
de la difenilamina en las formulaciones propulsantes
como también una sustancia con amplio uso en la in-
dustria del caucho desde hace muchos afios (aunque
progresivamente fuera reemplazada por otros com-
puestos) (ATSDR 2017). La N-nitroso difenilamina
puede pasar al ambiente, degradandose en el aire, el
agua o el suelo en pocas semanas. En el aire, la luz solar
la descompone, como ocurre con muchas N-nitrosami-
nas. En el suelo y el agua, es degradada por bacterias.
La N-nitroso difenilamina se disuelve en agua, pero
se adhiere firmemente al suelo y no se desplaza rapi-
damente. Estudios de laboratorio muestran que esta
N-nitrosamina se descompone después de 30 dias en
ciertos tipos de suelo. No se espera que se acumule en
plantas ni en animales (ATSDR 2017). Es importan-
te hacer notar que se trata de una N-nitrosamina que
no se ve afectada por las vias metabdlicas comunes a
muchas otras que son fuertemente carcinogénicas, en
razon de su metabolismo de fase I oxidante y mediado
por el citocromo P450. En este caso, su metabolismo
transcurre esencialmente por denitrosacién y posterior
oxidacién de la difenilamina resultante sobre el 4tomo
de nitrégeno o en el anillo aromatico. Esto explica la
toxicidad por otros mecanismos que no son los usuales
de la N-nitrosaminas (IARC 1982; ATSDR 2017).

Dimetil centralita y dietil centralita

Las centralitas de metilo y etilo son derivados de di-
fenilurea (carbanilida) con sustituyentes alquilo. Estos
compuestos estabilizan las mezclas de propulsantes y
sus componentes de ignicién y detonacién en diversas



municiones de pequefio y gran calibre (Mirecki et al.
2006; Padfield et al. 2014). Estos compuestos también
reducen la temperatura del propulsante durante la de-
flagracién, reducen el destello y actdan como gelatini-
zantes en propulsantes que contienen nitroglicerina
(U.S. AARDC 1983). Diversos compuestos de nitrou-
rea, anilina y N-nitrosamina se forman in situ a me-
dida que la mezcla de propulsante envejece (Wentsel
et al. 1979b; Curtis 1987; Trache y Tarchoun 2018).
Tanto la centralita de metilo como la de etilo presentan
una baja solubilidad en agua (Mirecki et al. 2006). Si se
detectan etil o metil centralita en el suelo, es probable
que se dispersaran como sélidos de grano fino, en lu-
gar de como soluto. La etil centralita se hidroliza a un
compuesto de anilina solo en condiciones 4cidas y ca-
lientes (100 °C, 60 % de acido sulfirico) (Wentsel et al.
1979b) y es resistente a la hidrélisis bésica (Kitchens
etal. 1978).

Muy poca es la informacién disponible en la litera-
tura acerca de las transformaciones bidticas de estas
sustancias, asi como de su toxicidad (U.S. Army En-
vironmental Hygiene Agency 1977; Cerilliant 2012;
East Harbour Group 2022). Aun asi, estas sustancias
se consideran residuos peligrosos generados desde la
industria militar (Department of the Army 2023). Su
estructura quimica simple permite inferir reacciones
bidticas probables, desde lo que se conoce sobre la bio-
transformacién de xenobidticos con base a urea (ejem-
plo, algunos fArmacos y pesticidas). Las ureas susti-
tuidas, en las que uno o ambos dtomos de nitrégeno
del grupo urea (NH-CO-NH) se sustituyen por grupos
alquilo o arilo, se metabolizan mediante mecanismos,
como la desalquilacién, la hidroxilacién y la hidrolisis
de la urea misma. Las vias metabdlicas especificas y
los metabolitos formados dependeran de la estructura
de la urea sustituida y de los sistemas enzimaticos im-
plicados. Para la escisiéon de los grupos etilo o metilo
intervendria la desalquilacién oxidativa, que a menudo
implica enzimas del citocromo P450. Este proceso pue-
de conducir a la formacién de ureas menos sustituidas
0 no sustituidas. La hidroxilacién es probable también
en las centralitas, por la presencia de los anillos aro-
maticos, lo que da lugar a la formacién de metabolitos
hidroxilados (fenoles). Por otra parte, el propio enlace
urea puede escindirse, lo que da lugar a la formacién de
amidas, aminas e isocianatos. Los metabolitos también
pueden conjugarse con 4cido glucurdnico o sulfato, lo
que los hace més solubles en agua y facilita su excre-
cién. El hecho que intervengan sistemas enziméaticos
como las enzimas del citocromo P450 implica que la
naturaleza de los grupos sustituyentes alquilo y arilo,
influiré en las vias metabdlicas que resulten aptas para
biotransformar y los tipos de metabolitos formados.
Estas vias metabdlicas pueden variar entre las distintas
especies, y las diferencias individuales en la actividad
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enzimatica también pueden afectar el metabolismo de
estas ureas sustituidas. En resumen, si bien a priori no
Se supone que sean compuestos muy téxicos y con im-
pacto importante en el ambiente, deberfa monitorear-
se su persistencia y evaluar su toxicidad en organismos
centinela de ecosistemas.

Nitroglicerina

La nitroglicerina se produce esencialmente para su uso
militar como componente de propulsantes y explosi-
vos. Tiene uso también como vasodilatador, para el
tratamiento de enfermedades cardiacas y parece tener
un futuro en quimioterapia anti cancer (Meunier et al.
2023). Es posible que la nitroglicerina se libere al am-
biente durante su produccién y uso como componente
de propulsantes y explosivos, asi como en compuestos
farmacéuticos (en una cantidad mucho menor, por su-
puesto) (Williams et al. 2015). Los vertidos de aguas
residuales procedentes de la fabricacién de preparacio-
nes de dinamita comercial, explosivos militares y otras
fuentes de produccién pueden contener nitrogliceri-
na. La solubilidad relativamente alta en agua (1 800
miligramos por litro a 20 °C) sugiere que cantidades
ambientalmente significativas podrian disolverse en el
agua de efluentes y de residuos y permanecer luego en
la columna de agua. Su liberacién al ambiente se ve
influenciada por procesos tanto abidticos como bidti-
cos. La degradacion de la nitroglicerina suele ser lenta
(Smith 1986). Se estimé que su vida media fotolitica
en agua pura es de cinco dias, y que su vida media hi-
drolitica a temperaturas ambientales normales es su-
perior a un afio a un pH de 3 a 8. Un entorno alcalino
reduce significativamente la vida media hidrolitica del
éster (Williams et al. 2015).

Sillegara al suelo, la nitroglicerina puede filtrarse facil-
mente debido a su alta solubilidad en agua y a su mo-
vilidad. Si bien no se dispone de muchos datos experi-
mentales sobre su destino en el suelo, puede deducirse
como procesos probables la biotransformacion y la hi-
drdlisis abidtica (en condiciones alcalinas preferente-
mente), mediante pasos sucesivos de desnitrificacion.
En ambientes acuaticos los caminos de degradacion
parecen ocurrir principalmente mediante biotrans-
formacién y fotdlisis. Si se libera a la atmésfera, la ni-
troglicerina probablemente se encontrara en forma de
aerosol y estara sujeta a sedimentacién y lavado por la
lluvia. En un trabajo de investigacién realizado en el
contexto real de un campo de entrenamiento militar, se
evalué el destino ambiental de la nitroglicerina, reco-
giendo muestras de suelos superficiales, suelos subte-
rraneos y agua (Bordeleau et al. 2012). Los resultados
mostraron que los residuos estdn compuestos de par-
ticulas de propulsante intactas, asf como de pequefias
cantidades de nitroglicerina, dinitroglicerina y nitrato,
que se disuelven rapidamente por la precipitacién, lo



Acta Toxicol. Argent. (2024) 32(3): 97-112

que resulta en pulsos esporadicos de estos compuestos
en el agua de la zona no saturada después de eventos
de lluvia o deshielo. La nitroglicerina y la dinitroglice-
rina disueltas pueden degradarse progresivamente, li-
berando nitrato como producto final. Se dedujo que a lo
largo de varios afios, las pequefias particulas ubicadas
en la superficie del suelo pueden descender a través del
mismo mediante la infiltracién de agua, lo que explica
la presencia de nitroglicerina en los suelos subterrdneos
del sitio original, décadas después del cierre del sitio. La
nitroglicerina ya no lixivia desde estas particulas anti-
guas; por lo tanto, su presencia en los suelos subterra-
neos no implica que las aguas subterraneas corran ries-
go de contaminacién (Bordeleau et al. 2012).

La fotdlisis de la nitroglicerina o de su diéster también
es una posibilidad, aunque se carece de datos. La cons-
tante de la Ley de Henry, calculada a partir de las so-
lubilidades en agua y presiones de vapor reportadas,
oscila entre 3,3 y 0,06 Torr L/mol, lo que resulta en
una vida media de volatilizacién a partir del agua de
aproximadamente 3 000 dias (o aproximadamente
ocho afios). Por lo tanto, el transporte fisico desde sis-
temas acuosos deberia ser relativamente poco impor-
tante. Dado su alta solubilidad en agua, su adsorcién al
suelo y a los sedimentos, asi como su bioconcentracién
en organismos acuéticos, no deberfan ser apreciables.
En lo que concierne a la toxicidad de la nitroglicerina,
no abunda la informacién sobre el impacto para la vida
silvestre (Sullivan et al. 1979). La evidencia més sélida
y completa proviene de ensayos con modelos animales
experimentales relevantes para la toxicidad humana
(roedores, perro), donde se pudo observar para distin-
tos regimenes de administracién y dosis una clara to-
xicidad en el sistema vascular, hepéatico y en testiculo.
En estudios de toxicidad reproductiva multigeneracio-
nal pudo observarse una caida severa de la fertilidad en
roedores (Williams et al. 2015). Respecto de ensayos
con otras especies animales la evidencia es muy escasa.
Tampoco abundan los datos respecto a la fitotoxicidad
de la nitroglicerina. En un trabajo se pudo observar ac-
tividad metabdlica desnitrificante en raices y transloca-
cién de los metabolitos hacia otros tejidos de la planta,
junto con bioconcentracién de la dinitroglicerina en
raices y brotes (Rocheleau et al. 2011).

Perclorato de amonio

El anién perclorato, a pesar de lo que podria suponerse
por su nivel de oxidacion elevado, es bastante estable
en el ambiente y puede persistir en aguas superficia-
les y subterraneas durante més de una década. Esto se
debe a la alta energia de activacion que requiere para
reaccionar con otros componentes del ambiente (Ca-
llahan et al. 1998). Sin embargo, una vez que se pro-
duce la combustién en el propulsante, el perclorato de
amonio provoca reacciones quimicas fuertemente exo-
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térmicas. Por esta razon, se lo utiliza en propulsantes
solidos para cohetes, fuegos artificiales y municiones
(Eck 2015).

Una via importante de entrada de los percloratos en
el ambiente ocurre durante la fabricacion y recarga de
municiones y de motores sélidos para cohetes. Estas
actividades han provocado la contaminacién por per-
clorato de las aguas subterraneas en numerosas insta-
laciones militares y de fabricacién de cohetes (Callahan
et al. 1998; Sterner y Mattie 1998). Otras fuentes an-
tropogénicas de perclorato incluyen los fuegos artifi-
ciales, bengalas de seguridad, explosivos, productos de
cloro preparados electroquimicamente y los fertilizan-
tes de nitrato chilenos. También se descubrid que el
perclorato se forma naturalmente por la accién de las
descargas eléctricas (rayos) sobre las especies de cloro
presentes en la atmosfera (Eck 2015).

La persistencia del anién perclorato en el suelo, el agua y
en muchos productos que consumen los humanos esté
ampliamente documentada (Dasgupta et al. 2008; Cal-
derén et al. 2017; Fang y Naidu 2023; Sahu 2024). La
retencién del perclorato en el suelo se ve afectada por el
pH y la fuerza iénica. Es insignificante en suelos areno-
sos en la mayorfa de las condiciones, incluido a un pH
casi neutro. Sin embargo, se ha observado que el perclo-
rato se adsorbe ligeramente en suelos con carga variable
en entornos de pH bajo (Pichtel 2012). El anién per-
clorato pertenece a la clase de contaminantes emergen-
tes que impactaran el ambiente en un futuro cada vez
més cercano. Los contaminantes emergentes se definen
como aquellas sustancias presentes en fuentes de agua
que pueden causar diversos impactos ambientales o en
la salud humana (Arman et al. 2021). Fuerte oxidante
por naturaleza, el perclorato ha sido objeto de preocupa-
cién debido a su presencia, naturaleza reactiva y persis-
tencia en diversos entornos, como aguas superficiales y
subterraneas, suelos y alimentos. La exposicion al per-
clorato ocurre al ingerirlo, desde el agua o los alimentos.
En los animales superiores, la ingestién de perclorato
afecta la absorcién de yodo en la tiroides, lo que provoca
una disminucién en la sintesis de la hormona tiroidea,
un componente critico para el metabolismo, el desarro-
llo neuronal y otras funciones fisiolégicas del organis-
mo. Altera el funcionamiento del transportador de so-
dio-yoduro, impidiendo asf el transporte de yodo desde
la circulacién hacia las células foliculares tiroideas. Esto
produce una inhibicién competitiva de la captacién de
yoduro, lo que afecta a la produccién de hormona tiroi-
dea. La tiroides es el 6rgano blanco de toxicidad mas
importante para la exposicion al perclorato, que actua-
rfa como un disruptor endocrino.

En los invertebrados, la funcién de las hormonas tiroi-
deas (similares a las hormonas tiroideas de los verte-
brados) juega un papel equivalente por su relevancia,
aunque con algunas diferencias clave en la regulacién



y el mecanismo de accién. En invertebrados, las hor-
monas tiroideas desempefian un papel en el desarrollo,
la metamorfosis (en algunos casos), la regulacién del
metabolismo y otros procesos fisiol4gicos.

Distintas publicaciones han informado sobre la acu-
mulacién de perclorato en aguas superficiales, subte-
rraneas y suelo, lo que representa una amenaza para
la vegetacion y, en dltima instancia, para el ambiente.
La vegetacion absorbe perclorato debido al aumento de
su concentracién en aguas superficiales y subterraneas.
La capacidad de una planta para absorber perclorato
depende de diversos factores, como su concentracién
y las de nutrientes (nitratos y cloruros) en el agua y el
suelo, la especie, su etapa de desarrollo y sus procesos
fisiolégicos. Al penetrar en la planta, el perclorato afecta
a todas sus partes, pero se acumula principalmente en
las hojas, presentando necrosis, clorosis y quemaduras
en las puntas, que podrian deberse a la destruccién de
los cloroplastos por su accién oxidante. Esto provoca-
rfa una disminucién del rendimiento de los cultivos y
fitotoxicidad (Sahu y Kumari 2024).

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

La evaluacién del impacto téxico causado por la conta-
minacion del ambiente derivada de las actividades de
produccién y uso de propulsantes sélidos es un tema
complejo, no solo por la variedad de sustancias que
pueden estar involucradas, sino también y fundamen-
talmente, por las interacciones con variables ambienta-
les que pueden modificar drasticamente el destino y la
persistencia y, en consecuencia, la toxicidad para dife-
rentes organismos y en el ecosistema. Como se descri-
bi6 més arriba, las formulaciones de propulsantes séli-
dos més comunes en uso hoy en dia son poco estables
en el tiempo y por eso requieren de aditivos estabilizan-
tes. Desde un punto de vista toxicolégico, esto implica
no solamente la toxicidad de estos componentes si no
(y fundamentalmente) la formacién de cantidades va-
riables de otros compuestos téxicos que luego pueden
pasar al ambiente. En general estamos hablando de
sustancias que no son refractarias a la degradacién, ya
sea por vias abidticas o por transformaciones media-
das por organismos vivos. Sin embargo, esto no debe
interpretarse como una ventaja (en comparacién con
otras sustancias més persistentes), ya que algunas de
sus vias de transformacién quimica conducen a com-
puestos con una toxicidad apreciable. Esta caracteris-
tica significa que, incluso cuando la permanencia de
la estructura quimica original en un ambiente no sea
extensa, el impacto a largo plazo del contaminante en
el ambiente, ademés de su conversion a especies mas
toxicas, conduce a un escenario de riesgo ambiental
persistente y de complejidad cambiante. Ademas, al-
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gunas de estas sustancias pueden resultar muy téxicas
para organismos de suelos o sedimentos que podrian
degradar a otras, con lo cual la respuesta que puede es-
perarse en determinado escenario contaminado varie
con su historia. Es de esperar entonces que la toxici-
dad y los biomarcadores que la revelan también varien
segun el caso (Castro 2024).

En este contexto, el biomonitoreo se enfrenta a dos retos.
En primer lugar, es necesario detectar de forma especi-
fica y sensible la presencia de sustancias derivadas de la
degradacién ambiental de los propulsantes en diferentes
muestras ambientales, ya que esto determina el tipo y la
cantidad de productos que pueden formarse. En segun-
do lugar, serd necesario identificar bioindicadores y bio-
marcadores de efectos téxicos adecuados a cada situa-
cién, mediante el desarrollo de modelos biolégicos para
la evaluacién del impacto téxico in situ o, al menos, en el
laboratorio con muestras (por ejemplo, agua, suelo, sedi-
mentos) de sitios contaminados. Respecto a este punto
es importante sefialar que los modelos y protocolos para
la evaluacién del impacto tdxico deben tener como objeti-
vo ser aptos para fines regulatorios (ej. Gold Standard, ya
que de otro modo no seran reconocidos para la toma de
decisiones y para establecer valores de referencia (Bozo
et al. 2007; Quiroga Martinez 2009). En este sentido
el aporte de un laboratorio de investigacién es generar
la informacién basica (por ejemplo, identificar las es-
pecies quimicas presentes y los tejidos u érganos diana
en los organismos seleccionados o disponibles en cada
contexto). Eventualmente estos hallazgos podran esca-
larse con un propésito regulatorio (Gomez et al. 2020;
Gold Standard for the Global Goals). Por lo tanto, los
problemas para establecer los riesgos ambientales y los
objetivos de remediacién de sitios contaminados ge-
neralmente se deben al conocimiento incompleto del
destino ambiental y de los efectos de los propulsan-
tes y explosivos en los ecosistemas (Fernandez-Lopez
et al. 2022; Castro 2024). En la evaluacién de la toxi-
cidad crénica del suelo, es necesario incluir respuestas
subletales que pueden tener implicancias directas en
la supervivencia, la reproduccién y el comportamiento
de las especies y, por lo tanto, ser de importancia eco-
légica. Los efectos subletales en los organismos estarfan
relacionados con dosis mas bajas y exposiciones a lar-
g0 plazo. En este sentido, los biomarcadores bioquimi-
cos se consideran sefiales de alerta temprana de con-
secuencias ecoldgicas adicionales (Solé 2020; Dahiya
et al. 2022; Dhiman y Pant 2022).

El Laboratorio de Toxicologia Experimental del CITE-
DEF estd desarrollando la capacidad para evaluar el
impacto téxico derivado de la contaminacién ambiental
con explosivos, propulsantes y sus productos de degra-
dacién. Para ello, es importante realizar un biomonito-
reo que pueda revelar el impacto en el ecosistema y pre-
decir las posibles consecuencias para éste y la poblacién
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cercana (D’Alessandro et al. 2024). En nuestro laborato-
rio estamos desarrollando metodologfas analiticas sen-
sibles y especificas para la identificacién y cuantificacion
de estos téxicos y sus productos de transformacién a
bajas concentraciones en suelos, asi como también, es-
tudiando modelos bioldgicos para la evaluacion del im-
pacto toxico in situ o en el laboratorio con muestras pro-
venientes de sitios contaminados. En estos ensayos, se
realizan exposiciones para evaluar la toxicidad subletal y
la absorcién de explosivos o propulsantes envejecidos de
estos suelos por los organismos (plantas o invertebra-
dos). Un enfoque posible para la evaluacién de pasivos
ambientales (desde una perspectiva toxicoldgica) inclui-
ria el estudio de los efectos de los explosivos o propul-
santes y subproductos de su envejecimiento presentes
en el suelo sobre organismos diana que representan, por
ejemplo, dos niveles tréficos (por ejemplo, una especie
vegetal local o modelo y algn invertebrado del suelo).
Estos datos pueden utilizarse para definir criterios o va-
lores de referencia para la gestién ambiental y para llevar
a cabo evaluaciones de riesgos especificas. Por supuesto,
es claro que, eventualmente, estos datos seran tenidos
en cuenta con fines regulatorios o para establecer valo-
res guia, solamente si se aplicaron modelos o protocolos
Gold Standard o test de referencias o nuevos métodos
comparables a los métodos estandar. Por otra parte, los
datos con fines regulatorios o para establecer valores
guifa pueden utilizarse si son el resultado de estudios de
monitoreo periddicos que se mantienen en el sitio y en
el tiempo (Quiroga Martinez 2009; Gdémez et al. 2020;
Gold Standard for the Global Goals; Zare Jeddi et al.
2023). Algo que seguramente escapa a las posibilidades
y logistica de nuestro laboratorio, pero para lo cual espe-
ramos contribuir con informacién bésica, hasta ahora en
gran parte desconocida.

Las lombrices de tierra son organismos esenciales para
el ecosistema del suelo y se utilizan ampliamente para
monitorear los sistemas terrestres, ya que se compor-
tan como indicadores sensibles de la calidad del suelo
frente a un amplio espectro de xenobidticos. En nues-
tro laboratorio, las lombrices de tierra fueron expuestas
a explosivos para evaluar la toxicidad subletal (Castro
2024). Estos organismos se evalian mediante diversas
medidas, como la histologia, la histoquimica y las de-
terminaciones bioquimicas relacionadas con el estrés
oxidativo o el dafio genético, asf como la identificacién
y cuantificacién de las especies quimicas presentes en
sus tejidos, y también en muestras de agua y suelo. Los
experimentos ya realizados reflejan las diferencias es-
peradas entre los compuestos explosivos ensayados en
su accién téxica sobre este organismo, en relacién con
su liposolubilidad y reactividad quimica (Fuchs et al.
2023; Castro 2024; Formosa Lemoine et al. 2024).

La comprensién de los mecanismos subyacentes de la
toxicidad constituye una herramienta poderosa para re-
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conocer una intoxicacién en curso, asf como para anti-
cipar un riesgo durante el desarrollo o el uso de un pro-
ducto quimico. Los problemas que aparecen al estudiar
el mecanismo de accién téxica de una sustancia radica
en que el sitio objetivo del dafo no siempre est4 definido
0 es tnico, y que, entre las alteraciones evidentes en la
bioquimica celular, no todas tienen una relacién directa
con las consecuencias (Castro 2013; Castro 2023). En
otras palabras, la ocurrencia de fendmenos medibles en
el entorno celular no significa necesariamente que ten-
gan la misma relevancia en relacion con la lesién téxica
(Castro 2023). Comprender un proceso téxico en un
entorno donde varias especies se ven afectadas es mu-
cho mas dificil, y es entonces cuando se hace evidente la
necesidad de un biomonitoreo especifico pero exhausti-
vo para caracterizar el caso (Arenal y Sample 2015; Eck
2015; Quinn 2015; Sample y Arenal 2015; Williams
et al. 2015; Solé 2020; Dahiya et al. 2022; Dhiman y
Pant 2022). La toxicidad ambiental de las formulacio-
nes propulsantes cumple con esta premisa, ya que plan-
tea objetivos dirigidos a comprender el impacto téxico
desde diferentes enfoques, utilizando organismos centi-
nelas aceptados como indicadores de la contaminacion
del suelo 0 aguas. En primer lugar, existen medidas que
permiten localizar el dafio dentro de esos organismos y
distinguir su tipo, como la histologfa o la histoquimica
(Fuchs et al. 2023; Castro 2024; Formosa Lemoine et
al. 2024). Otras medidas buscarian revelar la relacién
entre lo observado microscépicamente y la naturaleza
de las especies quimicas derivadas de las sustancias t6-
xicas en ese ambiente. Aquf es donde entran en juego el
anélisis quimico instrumental y la bioquimica enzimati-
ca. Finalmente, cabe mencionar las pruebas en campo,
que, ademaés de relacionar la realidad con lo estudiado
en el laboratorio, permiten demostrar la relevancia de
variables que no se pueden reproducir ficilmente en un
contexto “de mesada” pero que pueden cambiar la com-
prensién del problema. La toxicologia experimental y el
biomonitoreo pueden contribuir al esclarecimiento de
estas cuestiones, y los temas analizados en este trabajo
no son la excepcién (Castro 2013; Castro 2023; Nava-
rro et al. 2023; Adomako-Bonsu et al. 2024). El impac-
to téxico ambiental presenta varias situaciones conoci-
das y bien estudiadas, donde la contaminacién puede
afectar gravemente la salud ambiental y la calidad de la
vida humana, y este caso es uno de ellos. En otras pala-
bras, con el biomonitoreo se trata de contribuir a iden-
tificar los problemas, medirlos y encontrar soluciones.
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Resumen: El paracetamol, un analgésico y antipirético de uso comun y venta libre (OTC), presenta un riesgo significativo de toxicidad en
caso de sobredosis. Los Centros de Informacién y Asesoramiento Toxicoldgico (CIAT) de Hispanoamérica y Espafia reportan numerosas
intoxicaciones anualmente. Este estudio evalda el impacto de estas intoxicaciones, considerando su accesibilidad, amplia disponibilidad,
bajo costo y diversas presentaciones y dosificaciones. Se llevé a cabo un estudio observacional descriptivo y retrospectivo sobre las in-
toxicaciones por paracetamol en 8 pafses de Hispanoamérica y Espafa. Uruguay presentd la mayor proporcién de intoxicaciones por
medicamentos en general, con un 62%. Para el paracetamol, las frecuencias mas altas se observaron en Bolivia (19%), Colombia (17%)
y Guatemala (15%). En Espana, el 31% de las intoxicaciones corresponde a medicamentos del grupo "sistema nervioso central”, siendo
el paracetamol y las benzodiazepinas los mas comunes. El estudio también compila la casuistica y los marcos regulatorios locales para
obtener evidencias que ayuden a reducir los dafios y costos asociados a estas intoxicaciones. Se destaca el preocupante problema de las
intoxicaciones por paracetamol en Hispanoamérica, exacerbado por su facil accesibilidad como medicamento de venta libre, y se propo-

nen medidas para mitigar el riesgo de exposicion.

Palabras clave: Paracetamol; CIAT; Intoxicacién; Hispanoamérica; Medicamentos de venta libre; Epidemiologfa.

Abstract: Acetaminophen, a commonly used over-the-counter (OTC) analgesic and antipyretic, poses a significant risk of toxicity in the
event of an overdose. The Poison Control Centers (CIAT) in Latin America and Spain report numerous cases of poisoning each year. This
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study assesses the impact of these poisonings, taking into account their accessibility, wide availability, low cost, various presentations,

and dosages. A descriptive and retrospective observational study was conducted on acetaminophen poisonings in eight countries in Latin

America and Spain. Uruguay reported the highest proportion of drug poisoning cases overall, at 62%. For acetaminophen, the highest fre-

quencies were observed in Bolivia (19%), Colombia (17%), and Guatemala (15%). In Spain, 31% of poisonings were attributed to medica-

tions from the "central nervous system" group, with acetaminophen and benzodiazepines being the most common. The study also compiles

case data and local regulatory frameworks to gather evidence that can help reduce the harm and costs associated with these poisonings. It

highlights the concerning issue of acetaminophen poisonings in Latin America, exacerbated by its easy accessibility as an over-the-counter

medication, and proposes measures to mitigate the risk of exposure.

Keywords: Acetaminophen; Poison Control Centers; Poisoning; Hispanic countries; Over-the-Counter-Drugs; Epidemiology.

INTRODUCCION

El paracetamol, seglin Denominacién Comun Inter-
nacional (DCI/INN), de la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS) también conocido en algunos paises
como acetaminofén (CsHoNOz2; CAS n.° 103-90-2)
es un derivado p-aminofenol ampliamente utilizado
por su actividad analgésica y antipirética, fue sinte-
tizado por primera vez en 1878 e introducido en el
mercado farmacéutico en los afios 1950 (J6zwiak-
Bebenista y Nowak 2014; McCrae et al. 2018). El pa-
racetamol que puede ser de venta libre (OTC) es uno
de los fArmacos mas utilizados; tiene un historial bas-
tante conocido de seguridad y eficacia cuando se con-
sume en dosis terapéuticas, pero pueden presentarse
efectos téxicos dependientes de la dosis (FDA 2019).
La toxicidad se atribuye a que, después de la ingesta
de grandes cantidades de paracetamol, se forma un
metabolito n-acetil-p-benzoquinona-imina (NAPQI)
responsable del agotamiento de las reservas hepaticas
de glutatién impidiendo su metabolismo y elimina-
cién (Vermeulen et al.1992; Mencfas y Mayero 2000;
Zamora et al. 2018).

Por otro lado, los datos sobre intoxicaciones por pa-
racetamol a nivel mundial presentan una situacién
diversa y compleja. La alta incidencia de estas intoxi-
caciones en varios paises resalta la gravedad de este
problema de salud ptblica. Sin embargo, la calidad y
cantidad de la informacién varfan notablemente entre
regiones (Brito et al. 1998).

Por ejemplo, Estados Unidos posee sistemas de vigi-
lancia epidemioldgica sélidos que permiten un ana-
lisis exhaustivo de los casos, mientras que en gran
parte de Hispanoamérica, la informacién disponible
es limitada y fragmentaria. Esta disparidad en la re-
copilacién de datos complica la comparacién global y
la identificacién de patrones comunes en un medica-
mento de uso general y al alcance de las personas en
nuestra regién.

En Estados Unidos, el Sistema Nacional de Datos
sobre Envenenamientos (NPDS) de la Asociacién
Estadounidense proporciona informacién detallada
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y accesible sobre casos de intoxicacién, incluyendo
aquellos por paracetamol. Esta transparencia facilita
la comprensiéon de la magnitud del problema y apoya
la implementacién de estrategias preventivas y de res-
puesta adecuadas (Mowry et al. 2016).

Sin embargo, la informacién sobre intoxicaciones por
paracetamol en Hispanoameérica es limitada. La falta
de sistemas de vigilancia epidemioldgica estandari-
zados y la escasa inversién en investigacién en salud
publica dificultan la obtencion de datos precisos y com-
parables (Diaz et al. 2021).

Ademés, la situacién se agrava con el uso de paraceta-
mol en circunstancia intencional suicida. Se han docu-
mentado numerosos casos, lo que subraya la necesidad
de abordar esta crisis desde multiples enfoques, inclu-
yendo la prevencion, la educacién y la mejora de los
sistemas de salud.

La limitada informacién disponible a nivel local y re-
gional sobre las consecuencias de las intoxicaciones
por paracetamol, especialmente dada la facilidad de
acceso, amplia distribucién, bajo costo, variedad de
presentaciones y dosificacion, exige una investigaciéon
exhaustiva. Este estudio compila y analiza tanto la ca-
sufstica como los marcos regulatorios locales, con el
objetivo de generar datos concretos que permitan di-
sefiar estrategias efectivas para mitigar los dafios y los
costos asociados a estas intoxicaciones.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizé el método de estudio observacional descrip-
tivo, longitudinal y retrospectivo de intoxicaciones por
paracetamol del periodo 2017-2021. Se procedié al
analisis del total de casos anuales de intoxicaciones por
paracetamol registrados por los Centros de Informa-
cién y Asesoramiento Toxicoldgico (CIAT) de Bolivia,
Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador, Espafia,
Guatemala, Honduras, y Uruguay.

Los casos fueron obtenidos por medio de consultas a
los CIAT por via telefénica, mensajes a través de apli-
caciones de mensajerfa electrénica para teléfonos inte-



ligentes y medios digitales o asistencia directa del pa-
ciente en puerta de emergencia. Los datos recopilados
de los casos y las solicitudes fueron almacenados en
diferentes sistemas de procesamiento de informacién.
Esta informacién se obtuvo desde los diferentes siste-
mas de registro de los CIAT que participaron en este
estudio, asf como de sus sistemas de vigilancia epide-
mioldgica locales donde los hubo y documentos oficia-
les entre otros.

Por otro lado, se llevé a cabo una revisién de la nor-
mativa legal vigente relacionada especificamente con
el paracetamol, asf como la presentacién de diversas
medidas destinadas a reducir los riesgos asociados
con su uso.
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RESULTADOS

1 Incidencia de intoxicaciones por paracetamol

El siguiente conjunto de datos muestra informacién so-
bre intoxicaciones generales y su relacién con el consumo
de medicamentos registrados por los Centros Toxicolé-
gicos de los siguientes pafses: Bolivia, Colombia, Costa
Rica, Ecuador, El Salvador, Espana, Guatemala, Hondu-
ras, y Uruguay, en el perfodo de 2017 a 2021. La Tabla 1
proporciona una vision valiosa sobre el panorama de in-
toxicaciones y su vinculacién con el consumo de medica-
mentos y principalmente por paracetamol en la mayorfa
de los pafses mencionados anteriormente excepto Hon-
duras al que se har4 referencia posteriormente.

Tabla 1. Intoxicaciones generales por medicamentos y paracetamol en algunos paises
de Hispanoamérica y Espafia en el periodo 2017-2021.

Pais Total de Intoxicaciones % de Intoxicaciones Intoxicaciones % de Intoxicaciones
Intoxicaciones por Medicamentos por Medicamentos por Paracetamol por Paracetamol
Bolivia 3830 504 13% 98 19%
Colombia 45 606 17 908 39% 3054 17%
Costa Rica 63 300 29709 47% 2075 7%
Ecuador 28 394 6 034 21% 756 13%
El Salvador 9236 1749 19% 106 6%
Espafa 339 758 173 551 51% 53 801 31%*
Guatemala 719 276 38% 41 15%
Uruguay 55 681 34 473 62% 759 2%

Fuente: Elaboracién propia. (*) el 31% corresponde a medicamentos del grupo “sistema nervioso central”, mayoritariamente con

paracetamol y benzodiazepinas.

Los datos sobre intoxicaciones generales en varios
paises de América Latina y Espafa entre 2017 y 2021
revelan tendencias significativas en el uso de medica-
mentos, especialmente el paracetamol.

Como se puede comprobar, los datos estadisticos rela-
tivos a los incidentes de intoxicacién aportados por los
CIAT, que han sido considerados en el alcance de este
estudio, han evidenciado patrones estadisticamente
notorios. Estos datos presentan implicaciones sustan-
ciales en términos de la salud publica y la seguridad de
la poblacién. En cuanto a las intoxicaciones por parace-
tamol, las cifras més elevadas se registraron en Bolivia
(19%), Colombia (17%) y Guatemala (15%). En Espa-
na, el 31% de las intoxicaciones esta relacionado con
medicamentos del grupo "sistema nervioso central”,
destacandose el paracetamol y las benzodiazepinas
como los maés frecuentes (Figura 1).
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2 Marco Regulatorio en Hispanoamérica y Espaiia
Los paises analizados en este estudio no han esta-
blecido un marco regulatorio especifico para el uso
y comercializacién del paracetamol. Esta ausencia
de regulacién puede tener importantes implicacio-
nes para la salud publica, dado que el paracetamol
es uno de los medicamentos mas utilizados en la re-
gion, tanto para el tratamiento de dolores leves como
para la fiebre.

Bolivia, Colombia, Costa Rica, Ecuador, El Salvador,
Guatemala, Honduras y Uruguay carecen de regula-
ciones especificas que limiten la disponibilidad y el
uso de paracetamol. Esto significa que, en estos pai-
ses, el paracetamol se puede adquirir sin receta médi-
ca, lo que podria contribuir al riesgo de sobredosis y a
un uso inadecuado, especialmente entre poblaciones
vulnerables como ninos y adolescentes.
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Figura 1. Intoxicaciones por paracetamol en Hispanoamérica y Espafa.

Fuente: Elaboracion propia

En contraste, Espafia ha implementado un marco re-
gulatorio que establece ciertas restricciones sobre la
venta de paracetamol. Esto incluye la necesidad de
proporcionar informacién clara sobre las dosis ade-
cuadas y los riesgos de sobredosis, lo que ayuda a pre-
venir intoxicaciones accidentales y el uso indebido del
medicamento.

2.1 Marco regulatorio de Espaiia

En Espafa existen medicamentos con paracetamol

que requieren prescripcién o receta médica y otros que

no la necesitan. Todos los medicamentos se dispensan
solo en farmacias. Desde 2017, por decisién de la Agen-
cia Espanola de Medicamentos y Productos Sanitarios

(AEMPS), los medicamentos con paracetamol para

tener la categoria de sin prescripcién médica (OTC)

(Unién Europea 2001), se establecié lo siguiente:

- Paracetamol hasta 650 mg por unidad de dosis
(comprimido o 5 ml de soluciones liquidas orales)
en combinaciones anticatarrales.

- Paracetamol 500 mg por comprimidos, en
combinacién con difenhidramina 25 mg para
el dolor nocturno.

- Paracetamol 650 mg o 1 g por comprimido como
monocomponente, sélo como analgésico-antipirético
en el “Tratamiento sintomdtico del dolor de
intensidad moderada y estados febriles, en adultos y
adolescentes mayores de 16 afios”. Con dosis
maxima de 3 g en 24 horas/dia.
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Ademés, estos podran hacer publicidad en prensa, ra-
dio, TV, cuando cumplan lo establecido en normativa
vigente (control administrativo de la informacién di-
fundida) (Unién Europea 2001).

También, la AEMPS autoriza medicamentos con pa-
racetamol que requieren prescripcién o receta mé-
dica, como monocomponente con 650 mg o 1 g de
paracetamol por comprimido, o en combinaciones
fijas con tramadol, codeina, etc. En estos casos sus
indicaciones terapéuticas son distintas: “Tratamien-
to sintomdtico del dolor de cualquier etiologia de in-
tensidad moderada como dolores postoperatorios,
dolores postparto, dolores reumdticos (artrosis o ar-
tritis reumatoide), lumbago, torticolis, cidticas, neu-
ralgias, dolores musculares, dismenorrea, cefaleas
y odontalgias. Estados febriles. Para uso en adul-
tos y adolescentes a partir de los 16 afios” (Unién
Europea 2011).

3 Medidas para reducir el riesgo asociado al uso
del paracetamol

Se distinguiran propuestas a distintos niveles. En el
ambito regulatorio, le compete a la autoridad regula-
dora nacional (ARN) de cada pafs, lo relativo a autori-
zacion de registro de medicamentos, también sobre el
tipo de dispensacién (receta, restringida, etc.) y sobre
farmacovigilancia y control del mercado. También el
propio ministerio de salud ptblica debe intervenir en lo
relativo a venta de medicamentos (en farmacias, dro-

31%




guerias, ambulante, etc.). Incluso otros organismos re-
lacionados con la Salud Publica o el Sector Salud deben
tomar parte en las medidas de prevencién y tratamien-
to de las intoxicaciones potenciales con paracetamol
(Unién Europea 2011).

A) Autoridad reguladora nacional (ARN):

A.1. Autorizacion y registro de los medicamentos que

contengan paracetamol.
1. En el registro de medicamentos se recomienda

el uso de la denominacién “paracetamol” segiin la
DCI/INN de la OMS. Incluir este nombre en la
ficha técnica, prospecto, en todo el etiquetado
(“labeling™) que se expone en los envases y en la
receta médica para asegurar que no hay doble
ingesta de paracetamol cuando en otros
medicamentos se describa como “acetaminofén”.

2. En el prospecto con la informacién para el paciente
(PIP) y la ficha técnica (FT) para los profesionales
de la salud se detallaran la composicion segtin forma
farmacéutica, la dosis para nifios y adultos, y se debe
establecer la dosis méaxima oral de 3 gramos al dia
de paracetamol en adultos y mayores de 16 afios.
Especificar la dosis téxica y en caso de intoxicacion,
el tratamiento con una descripcién de todos los
signos y sintomas y el modo de tratamiento, junto
con el nimero telefénico del centro toxicolégico
del pais (CIAT) que tenga servicio 24 horas/7 dias
para solicitar asistencia toxicolégica.

3. Los envases contendran la cantidad maxima de
6,5 g de paracetamol (p.gj., 10 comprimidos de
650 mg, 0 12 comprimidos de 500 mg, 0 6
comprimidos de 1g), excepto si son comprimidos o
sobres efervescentes. Los frascos con soluciones
liquidas deberan llevar tapones con cierre de
seguridad a prueba de nifios.

A.2. Dispensacién: se debe de distinguir la dispensa-

cién en farmacias comunitarias con prescripcion o re-

ceta médica para medicamentos con paracetamol con
cantidad de 1 g por cada unidad de dosificacién (UD)
como comprimidos, capsulas, sobres, comprimidos
efervescentes; tanto en los medicamentos con parace-
tamol solo, como en los medicamentos con combina-
ciones a dosis fijas con otros como tramadol, codeina

0 AINE. Solo se admitira su uso sin receta médica

(OTC) en medicamentos con cantidad de paracetamol

maxima de 650 mg por UD. Cada tipo de estos me-

dicamentos llevaran adjunta a la autorizacién la infor-
macién de la FT y el PIP adecuado a su dispensacién.

En estos medicamentos sin receta médica se indicaran

solo para ‘Alivio sintomdtico del dolor ocasional leve o

moderado. Estados febriles.”

A.3. Sistemas de farmacovigilancia: la ARN ser4 la

responsable de actualizar la regulacién relativa de

farmacovigilancia (FV) en 2 aspectos: en la defini-
cién de reaccién adversa a medicamentos (RAM) se
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incluira los casos de sobredosis o intoxicacién por pa-
racetamol, como de otros medicamentos, y se estable-
cera que los sistemas nacionales de farmacovigilancia
(SNFV) deben mantener colaboracién estrecha con
lared de CIAT para intercambiar informacién en am-
bos sentidos.

B) Ministerio de Salud Publica (MINSA): debe nor-
matizar y controlar que: a) no se realice venta ambu-
lante en mercadillos de medicamentos OTC ya que solo
deberan venderse en farmacias y droguerias; b) no se
vendan envases manipulados, ya abiertos, y no se ven-
dan los medicamentos al menudeo o troceados, por €.
blisteres sueltos.

C) Establecimientos sanitarios: en hospitales, cli-
nicas, centros de salud se promocionar la informa-
cién del medicamento paracetamol, en forma de fi-
chas de informacién farmacoterapéutica, con énfasis
en el manejo de las posibles intoxicaciones por sobre-
dosis y su tratamiento, en linea con lo descrito en su
FT (ver A.1.1).

D) Centros de Informacion Toxicolégica (CIAT):
se promovera el trabajo en red dentro y fuera del pafs
(p.gj., RETOXLAC) para intercambiar informacién,
que favorezca el trabajo de proteccién de la Salud Pu-
blica principalmente estableciendo protocolos de trata-
miento en las intoxicaciones agudas. Para ello, se di-
fundira el servicio de CIAT y los nimeros de teléfono
24 horas/7 dias en las FT y PIP, asf como en toda la
cadena: laboratorios titulares, almacenes, farmacias,
hospitales; se elaboraran protocolos de atencién clini-
ca de intoxicados, en colaboracién con departamentos
universitarios para su aplicacién en unidades de toxi-
cologia clinica.

E) Colaboracion entre instituciones: es funda-
mental el trabajo en red en colaboracién de las di-
versas instituciones. Las ARNs estableceran apoyo
y colaboracién con las redes de CIAT para: a) estable-
cer protocolos unicos de tratamiento de casos de in-
toxicacion, que seran actualizados y difundidos a to-
das las instituciones que los requieran; b) almacenar,
mediante bases de datos, la informacién armonizada
que se recolecta en cada caso para su agil intercambio
y estudio entre CIAT, las ARNs y el MINSA; c¢) auto-
rizar el registro y aseguramiento del suministro, del
antidoto necesario (N-Acetilcisteina 200 mg/ml para
perfusién) para el tratamiento de las intoxicaciones
agudas; d) ofrecer a los CIAT la informacién farma-
coterapéutica de los registros de los medicamentos, y
otros productos de los que tengan datos, asi como de
datos de farmacovigilancia, para el adecuado mane-
jo de las intoxicaciones agudas. Adicionalmente, los
CIAT estableceran redes dentro del pafs, y colabora-
ran con organismos internacionales como OPS-OMS
y otras ARN’, mediante intercambio mutuo de infor-
macion relativa.
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DISCUSION

La situacion de las intoxicaciones por paracetamol en di-
ferentes regiones del mundo es alarmante, evidenciando
la gravedad de este problema de salud publica. Alo largo
del tiempo, se ha observado un aumento en los casos de
intoxicacién, tanto intencionados como accidentales, 1o
que plantea un serio desafio para los sistemas de salud a
nivel global. Esta situacién, detallada en la Tabla 1, su-
braya la imperiosa necesidad de desarrollar y poner en
préctica estrategias efectivas de prevencién y atencién.
El andlisis de datos recopilados en diversos estudios re-
vela tendencias preocupantes y casos tragicos que des-
tacan la vulnerabilidad de ciertos grupos, especialmente
en la poblacién pediatrica. Asfi, se hace evidente que una
intervencién adecuada y oportuna es crucial para miti-
gar los riesgos asociados con el uso indebido de parace-
tamol y garantizar la seguridad de los pacientes.

En Australia, se han registrado 95 668 admisiones
por intoxicaciones con paracetamol entre 2007-2008
y 2016-2017 (Cairns et al. 2019). A pesar de contar
con un sistema de salud robusto, estos niimeros ponen
de manifiesto la frecuencia de este tipo de incidentes.
En Brasil, la situacién es aun mas alarmante, con 492
muertes y mas de 17 000 casos de intoxicacién entre
1999 y 2020 (Okuyama et al. 2022). La estadistica de
que los medicamentos constituyen entre el 44,3% y
47,1% de las intoxicaciones notificadas subraya la ne-
cesidad de mejorar la vigilancia y regulacién sobre su
uso (Magalhaes y Caldas 2019).

En Canad, entre 1995 y 2004, se registraron 1 680
admisiones por sobredosis de paracetamol (Myers et
al. 2007). Un caso particularmente preocupante in-
cluy6 un neonato de 22 dias que requiri6 atencién de
emergencia por una sobredosis aguda (Ogilvie et al.
2012), lo que indica la vulnerabilidad de ciertos grupos
ante los efectos adversos del medicamento.

Recientes datos revelan que, de 27 123 casos de in-
toxicacion, el 13,7% (3 721 casos) se relacionaron con
acetaminofén (Kaur et al. 2020), lo que enfatiza la ne-
cesidad de educacion sobre su uso seguro.

En Chile, se registraron 12 975 casos de intoxicacién
entre 2016y 2020, de los cuales 662 estuvieron relacio-
nados con paracetamol (Schulz-Banares et al. 2023).
Adicionalmente, el Centro de Informacién Toxicoldgi-
ca (CITUC) registr6 959 consultas por intoxicaciones
agudas en 2009 (Bravo et al. 2012).

La problemética de las intoxicaciones por paracetamol
en Estados Unidos es alarmante y ha evolucionado a lo
largo de las décadas, evidenciando la gravedad del uso
indebido de este medicamento comtnmente recetado.
Se reporté el caso de una nifa epiléptica de 13 afos
que sufri6 una sobredosis de paracetamol y fenobarbi-
tal, desarrollando encefalopatia hepética y falleciendo
ocho dias después (Wilson et al. 1978).
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En 1984, se examind y traté a 417 nifos pequefios que
habian ingerido una cantidad potencialmente grave
de paracetamol (Rumack 1984). Posteriormente, en
1988, se notificaron 11 195 casos de presunta sobredo-
sis de paracetamol (Smilkstein et al. 1988). En un es-
tudio realizado en 2000, se identificaron 322 pacientes
intoxicados con acetaminofén, de los cuales 208 eran
nifias y 114 nifios, cuyas edades oscilaban entre 1 y 17
afios (Alander et al. 2000).

Para el 2003, la Asociacién Americana de Centros de
Control de Intoxicaciones reporté aproximadamente
127 000 intoxicaciones por acetaminofén, de las cua-
les 38 989 ocurrieron en nifios menores de seis afios
(Watson et al. 2004). Esto subraya una preocupacion
continua por la vulnerabilidad de la poblacién pediatri-
ca. Ademas, se estimé que hubo 78 414 visitas anuales
a urgencias por sobredosis no relacionadas con el abu-
so de productos que contenian paracetamol (Budnitz et
al. 2011), lo cual impone una carga considerable sobre
los servicios de salud.

Entre los afios 2006 y 2010, de 625,2 millones de visi-
tas a urgencias, 411 811 fueron por toxicidad relacio-
nada con acetaminofén (Altyar et al. 2015). En 2016,
se registraron 49 450 casos de intoxicacién en adultos
y 35 489 en pediatricos, junto con 22 180 casos de in-
toxicacién en combinacién con otros farmacos, resul-
tando en 110 muertes atribuibles a este medicamento
(Mowry et al. 2016). Recientemente, Long et al. (2022)
identificaron a 140 pacientes hospitalizados por toxici-
dad de acetaminofén, lo que refuerza la necesidad de
atencién médica continua y la implementacién de me-
didas de prevencién.

Por otra parte, Groenlandia y Suiza también reflejan
preocupaciones similares, con 74 casos de suicidio por
medicamentos en Groenlandia, de los cuales 43 in-
volucraron paracetamol (Bloch et al. 2013), y 15 790
llamadas sobre intoxicaciones en Suiza (Martinez-De
La Torre et al. 2020). Esto sugiere que, independiente-
mente de la regién, las intoxicaciones por paracetamol,
especialmente con intenciones suicidas, son un proble-
ma critico que necesita atencién urgente.

En Bolivia, el Centro de Informacién y Asesoramien-
to Toxicolégico (CIATOX), ubicado en el Hospital Ja-
ponés en Santa Cruz de la Sierra, report6 un total de
3 830 intoxicaciones. De estas, el 13% fueron atribui-
bles a medicamentos, y dentro de ese grupo, el 19%
correspondié especificamente al paracetamol. Aunque
la notificacién de casos no es obligatoria, los datos des-
tacan una preocupacién significativa por las intoxica-
ciones relacionadas con el paracetamol.

En Colombia, las intoxicaciones por medicamentos re-
presentan un problema de salud publica significativo,
evidenciado por datos recientes que revelan una ten-
dencia preocupante. Estudios han identificado casos
de ingesta téxica relacionada con comportamientos



suicidas, con 64 casos reportados (Charria et al. 2022;
Vésquez et al. 2023). Adicionalmente, entre 2008 y
2020, se registraron 99 361 casos de intoxicacién por
medicamentos (Diaz et al. 2021). Entre 2017 y 2021,
el Centro de Informacién de Seguridad sobre Produc-
tos Quimicos (CISPROQUIM) documenté un total
de 45 606 incidentes de intoxicacién. Al analizar es-
tos datos, el 39% involucré medicamentos. Dentro de
este grupo, el paracetamol destacé como el principal
agente téxico, siendo responsable del 17% de todas las
intoxicaciones registradas.

El Centro Nacional de Intoxicaciones (CNCI) en Costa
Rica, atendié 63 300 intoxicaciones, con un 47% vincu-
ladas a medicamentos. Sin embargo, solo un 7% de és-
tas se relacionaron especificamente con el paracetamol.
En Ecuador, el uso indebido de medicamentos plantea
un reto importante para la salud ptblica. Datos recien-
tes del Centro de Informacién y Asesoramiento Toxi-
coldgico (CIATOX), correspondientes al periodo 2017-
2021, revelan un total de 28 394 casos registrados
(CIATOX 2023). De estos, un 21% se atribuyen a me-
dicamentos, y un 13% especificamente al paracetamol.
Esta tendencia, que se mantiene consistente con infor-
mes anteriores como el de Brito et al. (1998), subraya
la necesidad de fortalecer y desarrollar estrategias de
prevencién y manejo mas efectivas para abordar este
problema de salud publica en el pafs.

El Centro de Informacién y Asesorfa Toxicoldgica
(CIATOX) en El Salvador reportaron 9 236 intoxica-
ciones, de las cuales el 19% fueron atribuibles a me-
dicamentos. Sin embargo, solo un 6% correspondié
especificamente al paracetamol.

Por otro lado, el Instituto Nacional de Toxicologia y
Ciencias Forenses (INTCF) de Espafa registré un to-
tal alarmante de 339 758 intoxicaciones, de las cuales
un considerable 51% estuvo relacionado con medica-
mentos. Entre éstos, el paracetamol fue responsable
del 31% de los casos, junto con las benzodiazepinas
(INTCF 2023).

Ademés, el Centro de Informacién y Asesoria Toxi-
colégica (CIAT) en Guatemala ha documentado 719
intoxicaciones, de las cuales el 38% fueron debidas a
medicamentos, y el paracetamol represento el 15%.
En Honduras, la Secretarfa de Salud (SESAL) report6
9 883 casos de intoxicacién por diversas sustancias entre
2014y 2019. De estos, un 11,7% se atribuyeron a medi-
camentos. Sin embargo, la falta de un registro detallado
impide conocer el porcentaje especifico de intoxicacio-
nes por paracetamol. Reconociendo esta limitacién, la
SESAL esta implementando un sistema de registro in-
novador para fortalecer la vigilancia epidemiolégica y de-
sarrollar estrategias efectivas de prevencién (Cruz 2024).
En Uruguay, tanto los estudios recientes como los da-
tos del Centro de Informacion y Asesoramiento Toxi-
colégico (CIAT) del Hospital de Clinicas de la Universi-
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dad de la Republica, convergen en sefialar la relevancia
de las intoxicaciones por medicamentos como un pro-
blema de salud publica significativo. Estudios recientes
(Herrera et al. 2023; Mena et al. 2024) revelan una
preocupante tendencia de intoxicaciones por paraceta-
mol entre adolescentes, con un alto porcentaje de casos
intencionales y una clara asociacién con intentos de
suicidio, lo que subraya la necesidad de intervenciones
de salud mental dirigidas a este grupo vulnerable. De
manera similar, los datos del CIAT reportan un total de
55 681 intoxicaciones, de las cuales el 62% fueron por
medicamentos, lo que confirma la alta prevalencia de
intoxicaciones por medicamentos en el pais.

El panorama global de las intoxicaciones por parace-
tamol, evidenciado por datos de diversos paises y re-
giones como se aprecia en la Tabla 2, revela una pro-
blemética de salud ptblica alarmante y multifacética.
Desde Australia hasta Uruguay, los informes subrayan
la frecuencia y gravedad de estos incidentes, afectando
a todas las edades, pero con un impacto devastador en
nifos y adolescentes. La variabilidad en la incidencia
entre paises, especialmente en Hispanoamérica, resalta
la necesidad de estrategias adaptadas a cada contexto.
Los casos presentados, desde admisiones masivas has-
ta muertes trégicas, ilustran la facilidad con la que un
medicamento comtn puede convertirse en un agente
letal. La alta proporcién de intoxicaciones por medica-
mentos en Espafia y la frecuencia de intentos de suici-
dio en Groenlandia y Uruguay, donde el paracetamol
juega un papel preponderante, son llamadas de aten-
cién ineludibles.

Es imperativo que los sistemas de salud a nivel global
implementen medidas de prevenciéon robustas, in-
cluyendo educacién sobre el uso seguro del paraceta-
mol, regulacién de su venta y mejora en la atencién de
emergencias toxicoldgicas. La vulnerabilidad de nifios
y adolescentes exige intervenciones focalizadas.

Este estudio, enfocado en Hispanoamérica, evidencia
la problemaética de las intoxicaciones por paracetamol,
resaltando la necesidad de mayor regulacién debido a
su amplia disponibilidad y bajo costo. Los datos de los
centros toxicoldgicos, pilares en la vigilancia y respuesta
ante estas intoxicaciones medicamentosas, revelan una
prevalencia preocupante en la regién. Por otra parte,
Espafia se presenta como un ejemplo a seguir, ya que
ha implementado medidas significativas para abordar
este desaffo. Desde 1987, es obligatorio que todos los
medicamentos incluyan en sus prospectos el nimero de
teléfono del Servicio de Informacion Toxicolégica (SIT),
en el apartado relacionado con sobredosis o ingestién
accidental y su tratamiento. Este enfoque proactivo de-
muestra el compromiso de Espafia con la educacion y
prevencion, lo que resulta fundamental para proteger a
la poblacion, especialmente a los mas vulnerables.

La ausencia de una normativa de notificacién obliga-
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Tabla 2. Intoxicaciones por paracetamol.

Pais Reporte Fuente
Australia El Instituto Australiano de Salud y Bienestar reportd 95 668 admisiones por intoxicacion por paracetamol (Cairns et al. 2019)
entre 2007-08 y 2016-17.
Brasil Entre 1999 y 2020, registraron 492 muertes, 5 666 ingresos hospitalarios y 17 031 casos de intoxicacion (Okuyama et al. 2022)
por paracetamol.
) Se notificaron 3 622 casos de intoxicacion al Centro de Informacion Toxicoldgica-DF y 5 702 al Sistema de .
Brasil Informacién de Enfermedades de Notificacién-DF. Los farmacos fueron el principal agente, representando el (Magalhées y Caldas 2019)
44,3-47 1% de los casos, siendo clonazepam y paracetamol los mas comunes.
Canada Entre 1995y 2004, se registraron 1 680 admisiones por sobredosis de paracetamol. (Myers et al. 2007)
Canada Un neonato masculino de 22 dias fue derivado a emergencias tras una sobredosis aguda de paracetamol en (Ogilvie et al. 2012)
un hospital comunitario.
Canadé Se repqrtargn 27 123 casos de intoxicacion, de los cuales 3 721 (13,7%) estaban relacionados con el (Kaur et al. 2020)
acetaminofén.
Chile Entre 2016 y 2020, se identificaron 12 975 intoxicaciones, de las cuales 662 fueron por paracetamol. (Schulz-Banares et al. 2023)
Chile En 2009, el Centro de Informacion Toxicologica y de Medicamentos, recibidé 959 consultas por ingestion (Bravo et al. 2012)
aguda de paracetamol.
Colombia 63 individuos ingirieron dosis téxicas de acetaminofén como parte de un comportamiento suicida. (Vasquez et al. 2023)
Colombia Entre 2008 y 2020 se reportaron 348 302 casos de intoxicacion por sustancias quimicas, de los cuales (Diaz Herrera et al. 2021)
99 631 estaban relacionados con medicamentos.
Colombia Paciente femenina de 28 afios, referida desde Florida (Valle del Cauca, Colombia), con diagndstico de intento (Charria et al. 2022)
suicida por intoxicacion con paracetamol.
Ecuador La intoxicacion por medicamentos fue la principal causa, con 211 casos. Las sustancias mas comunes en (Brito et al. 1998)

estas intoxicaciones fueron las benzodiazepinas, el acetaminofén y la aspirina.

Estados Unidos

Se registraron 49 450 casos de intoxicacion por acetaminofén en adultos, 35 489 en pediatricos y 22 180 en
combinacion con otros farmacos. Hubo 110 muertes por intoxicacion con paracetamol, solo o combinado.

(Mowry et al. 2016)

Estados Unidos

En el afio 2003, en Estados Unidos las estadisticas reportadas por la Asociacion Americana de Centros de
Control de Intoxicaciones presentan una cifra de aproximadamente 127 000 intoxicaciones por acetaminofén
0 productos que lo contienen, de las cuales 38 989 ocurrieron en nifios menores de seis afos.

(Watson et al. 2004)

Estados Unidos

Se estima que hubo 78 414 visitas anuales a urgencias por sobredosis no relacionadas con el abuso de
productos que contenian paracetamol.

(Budnitz et al. 2011)

Estados Unidos

De 625,2 millones de visitas a urgencias en EE. UU. entre 2006 y 2010, 411 811 fueron por toxicidad rela-
cionada con acetaminofén.

(Altyar et al. 2015)

Estados Unidos

Se notificaron 11 195 casos de presunta sobredosis de paracetamol.

(Smilkstein et al. 1988)

Estados Unidos

Se examino y tratd a 417 nifios pequefios que habian ingerido una cantidad potencialmaente grave de
paracetamol.

(Rumack 1984)

Estados Unidos

322 pacientes (208 nifias y 114 nifios, de 1 a 17 afios) intoxicados con acetaminofén.

(Alander et al. 2000)

Estados Unidos

Nifia epiléptica de 13 afios con sobredosis de paracetamol (Tylenol) y fenobarbital. Se desarrolld
encefalopatia hepatica y la paciente muri6 ocho dias después.

(Wilson et al. 1978)

Estados Unidos

Se identificaron 140 pacientes hospitalizados por toxicidad de acetaminofén.

(Long et al. 2022)

Groenlandia Se incluyeron 74 casos de intentos de suicidio con medicamentos (60 mujeres y 14 hombres), de los cuales (Bloch et al. 2013)
43 utilizaron paracetamol solo 0 en combinacion con otros farmacos.
Suiza Este estudio transversal utilizo un andlisis cuasiexperimental de series de tiempo interrumpido de 15 790 (Martinez-De La Torre

llamadas por intoxicacion relacionadas con el paracetamol. et al. 2020)

Uruguay 10 adolescentes ingresaron por intoxicacion aguda por paracetamol solo o en combinacion con otros medi- (Mena et al. 2024)
camentos como prednisona, desloratadina, loratadina, alprazolam y sertralina.

Uruguay En el afio 2020 so_s registraron_ 1 8_44 consultas por intoxicaciones e_n ado!gsceqtgs entre 12 y 19 afios; 23 (Herrera et al. 2023)
casos correspondieron a intoxicaciones por paracetamol, todas con intencion suicida.
En el 2021 el Centro de Informacion y Asesoramiento Toxicoldgico (CIAT) registrd 226 llamadas por sospecha )

Uruguay de intoxicacion con paracetamol, el principal motivo de intoxicacion fue el suicida, principalmente en (Basino et al. 2023)

mujeres jovenes, afectando mayormente a los adolescentes.
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toria y la heterogeneidad de las regulaciones dificultan
la implementacién de estrategias efectivas. Se propo-
ne fortalecer la vigilancia epidemiolégica y establecer
estdndares regionales para garantizar la seguridad del
paciente, incluyendo la regulacién de la venta, la publi-
cidad y la informacion en los envases.

Es fundamental implementar estrategias integrales
que incluyan campafias educativas, un fortalecimien-
to de la vigilancia. El objetivo es abordar de manera
efectiva la carga asociada a esta problematica de salud
publica, promoviendo un enfoque que no solo informe
y eduque a la poblacién, sino que también optimice la
supervision. De este modo, se busca mitigar los riesgos
y mejorar la salud de la comunidad en su conjunto.

CONCLUSION

El estudio pone de manifiesto un grave problema de
salud publica en Hispanoamérica: el riesgo de intoxi-
cacion por paracetamol, exacerbado por la limitada in-
formacién disponible a nivel regional y local sobre este
medicamento. Los datos recopilados por los Centros
de Informacién y Asesoramiento Toxicoldgico (CIAT)
revelan un nimero alarmante de casos, lo que subraya
la necesidad urgente de implementar medidas preven-
tivas para proteger a la poblacién.

La fAcil accesibilidad a este medicamento, que a me-
nudo es percibido como seguro debido a su bajo costo,
amplia distribucién y variedad de presentaciones, ha
contribuido de manera significativamente al incremen-
to de las intoxicaciones, especialmente entre los grupos
maés vulnerables. Por lo tanto, es fundamental llevar a
cabo campanas educativas que informen a la ciudada-
nia sobre el uso seguro del paracetamol y los riesgos
asociados a su ingesta inadecuada.

Ademés, el impacto de estas intoxicaciones hace evi-
dente la necesidad de fortalecer la notificacién obliga-
toria a los CIAT mediante sistemas de farmacovigilan-
cia y toxicovigilancia mas robustos y estandarizados.
Si bien Bolivia (19%), Colombia (17%) y Guatemala
(15%) son quienes reportan el mayor nimero de casos,
todos los paises participantes han registrado inciden-
cias, lo que demuestra la urgente necesidad de revisar
y optimizar los marcos regulatorios para abordar esta
problemaética de salud pdblica de manera efectiva.
Ademas, el estudio ha identificado la ausencia de
marcos regulatorios especificos para el uso y comer-
cializacién de paracetamol en muchos paises de His-
panoamérica. En contraste, Espafia ha implementado
un marco regulatorio que establece ciertas restricciones
sobre la venta de este medicamento. Esta falta de regu-
lacién en otros pafses pone de manifiesto una debilidad
en sus sistemas de salud, ya que la ausencia de nor-
mativa obligatoria dificulta la adopcién de estrategias
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efectivas para prevenir intoxicaciones y salvaguardar la
salud de la poblacién.
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completa revisién de un tema importante y/o de gran
interés actual en los diferentes campos de la toxicolo-
gla.

Los articulos de divulgacion y articulos es-
peciales son comentarios de diversos temas de interés
toxicolégico.

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

Las Imagenes en Toxicologia pueden corres-
ponder a imdagenes relacionadas con la toxicologia,
desde lo artistico a los aspectos bioldgicos: plantas t6-
xicas, hongos téxicos, animales venenosos, animales
ponzofiosos, floraciones algales, quimicos, alteracio-
nes ambientales, casos clinicos, diagndstico por ima-
genes (radiografia, electrocardiogramas, ecografias,
angiograffa, tomograffa, resonancia magnética, mi-
croscopia 6ptica o electrénica, etc.).

El objetivo de la Seccién Imégenes en Toxicologia es la
publicacién de imagenes originales

(1-2 figuras de alta calidad) o clasicas interesantes o
hallazgos inusuales que faciliten el diagndstico clinico,
de laboratorio o eco-epidemioldgico de causas con ori-
gen toxicolégico.

Las imégenes pueden no ser excepcionales, pero si
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ilustrativas.

El titulo debe ser corto y descriptivo. Si la imagen es una
imagen clinica, el texto deberfa ser una descripcion de la
presentacién del paciente seguida por puntos relevantes
explicativos y el diagnéstico final. Las imégenes deberfan
incluir una leyenda descriptiva. Si la imagen correspon-
de a otros puntos de la toxicologia, se debe incluir una
breve descripcion del contexto de la misma en el texto.
Por favor, utilice flechas o signos para identificar los
puntos de interés en la imagen. En los casos clinicos
remueva cualquier informacion de identificacion del
paciente.

El maximo de palabras recomendado es: resumen 200,
texto 1000 y no mas de 12 referencias.

Se aceptara un maximo de 3 autores por imagen.

En caso que la imagen no sea original, debe acom-
panarse de la autorizacién del propietario o de quien
posea los derechos de la misma, lo que debe estar indi-
cado en la nota que se presente al Comité Editorial de
Acta Toxicologica Argentina.

Los resimenes de tesis: son restimenes 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 publicacién 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 Publica 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 resimenes, referencias y tablas)
con un tamafio minimo de letra Arial en 12 puntos. Las
paginas deberan 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, deberé tener un resumen en espafol.
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Las palabras clave iniciaran con mayuscula 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
reproduccién 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 nimeros 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 “etal.”:

... (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:

133

Acta Toxicol. Argent. (2024) 32(1): 124-141

[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




Acta Toxicol. Argent. (2024) 32(3): 124-141

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. Numero 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 eletronico ou
enciclopédia.
Cite como faria com um artigo de livro Eletronico

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://
documents/filelibra:

WWW.SWCS.OT BevondTliteraturere-

view.pdf



