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ABSTRACT

Prednisone is a drug of the glucocorticoid class and is usually used for its anti-inflammatory

and immunosuppressive effects. The World Anti-Doping Agency (WADA) is an organization

created to protect athletes and promote fair sport. WADA considers glucocorticoids, such as

prednisone, prohibited substances only during the competitive period, being present in section

9 of the current version of the list of prohibited substances, established and published by the

World Anti-Doping Agency. As keywords for the research, the terms “prednisone” AND

“doping” were used in the PubMed, Scopus and CAPES databases. The selected studies have

a publication date after the year 2000 to the present year. The review will attempt to compile

different analytical methods for the quantification of prednisone and its metabolites in

biological samples. In the study, five different methods were identified for the quantification

of prednisone, namely HPLC-MS, HPLC-MS/MS, UHPLC-MS/MS, HPLC-UV and

HPLC-IS-MS. All methods presented acceptable LOD and LOQ values ​​within the range of

300 ng/mL established by WADA, but the one that presented greater sensitivity and precision

for quantification was HPLC-MS/MS.



RESUMO

A prednisona é um fármaco da classe dos glicocorticoides, sendo usualmente utilizado por

seus efeitos anti-inflamatórios e imunossupressores. A Agência Mundial Antidoping (WADA)

é uma organização criada com o objetivo de proteger os atletas e promover um esporte justo.

A WADA considera glicocorticoides, tal como a prednisona, substâncias proibidas apenas

durante o período competitivo, estando presentes na seção 9 da versão vigente da lista de

substâncias proibidas, estabelecida e publicada pela agência mundial antidoping. Como

palavras-chave para a pesquisa foram utilizados os termos “prednisone” AND “doping”, nas

bases de dados PubMed, Scopus e CAPES. Os estudos selecionados possuem data de

publicação posterior ao ano de 2000 até o presente ano. A revisão tratará de compilar

diferentes métodos analíticos para a quantificação de prednisona e seus metabólitos em

amostras biológicas. No estudo, foram identificados cinco métodos distintos para a

quantificação de prednisona, sendo eles o HPLC-MS, HPLC-MS/MS, UHPLC-MS/MS,

HPLC-UV e HPLC-IS-MS. Todos os métodos apresentaram valores de LOD e LOQ

aceitáveis dentro da faixa de 300 ng/mL estabelecida pela WADA, porém o que apresentou

maior sensibilidade e precisão para a quantificação foi o HPLC-MS/MS.



1. INTRODUÇÃO

A prednisona é um pró-fármaco glicocorticoide derivado da cortisona, um hormônio

esteróide secretado pelo córtex adrenal controlado pelo hipotálamo , responsável por efeitos1

metabólicos, como hiperglicemia, estímulo da gliconeogênese no fígado e metabolização de

ácidos graxos e aminoácidos . O seu mecanismo de ação se dá, de modo inicial, por sua2

bioativação à prednisolona, no fígado, pelo citocromo P450 - CYP3A4 (Figura 1). O5

fármaco ativo se liga a receptores glicocorticoides que estão localizados na membrana de

células alvo, como linfócitos T, macrófagos, neutrófilos e eosinófilos, gerando como resultado

a supressão no sistema imune e diminuição da inflamação .6

O fármaco é usualmente utilizado por seus efeitos anti-inflamatórios e

imunossupressores, sendo indicado para condições alérgicas, distúrbios respiratórios,

dermatológicos, endócrinos, entre outros ³. Ele é encontrado comercialmente na forma de

comprimidos para administração pela via oral e em doses de 5 mg e 20 mg .4

A Agência Mundial Antidoping (World Anti-Doping Agency - WADA) é uma

organização independente criada por uma iniciativa coletiva liderada pelo Comitê Olímpico

Internacional, sendo fundada em 1999 com o objetivo de proteger os atletas, promover os

valores de um esporte limpo e preservar o espírito esportivo de modo internacional.

Atualmente a WADA possui ramificações em diversas áreas além do monitoramento e

implantação do Código Mundial Antidoping, tais como pesquisas científicas e sociais,

educação e treinamento e inteligência e investigações .Desde 2004, a WADA considera7

corticóides, como a prednisona, substâncias proibidas apenas durante o período competitivo e

quando administradas pelas vias sistêmicas (oral, intravenosa, intramuscular ou retal), estando

presentes na seção 9 da versão vigente da lista de substâncias proibidas, estabelecida e

publicada pela agência mundial antidoping. .8

O motivo de sua proibição se dá principalmente pelo fato que, quando utilizado em

curto prazo, podem causar o alívio de dores e o melhoramento do tempo de exaustão e força

máxima, possivelmente resultando da aceleração da lipólise, cetogênese e proteólise, o que

pode acarretar em uma vantagem competitiva .10, 12, 20

Conforme os padrões estabelecidos pela WADA, a prednisona possui um nível de

quantificação mínimo de 300 ng/mL, sendo que, quando esse valor é atingido ou superado em

amostras, “descobertas analíticas adversas” são reportadas pelos laboratórios responsáveis .11



Diante do exposto, o objetivo inicial deste estudo foi comparar os diferentes métodos

de avaliação e quantificação das concentrações de prednisona e seus metabólitos em amostras

biológicas, seguindo os valores impostos pela WADA.



2. METODOLOGIA

O presente estudo trata de uma revisão da literatura científica em que foram utilizadas

as bases de dados PubMed, Scopus (Elsevier) e Portal de Periódicos CAPES. Como estratégia

de pesquisa, foram empregadas as palavras “prednisone” AND “doping”, e como filtro, foram

considerados aqueles com data de publicação posterior ao ano de 2000 até o presente ano.

Como critério de elegibilidade foram inseridos estudos que se tratassem sobre os

métodos de detecção de prednisona em humanos correlacionadas aos limites considerados

doping, impostos pela WADA. Posteriormente foram incluídos artigos retirados das

referências de um artigo pré-selecionado, em que outros métodos de quantificação da

prednisona foram expostos .Os artigos excluídos fugiam do tema proposto em algum aspecto,

como os testes serem realizados em amostras animais e o método de quantificação ser

utilizado em outros glicocorticóides que não fossem o de interesse ao estudo.

A pesquisa teve como resultado final 342 artigos, sendo que desses, 13 foram

selecionados para a revisão, pois atendiam seu objetivo. Primeiramente, os artigos duplicados

entre as bases de dados foram excluídos manualmente com base no título dos mesmos. A

leitura do resumo e, posteriormente, do artigo completo, foram as últimas etapas de

elegibilidade aplicadas, como demonstrado no flowchart (Figura 2).



3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

A cromatografia líquida (LC) de alta e ultra eficiência é o método atual mais utilizado

para a quantificação de diversos glicocorticoides, como a prednisona, a prednisolona e a

betametasona. O método, assim como outras cromatografias, utiliza uma fase estacionária e

uma fase móvel, sendo nesse caso, um sólido e um líquido, respectivamente. Como observado

na Tabela 1, todos os artigos utilizaram a cromatografia líquida como base para a

quantificação de prednisona, sendo suas diferenças identificadas na eficiência do método e

tipo de detector, na coluna cromatográfica, temperatura e eluente empregados e na amostra

utilizada.

A Tabela 1 expõe os 13 artigos encontrados sobre a quantificação de prednisona, cujas

amostras foram urina, urina seca, sangue e cabelo. Com relação às colunas utilizadas, a

maioria optou pela C18, com apenas 2 exceções, que utilizaram a coluna monolítica e de

fenil, sendo seus eluentes, em sua maioria, água ( ), acetonitrila (ACN) e ácido fórmico (𝐻
2
𝑂

). O tempo de análise apresentou variação entre 4,1 a 40 minutos, enquanto que o𝐶𝐻
2
𝑂

2

tempo de retenção, apresentou de 3,47 a 13,3 minutos. Exibiu faixa de temperatura e

quociente de vazão de 25 a 45°C e 140 μL/min a 700 μL/min, respectivamente. Com relação

ao valores referentes ao limite de detecção (LOD) e limite de quantificação (LOQ), a variação

foi de 0,1 ng/mL até 15 ng/mL para as amostras líquidas e 15 pg/mg até 30 pg/mg para as

amostras sólidas. Como via de administração, foram utilizadas a oral, tópica e oftalmológica.

Essa dominância do método pode ser justificada pois, quando comparada a outros

métodos cromatográficos disponíveis, a cromatografia líquida possui um tempo de análise das

amostras menor, graças a utilização de bombas, o que a torna também mais eficiente. Como

grande parte de seu sistema de funcionamento é automatizado, garante uma boa

reprodutibilidade entre as amostras, acarretando em sensibilidade e precisão adequadas para a

identificação e quantificação de diversos analitos. Entretanto, devido a diversos fatores, como

a necessidade de equipamento especializado e solventes com elevado grau de pureza, o

método pode se tornar custoso 21

De maneira geral, foram identificados cinco métodos distintos para a quantificação de

prednisona, sendo eles a cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de

massa (HPLC-MS), a cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de

massa em tandem (HPLC-MS/MS), a cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à

espectrometria de massa em tandem (UHPLC-MS/MS), a cromatografia líquida de alta



eficiência acoplada a detector de ultravioleta (HPLC-UV) e a cromatografia líquida de alta

eficiência acoplada à espectrometria de massa em ionspray (HPLC-IS-MS).

O método HPLC-UV detectou a prednisolona em urina adulterada de voluntários

sadios. Conforme Abro, K et al. (2011), seu diferencial foi a utilização de colunas

monolíticas, que conferem propriedades favoráveis de alta eficiência, como separação e

cinética de transferência de massas rápidas e alta capacidade de ligação, característica que

puderam ser observadas ao observar seu tempo de análise baixo (7 minutos) com um limite de

detecção baixo (1,1 ng/mL) .29

O método de HPLC-MS/MS foi o que apresentou maior predominância entre os

artigos, utilizando diversos tipos de amostras como urina, cabelo, sangue e urina seca para a

detecção do analito. Outra característica desse grupo foi o maior número de analitos

relacionados com a prednisona que foram quantificados, cujo espectro foi desde a prednisona

, até a adição de prednisolona e 6α-metilprednisolona , assim como da adição27 24,28,31 23

de metilprednisolona e da 6 -hidroxiprednisolona, 20 -dihidropredinisona, 2030,32 β α/β α/β

-dihidropredinisolona e outros epímeros Ao observar a Tabela 1 é possível destacar que,25.

apesar dos tipos distintos de amostra, tanto as colunas quanto os eluentes se mostraram

semelhantes entre si, com exceção do trabalho realizado por Ionita, I. A., et al. (2009), em que

foi utilizado uma coluna do tipo fenil, que possui como vantagens a possibilidade de usar

solventes 100% aquosos e proporciona a interação com analitos alcalinos, como é o caso da

prednisona .3

O trabalho de Mazzarino M., et al. (2019), utilizou o método de HPLC-MS para a

detecção de prednisona, prednisolona, 20 -dihidropredinisona, 20 -dihidropredinisolonaα/β α/β

em urina. O objetivo do trabalho em questão era observar o perfil da excreção urinária após a

administração do fármaco por diferentes rotas, nesse caso sendo a oral, intranasal e oftálmica

. Como citado anteriormente, apenas algumas vias de administração são consideradas15

proibidas pela WADA, sendo elas a injetável, oral (incluindo a via oromucosal) e retal. As

outras vias de administração inalatórias e tópicas (incluindo dental-intracanal, dermal,

intranasal, oftálmica e perianal) são permitidas desde que sejam utilizadas nas doses indicadas

conforme o fabricante e que possuam indicação terapêutica para sua utilização .13

Conforme a Legislação da WADA, caso o atleta necessite utilizar alguma das vias não

permitidas durante ou logo antes do período competitivo, o mesmo pode submeter um

documento denominado “isenção de uso terapêutico” (TUE), cujo objetivo é informar para a



organização que a substância proibida em questão será utilizada para o tratamento de uma

condição clínica, e não para vantagem competitiva . Entretanto, algumas formas permitidas14

de administração, como a intranasal ou oftalmológica, que não necessitam da emissão da

TUE, podem resultar em uma excreção urinária que atinja os valores mínimos a serem

reportados, levando a resultados falso-positivos para o doping de glicocorticóides. Nesses

casos, o método utilizado para auxiliar a diferenciação entre as administrações proibidas e

permitidas é o nível de cortisol e cortisona presentes na amostra. Conforme estudos

realizados, os níveis de cortisona e cortisol, quando a prednisona é administrada pela via oral,

diminuem de maneira considerável nas primeiras 24h, enquanto que pelas vias intranasal e

oftalmológica não há alterações significativas dos níveis desses marcadores .15,16

A partir do ano de 2022, a WADA modificou os valores mínimos de comunicação da

prednisona de 30 ng/mL para 300 ng/mL, um aumento que pode ser encontrado em outras

substâncias de interesse, como a prednisolona, de 30 ng/mL para 100 ng/mL . O aumento11

dos valores propiciou a diminuição de resultados falsos-positivos que anteriormente eram

encontrados com maior frequência.

DiFrancesco, R., et al. (2007), também comenta em seu artigo a presença e a

importância da quantificação da prednisona endógena presente na amostra, além da exógena

advinda da administração do fármaco. Estudos indicam que a prednisona endógena pode ser

formada através do processo de oxidação do cortisol, sendo a sua concentração

aproximadamente 1% do cortisol, podendo chegar até 1,2 ng/mL quando em pico .O16−18

método usualmente utilizado para realizar essa diferenciação é a Cromatografia em fase

gasosa hifenada com Espectrometria de Massa de Razões Isotópicas por interface de

Combustão (GC/C/IRMS) que, através dos valores de δ13C, podem distinguir tanto a

prednisona quanto a prednisolona sintética da endógena .17

A WADA, através de sua documentação, determina que a GC/C/IRMS sempre deve

ser realizada em amostras contendo prednisona ou prednisolona em concentrações maiores

que 30 ng/mL e menores que 60 ng/mL, sendo desnecessária a sua realização em amostras

com concentrações maiores que 60 ng/mL, exceto em casos que a amostra indique sinais de

extrema degradação . Deve-se ressaltar que as mudanças nos valores mínimos de19

comunicação para a prednisona e a prednisolona, até o presente momento, não causaram

alteração nos valores para a realização do GC/C/IRMS.



Cirimele, V. et al. (2000) utilizaram o método HPLC-IS-MS para a detecção de

prednisona, prednisolona e metilprednisolona em cabelo, com o objetivo de identificar o uso

pregresso e possivelmente crônico dessas substâncias. A utilização do ionspray se mostrou

vantajosa para a quantificação dos analitos em doses menores, fato que pode ser observado ao

comparar esse método ao HPLC-MS/MS em cabelo que, utilizando os mesmos parâmetros

como coluna, eluente, tempo de vazão e tempo de análise, apresentou um limite de detecção

semelhante ao método mais sensível.

De forma final, o método UHPLC-MS/MS é o mais eficiente entre todos os métodos

expostos na Tabela 1 graças a seu tempo relativamente baixo de análise e seu limite de

detecção também baixo, porém graças a sua grande eficiência, esse também se mostra mais

custoso quando comparado aos outros no estudo. Os estudos quantificaram a presença de

prednisona (RT=13,3), prednisolona (RT=13,5), 20 -dihidropredinisolona (RT=11,4/12,2),α/β

6 -hidroxiprednisolona (RT=3,4), 20 -dihidropredinisona (RT=11,9) , 6β β 22 α

-hidroxiprednisolona (RT=4,8), 20 -dihidropredinisona (RT=11,5),α

6α,11β,17α,20β,21-pentahidroxipregnan-1,4-dieno-3-ona (RT=3,9), Δ6-prednisolona

(RT=13,1), e 6β,11β,17α,20,21-pentahidroxipregnan-1,4-dieno-3-ona (RT=2,2) 5.

Ao considerar os valores de detecção mínimos da WADA para a prednisona, pode-se

afirmar que todos os métodos listados e expostos na Tabela 1 possuem um LOD e LOQ

apropriados para o objetivo, já que detectam e quantificam o analito em concentrações abaixo

do limite para ser reportado (300 ng/ml). Os testes que utilizaram como amostra cabelo, assim

como as outras amostras, apresentaram quantificações adequadas, porém a amostra em

questão tem como objetivo maior o estudo em casos crônicos de utilização de

glicocorticoides, e não de casos agudos do abuso, como é a situação neste caso, apesar de ter

suas vantagens, como em relação ao constrangimento do atleta em coletar a amostra de urina

em frente a um fiscal ou a coleta invasiva quando a amostra é sangue.



4. CONCLUSÃO

Com base no exposto, é possível verificar a importância de órgãos reguladores como a

WADA para garantir um meio esportivo justo, já que o abuso de certas substâncias, como os

glicocorticoides, podem gerar vantagens competitivas. Além disso, foi concluído que o

método mais utilizado para a quantificação da prednisona e seus metabólitos é a

cromatografia líquida, sendo utilizada em diversos tipos de amostra e acopladas a detectores

diversificados. Entre os métodos identificados na revisão, apesar de todos apresentarem

valores de LOD e LOQ aceitáveis dentro da faixa de 300 ng/mL estabelecida pela WADA, a

cromatografia líquida de alta precisão acoplada a espectrometria de massa em tandem

(HPLC-MS/MS) é a mais indicada devido a sua precisão e sensibilidade, sendo a urina a

amostra biológica mais indicada para análise.
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Tabela 1: Características dos métodos inseridos na revisão.

Método Amostra Via de
administração

Coluna Eluente Tempo de análise Tempo de
retenção

T (°C) Quociente de vazão LOD LOQ Referência

HPLC-MS Urina Oral, tópica e
oftálmica

C18 , ACN; 0,1%𝐻
2
𝑂

𝐶𝐻
2
𝑂

2

14 min * 30°C 250 μL/min 1 ng/mL 5 ng/mL 15

HPLC-MS
/MS

Urina Oral e tópica C18 , ACN; 0,1%𝐻
2
𝑂

; NH4HCO2𝐶𝐻
2
𝑂

2

40 min 5,8 min 40°C 400 μL/min * 15 ng/mL 23s

HPLC-MS
/MS

Urina ** C18 ACN; 0,1%, 𝐶𝐻
2
𝑂

2
11 min 5,1 min 25ºC 700 μL/min 2 ng/mL 15 ng/mL 24

HPLC-MS
/MS

Urina Oral C18 , ACN; 0,1%𝐻
2
𝑂

𝐶𝐻
2
𝑂

2

30 min 9,5 min 40°C 600 μL/min 1 ng/mL * 25

HPLC-MS
/MS

Cabelo Oral C18 , ACN; 0,1%𝐻
2
𝑂

; Tampão pH 3,𝐶𝐻
2
𝑂

2
NH4HCO2

10 min * * 200 μL/min 15 pg/mg 30 pg/mg 27

HPLC-MS
/MS

Sangue ** C18 Tampão acetato pH 3,5,
CH3OH

4,1 min * * 400 μL/min 200 pg/mL 5,4 ng/mL 28

HPLC-MS
/MS

Urina
seca

** C18 , ACN; 0,1%𝐻
2
𝑂

𝐶𝐻
2
𝑂

2

12 min * 25ºC 300 μL/min 0,1 ng/mL 0,3 ng/mL 30

HPLC-MS
/MS

Sangue ** Fenil , ACN; 0,1%𝐻
2
𝑂

𝐶𝐻
2
𝑂

2

8 min 7,44 min * 140 μL/min * 0,5 ng/mL 31

HPLC-MS
/MS

Sangue Oral C18 Tampão acetato de
amônia pH 3,5 e

5,8 min * 26 °C 400 μL/min * 3,60 ng/mL 32



CH3OH

UHPLC-
MS/MS

Urina Oral C18 , ACN; 0,1%𝐻
2
𝑂

; NH4HCO2𝐶𝐻
2
𝑂

2

18,5 min 13,3 min 45°C 400 μL/min 0,1 ng/mL * 5

UHPLC-
MS/MS

Urina Oral e tópico C18 , ACN; 0,1%𝐻
2
𝑂

𝐶𝐻
2
𝑂

2

18,5 min 13,3 min 45°C 400 μL/min < 0,15 ng/mL < 0,5 ng/mL 22

HPLC-UV Urina ** Monolí
tica

(RP-18
e)

CH3OH e 𝐻
2
𝑂 7 min 3,47 min * 2 mL/min 1,1 ng/μL * 29

HPLC-IS-
MS

Cabelo Oral C18 , ACN; 0,1%𝐻
2
𝑂

; Tampão pH 3,𝐶𝐻
2
𝑂

2
NH4HCO2

10 min * * 200 μL/min 0,03 ng/mg * 26

*  Dado não mencionado no artigo
** Amostra adulterada pelos pesquisadores
LOD - Limite de Detecção
LOQ - Limite de Quantificação
T (ºC) - Temperatura

- Água𝐻
2
𝑂

ACN - Acetonitrila
- Ácido fórmico𝐶𝐻

2
𝑂

2
NH4HCO2 - Formiato de Amônio
CH3OH - Metanol



FIGURA 1: Reação de metabolização da prednisona.

Realizado pelo autor na plataforma ChemSketch.

FIGURA 2. Flowchart do processo de inclusão e exclusão dos estudos para revisão.
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Copyright and Permissions
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Wiley Author Licensing Service (WALS) they will be able to complete the license agreement
on behalf of all authors on the paper.

For authors signing the copyright transfer agreement
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Article Preparation Support
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translation, manuscript formatting, figure illustration, figure formatting, and graphical abstract
design – so you can submit your manuscript with confidence.

Presentation of papers
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Writing Abstracts
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the necessity of the experiments executed

2. Some scientific detail regarding the background to the problem

3. A summary of the main result

4. The implications of the result

5. A broader perspective of the results, once again understandable across scientific disciplines

https://wileyeditingservices.com/en/article-preparation/?utm_source=wol&utm_medium=backlink&utm_term=ag&utm_content=prep&utm_campaign=prodops


It is crucial that the abstract convey the importance of the work and be understandable without
reference to the rest of the manuscript to a multidisciplinary audience. Abstracts should not
contain any citation to other published works.
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Authors using different structural drawing programs should choose settings consistent with
those above. Compound numbers should be bold, but not atom labels or captions.

Graphical Table of Contents
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The table of contents entry must include the article title, the authors' names (with the
corresponding author indicated by an asterisk), no more than 80 words or 3 sentences of text
summarising the key findings presented in the paper and a figure that best represents the
scope of the paper. Table of contents entries should be submitted to Manuscript Central in one
of the generic file formats and uploaded as ‘Supplementary material for review’ during the
initial manuscript submission process.

The image supplied should fit within the dimensions of 50mm x 60mm, and be fully legible at
this size.

Supporting Information

Supporting Information can be a useful way for an author to include important but ancillary
information with the online version of an article. Examples of Supporting Information include
additional tables, data sets, figures, movie files, audio clips, 3D structures, and other related
nonessential multimedia files. Supporting Information should be cited within the article text,
and a descriptive legend should be included. It is published as supplied by the author, and a
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Colour policy

There are no print colour charges.

Citing EarlyView Articles

To include the DOI in a citation to an article, simply append it to the reference as in the
following example:

R. K. Harris, A. Nordon, K. D. M. Harris, Rapid. Commun. Mass Spec. 2007, DOI:
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To link to an article from the author’s homepage, take the DOI (digital object identifier) and
append it to "http://dx.doi.org/" as per following example:

DOI 10.1002/DTA.20941, becomes http://dx.doi.org/10.1002/DTA.20941.
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Nomenclature. Authors should conform to nomenclature, symbols, abbreviations and
procedures adopted by ASTM. SI units are preferred; if more commonly used units are
adopted, conversion factors should be given at their first occurrence.

Description of Experimental Methods. The Experimental section should be precise and give
all details necessary for repeating the work. Particular attention should be given to methods
used for calibration of instruments and spectra when electron spectroscopic data are
presented.

Abbreviations. All abbreviations should be defined the first time they are used.

Ethical Guidance.DTA requires that the conditions under which human and animal
experiments are performed are consistent with recognised standards. Authors must make it
clear that the procedures they used were as humane as possible and complied with the
guidelines for animal care of their institutions or with national/international guidelines.
Studies involving human subjects must be carried out with the formal approval of the relevant
Ethical Committee, and evidence of such approval must be provided on request.

Article formats published in DTA
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