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automotiva na regiao do Vale do Rio dos Sinos, Rio Grande do Sul, Brasil
Occurrence of respiratory symptoms in automotive shop workers from Vale do
Rio dos Sinos, Rio Grande do Sul, Brazil
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Resumo. Pintores, em geral, estdo expostos a uma grande variedade de substancias quimicas que podem induzir doencas
respiratérias. O objetivo deste estudo foi verificar a ocorréncia de sintomas respiratérios, assim como estimar parametros de
funcdo pulmonar, em trabalhadores de oficinas automotivas na regido do Vale do Rio dos Sinos, Rio Grande do Sul, Brasil. Foi
realizado um estudo transversal com 20 trabalhadores do género masculino, no qual os dados foram obtidos através de entre-
vistas e espirometria. Foi observado que 90% dos trabalhadores apresentaram sintomas respiratérios de vias aéreas superiores
e 35% exibiram manifestagdes de vias aéreas inferiores. Asma brénquica ocupacional foi observada em 15% dos trabalhadores,
e rinite alérgica e rinite ocupacional em 10%. A presenca de problemas respiratérios pode estar associada ao uso reduzido de
equipamentos de protecédo individual.

Palavras chave: Sintomas respiratérios; Fung@o pulmonar, Pintores automotivos; Exposicao ocupacional.

Abstract. Painters in general are exposed to a wide variety of hazardous substances and several of these chemicals may induce
respiratory disease. The aim of this study was to investigate the occurrence of respiratory symptoms and lung function in au-
tomotive shop workers in the Vale do Rio dos Sinos, Rio Grande do Sul, Brazil. A cross sectional study was performed with 20
male workers, in which data were collected through interviews and spirometry. It was foundt hat 90% of workers had respiratory
symptoms of upper airway and 35% had lower airway manifestations. Occupational asthma was observed in 15% of workers
and occupational rhinitis and allergic rhinitis in 10%. The presence of respiratory problems may be associated with reduced use

of personal protective equipment.

Keywords: Respiratory symptoms; Lung function; Automotive painters; Occupational exposure.

INTRODUCAO

Pintores estdo expostos a uma ampla varie-
dade de substancias que oferecem risco a
saude, como hidrocarbonetos aromaticos, hi-
drocarbonetos alifaticos, cetonas, alcoois e
ésteres, 0s quais sdo componentes de tintas,
thinners, catalisadores e outros materiais de
pintura (Lee et al. 2003). A pintura automotiva
também esta entre as profissdes que resultam
em exposicao a metais pesados, tais como
chumbo, cadmio e cromo. Durante as ativida-
des de pintura, componentes metalicos ficam
dispersos e suspensos no ar por um periodo
de tempo suficiente para serem inalados (Vi-
tayavirasuk et al. 2005).
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Os isocianatos sdo compostos com baixo peso
molecular e alta reatividade amplamente utiliza-
dos na producéao de varios produtos, incluindo
tintas, resinas e selantes (Sparer et al. 2004). A
exposicao aos diisocianatos é causa conheci-
da de dificuldade respiratéria, asma e diminui-
¢ao da fungao pulmonar (Tornling et al. 1990;
Randolph et al. 1997; Glindmeyer et al. 2004).

No Brasil, oficinas de reparagdao de veiculos
automotores constituem um ramo de ativida-
de caracterizado por organizar-se na forma de
micro e pequenas empresas. Embora cons-
titua atividade cujos trabalhadores estejam
expostos a numerosos agentes agressores a
saude, trata-se de um ramo ainda muito pou-
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co estudado (Binder et al. 2001). Recentemen-
te, foi demonstrado que na regido do Vale do
Rio dos Sinos, no Estado do Rio Grande do
Sul, os trabalhadores de oficinas automotivas
apresentam taxas elevadas de danos ao DNA,
indicando exposicdo ocupacional a substan-
cias quimicas (Siebel e Basso da Silva 2010).
O objetivo do presente trabalho é avaliar a
ocorréncia de sintomas respiratorios e a fun-
¢ao pulmonar em trabalhadores de oficinas
automotivas desta mesma regido.

MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um estudo do tipo observacio-
nal, de carater exploratério, com delineamen-
to transversal. O mesmo foi realizado com 20
trabalhadores do género masculino, os quais
trabalhavam diretamente com substancias
quimicas em quatro oficinas de pintura auto-
motiva na cidade de Novo Hamburgo, estado
do Rio Grande do Sul, Brasil. A escolha dos lo-
cais deu-se de forma aleat6ria, em funcédo do
consentimento dos proprietarios das oficinas
para a realizacdao do estudo. Nestas oficinas,
foram convidados a participar os trabalhado-
res que estavam ocupacionalmente expostos
a produtos quimicos da pintura automotiva,
0s quais desempenhavam as fungdes de pin-
tores, preparadores e coloristas. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Feevale.

ApOs a leitura e a assinatura do Termo de Con-
sentimento Livre e Esclarecido, procedia-se a
aplicacao de um questionario para colher in-
formacdes sobre a presenca de diversos sinto-
mas respiratérios e as condicdes do ambiente
de trabalho. O questionario para identificacao
dos sintomas respiratérios foi adaptado e es-
truturado a partir de um questionario validado
e utilizado em outros dois estudos (Menezes
et al. 2005; Costa et al. 2007). O questionario
foi composto por 95 perguntas, entre as quais
81 fechadas e 14 abertas.

Para avaliar a fungdo pulmonar destes individu-
0s, foi realizado o exame de espirometria, com
um aparelho MicroLab 3500 da Micro Medical.
Antes de proceder ao exame, foi aplicado um
questionario para detectar possiveis proble-
mas que contraindicassem a sua realizacéo.
Quando nédo havia contraindicagdes, os indi-
viduos foram submetidos a espirometria, que
consistia na colocacao de um bucal descarta-
vel na boca, conectado ao aparelho e um clipe
nasal, para que ndo ocorresse perda de ar pelo
nariz. Foi solicitado ao individuo que realizas-
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se uma inspiracao profunda e uma expiracao
forcada e prolongada. Apods trés destas mano-
bras, os maiores valores obtidos da capacida-
de vital forcada (CVF) e do volume expiratério
forgado no primeiro segundo (VEF,) foram es-
colhidos para a interpretacédo do teste. Quan-
do alteracdes foram detectadas nesta primeira
fase, procedeu-se a aplicacao de 200 micro-
gramas do broncodilatador fenoterol para a
prova farmacodindmica. Quinze minutos apés
a aplicacédo do broncodilatador trés manobras
semelhantes a descrita anteriormente foram
repetidas, bem como a escolha dos maiores
valores de CVF e VEF, obtidos.

Sob o enfoque mais amplo, os participantes
foram classificados como portadores ou nao
de manifestacdes respiratérias das vias aé-
reas superiores e inferiores. Como portado-
res de sinais e sintomas especificos das vias
aéreas superiores, foram classificados os in-
dividuos que apresentavam prurido nasal, se-
crecao nasal, espirro e/ou obstrucdo nasal.
Como portadores de sinais e sintomas das
vias aéreas inferiores foram classificados os
individuos referindo sibilos (chiado no peito),
tosse, expectoracdo, dispneia, expectoracao
cronica, dispneia no trabalho, sibilos no tra-
balho, tosse crénica (trés ou mais semanas de
duracao) e os diagnosticos clinicos de asma
brénquica e rinite alérgica.

Um caso de asma brbénquica foi definido
pela presenca de dispneia, tosse, sibilos ou
opressao retroesternal recorrente, nos Ulti-
mos anos, apds quadro gripal ou nao, espe-
cialmente quando o individuo estava de folga
do trabalho, ou viajando, e apresentava histo6-
ria de asma na infancia (Sociedade Brasilei-
ra de Pneumologia e Tisiologia 2004). A asma
ocupacional foi definida mediante a presenca
destes sintomas, no periodo em que se en-
contrava trabalhando (Fernandes et al. 2006).
A rinite alérgica foi definida na presenca de
prurido nasal, obstrucao nasal e/ou secrecao
nasal, além da presenca de espirros frequen-
tes; e a rinite ocupacional foi definida na pre-
senca destes sintomas durante o periodo de
trabalho (Ibiapina et al. 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os trabalhadores apresentaram uma média
de idade de 32,4 + 13,5 anos (variagdo de
19 a 45 anos), sendo 80% destes com es-
colaridade até o ensino fundamental. A pre-
valéncia de tabagismo foi de 40,0%. O tem-
po médio de exposicao diaria a substancias



quimicas foi de 9 horas, durante cinco dias
por semana. Mais da metade (61%) do total
de individuos declarou estar nesta atividade
ha mais de dez anos. Foi observado que o
equipamento de protecao especifico para o
aparelho respiratério, como a mascara, era
sempre usado por somente 15% dos 20 tra-
balhadores (40% utilizavam as vezes e 45%
nao utilizavam).

A presenca de manifestacdes respiratorias de
vias aéreas superiores (VAS) foi detectada em
18 trabalhadores investigados (90%), sendo a

80,0%
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obstrucao nasal a mais comum (15 trabalha-
dores ou 75,0%), seguida de espirros em sal-
va (67,4%), e secrecéo e prurido nasal (20,0%)
(Figura 1). Aproximadamente 50% dos traba-
Ihadores apresentaram obstruc&do nasal e es-
pirro durante o trabalho. A obstrucdo nasal
também foi o sintoma respiratério mais fre-
quente em pintores automotivos na Tailandia
(Vitayavirasuk et al. 2005). Em relagao ao diag-
nostico de doencgas das VAS, dois trabalhado-
res (10,0%) apresentaram rinite ocupacional e
dois apresentaram rinite alérgica.

Secrecdo e prurido nasal

Figura 1. Frequéncia de manifestacOes respiratérias de vias aéreas
superiores em trabalhadores de oficina automotiva (n=20).

Manifestagbes das vias aéreas inferiores
(VAl) foram detectadas em sete trabalhado-
res (35,0%). Dentre as manifestacdes mais
comuns nas VAI, observou-se a presenca de
expectoracio, tosse e dispneia em, respec-
tivamente, 30,0%, 20,0% e 5,0% dos traba-
Ihadores (Figura 2). Com relacdo as manifes-
tacdes das VAl no local de trabalho, seis tra-
balhadores (30,0%) relataram a presenca mais
frequente de expectoracdo e dois (10%) rela-
taram a presenca de tosse. A presenca de si-
bilos nao foi detectada e a dispneia pds-expo-
sicdo, ou durante o trabalho, foi relatada por
apenas um trabalhador (5,0%).
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Em um estudo realizado na Noruega, néo foi
observada diferenca significativa entre pinto-
res automotivos e um grupo controle de indi-
viduos ndo expostos a substancias quimicas
com relagdo a ocorréncia de sintomas respi-
ratérios agudos, incluido das vias aéreas su-
periores. Entretanto, deve ser ressaltado que
as amostras de ar dos locais de trabalho in-
dicaram baixo nivel de exposig¢do a solventes
organicos e que todos os trabalhadores rela-
taram o uso de equipamentos de protecéo in-
dividual (Moen e Hollund 2000).

No presente estudo, asma brénquica foi diag-
nosticada em trés trabalhadores (15,0%). Indi-
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I
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Figura 2. Frequéncia de manifestacfes respiratérias de vias aéreas
inferiores em trabalhadores de oficina automotiva (n=20).

viduos expostos a compostos contendo diiso-
cianatos, tais como os pintores, apresentam
uma das maiores incidéncias de asma ocupa-
cional em paises industrializados, variando de
1% a 20% (Bernstein 1996, Karjalainen et al.
2000, Ameille et al. 2003).

A avaliacdo da fungcdo pulmonar demonstrou
que as médias das variaveis espirométricas
dos trabalhadores encontram-se dentro dos
limites da normalidade (Tabela 1) e somen-
te um individuo apresentou alteracéo, sendo
diagnosticado um disturbio ventilatério res-
tritivo. Este achado espirométrico € diferente
do esperado para os individuos portadores
de asma ocupacional que, quando apresen-
tam alteracdes funcionais espirométricas, es-
tas sdo do tipo obstrutivo. Em um estudo com
adolescentes aprendizes de pintor automoti-
vo, foi demonstrado obstrugcado do fluxo aéreo
com a queda do volume expiratério forcado
no primeiro segundo (VEF.) (Eifan et al. 2005).
Parker et al. (1991) observaram que a reducao
da funcéo pulmonar em trabalhadores de ofi-
cinas de pintura automotiva estava associada
ao tempo de trabalho e ao ndo uso de cabi-
nes de pintura. Em outro estudo, a reducao da
funcdo pulmonar foi observada somente nos
pintores automotivos que eram fumantes (Tor-
nling et al. 1990). No presente estudo néo fo-
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ram observadas diferencgas significativas entre
fumantes e ndo fumantes tanto para a funcao
pulmonar como para a presenca de sintomas
respiratorios.

Em relagdo a outros sintomas associados a
exposicao a produtos quimicos, o mais fre-
quente foi dor de cabeca (70%), seguido de
irritacdo de garganta (30%) e irritacéo de pele
(830%). Feldman et al. (1999) destacam que
sintomas néao especificos, como dor de cabe-
¢a e insbnia, podem indicar exposi¢ao a subs-
tancias téxicas e risco aumentado de desen-
volver efeitos mais persistentes.

No Brasil, as micro e pequenas empresas, en-
tre as quais se encontram a maioria das ofi-
cinas de reparacao de veiculos automotores,
sdo importantes do ponto de vista de gera-
¢éo de emprego e ocupacdo de mao de obra,
mas raramente tém sido investigadas quanto
as condicbes de saude e seguranca de seus
trabalhadores. A escassez de estudos prova-
velmente relaciona-se a dificuldade de acesso
a essas empresas, Como acontece com micro
e pequenas empresas de uma maneira geral
(Binder et al. 2001).

Cabe destacar a importancia de estudos com
amostras maiores, para que a influéncia de
variaveis como idade, tempo de exposicao e
tabagismo possa ser analisada com poder es-



Tabela 1. Variaveis de funcdo pulmonar em
trabalhadores de oficinas de pintura automotiva
da Regido do Vale do Rio dos Sinos, RS.

Variaveis Média + Desvio padrao
VEF, L 3,78 + 0,59
VEF, % previsto 95,25 + 11,38
CVF L 4,46 + 0,56
CVF % previsto 96,75 + 10,40
VEF,/ CVF 84,8 + 6,55

tatistico adequado. Este conhecimento permi-
tira o desenvolvimento de estratégias publicas
na prevencao, orientacdo e regulamentacao
mais efetiva desta atividade profissional.
Considerando os dados do presente estudo
em que 90% dos trabalhadores apresentaram
algum sintoma respiratério e que apenas 15%
relataram o uso constante de EPI, torna-se
evidente a necessidade de capacitacdo con-
tinua para estes trabalhadores. Neste sentido,
o Ministério do Trabalho e Emprego e a legis-
lacdo em vigor exigem que 0s empresarios
fornecam equipamentos de protecao e treina-
mento para os seus funcionarios. Entretanto,
apesar de o Servico Social da Industria (SESI)
oferecer cursos de capacitagao para os traba-
Ihadores da industria de reparacao de veicu-
los, um trabalho realizado no Estado de Ro-
raima demonstrou que a grande maioria dos
trabalhadores nunca participa de capacitacdo
ou raramente as frequenta (Federacao das In-
dustrias do Estado de Roraima 2007). Estes
dados sugerem a necessidade de campanhas
de conscientizacdo dos trabalhadores sobre
0s perigos a que estdo expostos e da impor-
tancia da formagao continuada.
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Resumen. El estrés oxidativo se produce cuando se genera un desbalance desfavorable entre las especies reactivas del oxigeno
y las defensas antioxidantes, provocando dafio oxidativo a macromoléculas. Varios estudios han resaltado la importancia del
estrés oxidativo en el campo de la ecotoxicologia, particularmente su relacién con el impacto que generan los contaminantes
que alcanzan los cuerpos de agua. El cuantificar los parametros de estrés oxidativo ha permitido el uso de los mismos como
herramienta de diagndstico (biomarcadores), con capacidad predictiva del impacto de los contaminantes sobre los organismos.
Uno de los indices mas frecuentemente utilizados para estimar el dafio oxidativo a lipidos es la determinaciéon de sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), producto final de la peroxidacion lipidica. Octopus tehuelchus es un importante recurso
pesquero en la costa patagdnica, expuesto en algunas areas a contaminacion antrépica. Dado que el estudio de parametros de
estrés oxidativo aun no ha sido abordado en esta Clase de moluscos y que en muchos modelos bioldgicos, los contaminantes
ambientales actuan generando estrés oxidativo, es clave encontrar sus blancos de accioén, para empezar a caracterizar las al-
teraciones metabdlicas y fisiologicas asociadas a su mecanismo de accion. El objetivo de este trabajo fue la puesta a punto del
método de determinacion de dafio oxidativo a lipidos en distintos tejidos del pulpo Octopus tehuelchus desde modelos previa-
mente ensayados en el laboratorio.

Palabras clave: Estrés oxidativo; Malondialdehido; Octopus tehuelchus; Cefalopodos.

Abstract. Oxidative stress occurs when there is an unfavorable imbalance between reactive oxygen species and antioxidant
defenses, causing oxidative damage to macromolecules. Several studies have highlighted the importance of oxidative stress
in the ecology field related to the impact generated by pollutants reaching water bodies. The quantification of oxidative stress
parameters led to their use as diagnostic tools (biomarkers) with predictive capability of showing the impact of pollutants on
organisms. One of the most frequently used indexes to estimate the oxidative damage to lipids is the determination of reactive
thiobarbituric acid substances (TBARs) (final product of lipid peroxidation). Octopus tehuelchus is an important fishery resource
in the Patagonian coast exposed to anthropogenic pollution. The study of oxidative stress parameters has not been yet tackled
in this class of molluscs. Taking into account that, in many biological models, environmental pollutants generate oxidative stress,
it is important to find their targets of action, to start to characterize metabolic and physiological alterations associated to their
mechanisms of action. The aim of this work was to adjust the method of determination of oxidative damage to lipids in various
tissues of the octopus, Octopus tehuelchus, from models previously tested in the laboratory.

Keywords: Oxidative stress; Octopus tehuelchus; Malondialdehyde; Cephalopods.

INTRODUCCION

Vivir en un ambiente oxigenado implica estar
expuesto a metabolitos intermedios en la via
de reduccién de oxigeno, conocidos como
especies reactivas del oxigeno (ERO). Estas
moléculas, en ciertas condiciones, pueden
resultar toxicas y lesionar a los componentes
celulares.
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Existen varios trabajos publicados que relacio-
nan la expectativa de vida de los organismos
con el grado de dafo oxidativo en su sistema,
entre otros parametros de estrés oxidativo (Orr
y Sohal 1994; Sohal y col. 2002; Turrens 2003;
Abele y Puntarulo 2004; Halliwell 2007; Mo-
naghan y col. 2009). Asimismo, se sabe en la
actualidad, que muchos factores ambientales
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como la contaminacion por metales pesados
o pesticidas, pueden inducir estrés oxidativo
(Watanabe y Suzuki 2002; Rocchetta 2006;
Ochoay Gonzalez 2008; Sabatini y col. 2009a,
2009b).

Los factores ambientales pueden modificar la
tasa metabdlica de organismos y, consecuente-
mente, la tasa de produccion de ERO. En los in-
vertebrados marinos expuestos a contaminan-
tes de origen antrépico puede aumentar la for-
macion intracelular de ERO y pueden presentar
modificaciones en la actividad de sus defensas
antioxidantes, niveles de produccion de ERO y
su vulnerabilidad a éstas (Regoli 2000; Abele y
Puntarulo 2004; Borkovi¢ y col. 2005). Por otra
parte, existen numerosas evidencias de que los
animales acuaticos acumulan y transfieren dis-
tintos tipos de contaminantes, tales como me-
tales y xenobiéticos (Amiard 1988; Chaufan y
col. 2006; Sabatini y col. 2009b). Los pulpos en
particular, poseen una notable capacidad para
almacenar grandes cantidades de metales pe-
sados y otros contaminantes, siendo una im-
portante ruta de transferencia hacia los preda-
dores tope, incluido el hombre (Seixas y Pierce
2005; Raimundo y col. 2008).

El pulpito, Octopus tehuelchus, es un impor-
tante recurso pesquero en varias localidades
rurales y urbanas de la costa patagoénica (Réy
Ortiz 2008) en el que el estudio de parametros
de estrés oxidativo no ha sido, aun, abordado.
Considerando que, en muchos modelos biol6-
gicos, los contaminantes ambientales actuan
generando estrés oxidativo y que, como otros
pulpos, O. tehuelchus seria un importante
bioacumulador, es clave establecer los valo-
res basales de los parametros de estrés para
encontrar los blancos de accién de los conta-
minantes y comenzar a caracterizar las alte-
raciones metabdlicas y fisiolégicas asociadas
Existen distintas determinaciones que dan in-
dicios del grado de estrés oxidativo que su-
fren diversos organismos marinos (Sukhotin y
col. 2002; Abele y Puntarulo 2004), entre ellos
los cefalépodos decapodos (Zielinski y Porter
2000). Uno de los indices mas frecuentemente
utilizados para estimar el dafio oxidativo a lipi-
dos es la determinacién de la peroxidacion li-
pidica mediante la técnica de TBARS (sustan-
cias que reaccionan con el acido tiobarbituri-
co). Como producto final de la peroxidacién
lipidica predomina el malondialdehido (MDA),
principal sustrato de esta reaccion. EI MDA
reacciona con el acido tiobarbiturico (TBA) en
medio acido en caliente para dar un comple-
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jo coloreado, cuyo maximo de absorcién es a
535 nm (Ohkawa y col. 1978).

El objetivo de este trabajo fue la puesta a pun-
to del método de determinacién de dafo oxi-
dativo a lipidos en distintos tejidos del pulpo
O. tehuelchus basandonos en otros modelos
previamente ensayados en el laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

El area de muestreo fue una region de la cos-
ta atlantica de la provincia de Chubut, en las
cercanias del Muelle Almirante Storni, en la
zona portuaria Puerto Madryn, Golfo Nuevo
(42° 45'S, 65° 01'0). En esta region se instala-
ron refugios artificiales en el piso submareal, a
aproximadamente 10 metros de profundidad,
que se controlaron periddicamente por buceo.
Los ejemplares se capturaron en los meses de
abril y mayo de 20089.

Los ejemplares fueron trasladados en agua
de mar al Laboratorio de Peces y Mariscos de
Interés Comercial (LAPEMAR) en el CENPAT-
CONICET v, previo a la diseccion, se aneste-
siaron con alcohol al 5% en agua de mar, en
acuerdo con las recomendaciones estable-
cidas por Moltschaniwskyj y col. (2007). Se
obtuvieron muestras de manto (M), glandulas
oviductales (GO), glandula digestiva (GD), bra-
Zo (Br), sifén (Si), sistema nervioso (SN) y bran-
quias (Bq). Estos tejidos fueron almacenados
a -20°C hasta ser trasladados a Buenos Aires
para realizar las mediciones bioquimicas en el
Laboratorio de Enzimologia, Estrés y Metabo-
lismo (LEEM), del departamento de Quimica
Bioldgica, FCEN-UBA.

Cada tejido fue homogeneizado mecanica-
mente con un rotor Precytec, en KCI 0,154 M
(1:5, p/v) conteniendo inhibidores de protea-
sas (fluoruro de fenilmetil sulfonilo -PMSF- 0,5
mM y benzamidina 0,2 mM) segun Chaufan y
colaboradores (2006). De cada homogenato
se fracciond una alicuota (para hacer las de-
terminaciones en homogenato total) y el resto
se centrifugd a 11.000 x g por 20 minutos, ob-
teniéndose un sobrenadante y un precipitado.
Todos los preparados se utilizaron inmediata-
mente o se guardaron a -20°C hasta su uso.
Se trabajé sobre alicuotas de homogenato
total, sobrenadante y sedimento de centrifu-
gacion de muestras de manto, glandulas ovi-
ductales, glandula digestiva, brazo, sifén, sis-
tema nervioso y branquias. Se estimé el indice
de peroxidacion lipidica mediante la determi-
nacion de TBARS (Ohkawa y col. 1978), con
ligeras modificaciones. A alicuotas de 50 ml



del homogenato total o del sobrenadante y al
sedimento correspondiente (previamente re-
suspendido en un volumen final de 50 ml en
buffer de homogeneizacion) se les agrego 1
ml de reactivo compuesto por TBA 0,3% p/v,
TCA 4% (p/v) y hidroxitolueno butilado (BHT)
0,01% (p/v). Se incubaron a 100°C durante 20
minutos. Luego se dejaron enfriar en hielo y
se clarificaron los sobrenadantes por centri-
fugacion a 10.000 x g por 10 min. Se leyé la
absorbancia del sobrenadante a 535 nm en un
espectrofotometro Shimadzu UV/visible.

La concentracion de complejo coloreado se
calculé mediante el empleo del coeficiente de
extincion molar del complejo MDA-TBA en las
condiciones de trabajo (156 mmoles™.cm™.l).

RESULTADOS Y DISCUSION

A fin de verificar en qué localizacién se logra-
ba la mejor determinacién de MDA (valores
dentro del limite de deteccién de la técnica y
menor dispersion de datos), se aplico la téc-
nica de TBARS sobre el homogenato total, el
sobrenadante de 11.000 x g y sobre el sedi-
mento de la misma centrifugacion.

100,

Sobrenadante
901 B Homogenato total
Sedimento

pmoles MDA/gr tej.
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En la Figura 1 se presentan los datos obteni-
dos en los distintos tejidos. Se observd que,
en la mayoria de los casos (exceptuando el
brazo), no hubo diferencias apreciables para
la determinacion realizada entre los valores
obtenidos en el homogenato total y los va-
lores obtenidos en el sobrenadante. Por otra
parte, se observo que el valor obtenido para el
sobrenadante y el homogenato total indicarian
que, durante la homogeneizacion, el MDA se
liberé a la fraccidn soluble y se recuperd to-
talmente con el sobrenadante de homogenato
tras la centrifugacion a 11.000 x g.

Medir una alicuota del homogenato total con
precision resulté dificultoso, dado que se tra-
t6 una suspensién de alta densidad y no to-
talmente homogénea, por lo que, desde este
punto de vista, resulté mas conveniente utili-
zar el sobrenadante como material de partida
para realizar determinaciones cuantitativas y
lograr duplicados mas precisos y exactos (Ta-
bla 1). Esto se aplicé a todos los tejidos ana-
lizados, excepto el brazo, para el cual resultéd
mejor trabajar con el homogenato total, dado
que los niveles obtenidos en esta fraccion

Figura 1. Contenido de MDA (umoles de MDA/gr de tejido), en los distintos sistemas y érganos
ensayados. GO: glandulas oviductales, SN: sistema nervioso, Bqg: branquias, Br: brazo, M: manto,
Si: sifén, GD: glandula digestiva. Los datos estan expresados como la media + el desvio estandar.
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Tabla 1. Contenido de MDA (umoles de MDA/gr de tejido), en el homogenato total y en las
fracciones obtenidas por centrifugacion a 11.000 x g durante 20 minutos.
Los datos estan expresados como la media + el desvio estandar.

Tejido Sobrenadante Homogenato total Precipitado
(umoles MDA/gr tejido) (umoles MDA/gr tejido) (umoles MDA/gr tejido)
GO 10,51 + 1,05 14,01 £ 4,20 7,22 + 3,61
SN 27,22 +2,18 30,77 £10,77 13,61 £ 6,12
Bq 17,06 + 0,85 19,07 + 4,77 5,21 +1,82
Br 10,09 + 1,21 26,99 = 7,56 8,18 + 4,17
M 16,45 + 0,49 17,00 + 3,40 6,01 £+ 2,52
Si 17,75 + 2,66 26,48 + 5,83 10,15 + 3,66
GD 69,85 + 4,19 72,92 £ 24,79 23,09 + 9,24

fueron mayores que los obtenidos para el so-
brenadante. Esto pudo deberse a que el pro-
ceso de homogeneizacion no fue lo suficien-
temente efectivo para este tejido y que una
parte significativa de los productos de peroxi-
dacion lipidica fue retenida en los fragmentos
celulares, que luego de la centrifugaciéon se-
dimentaron. En cuanto al tejido 6ptimo para
la determinacion de la peroxidacion lipidica
en O. tehuelchus, los resultados indicaron que
los mayores valores para esta determinacion
se obtuvieron en glandula digestiva, seguido
por el sistema nervioso, aunque en todos los
tejidos analizados se obtuvieron valores me-
dibles, revelando una gran sensibilidad de la
técnica en este organismo. Esto permitié con-
cluir que la técnica es aplicable para cualquie-
ra de los tejidos analizados, partiendo de ho-
mogenato total para el caso del brazo o so-
brenadante de homogenato en el resto de los
tejidos.

A partir de las variables ensayadas en el pre-
sente trabajo, se propone que el sobrenadan-
te de homogenato de 11.000 x g, de la glandu-
la digestiva de O. tehuelchus, seria la muestra
de eleccion sobre la cual realizar el bioensayo
en futuras investigaciones.
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Resumen. Los ecosistemas acuaticos cercanos a las zonas urbanas sufren un deterioro constante ocasionado por diversos
factores fisico—quimicos relacionados con la actividad antrépica, representando un riesgo para los organismos que los habitan,
en especial los peces. Estos efectos pueden ser biomonitoreados mediante técnicas de amplia utilizacién, como el Test de Micro-
nucleos (Mn) y el de Anormalidades nucleares (AN), entre otros. El objetivo de este trabajo fue verificar y comparar la frecuencia
de micronucleos y anormalidades nucleares en tres especies icticas colectadas en un lago urbano, Cyprinus carpio, Astyanax
eigenmanniorum 'y Cheirodon interruptus. Luego de la captura y anestesia de los peces, se extrajo de cada individuo una muestra
de sangre y se registré el peso y la longitud total. Las muestras fueron fijadas y luego tefiidas con Giemsa al 10%, posteriormente
se las analiz6 con microscopio (1000X) y se les tomaron fotografias con camara digital. Se calculd, ademas, el indice de condicion
corporal (K) para cada uno de los ejemplares capturados. Se aplicé un andlisis de correlacion de rangos de Spearman (rs) entre
frecuencia de Mn y AN vs K para cada especie. La prueba de Kruskal-Wallis se aplicé para evaluar diferencias de Mn y AN entre
las especies. Los resultados no mostraron una correlacion estadisticamente significativa (P> 0,05) entre las frecuencias de Mn'y
AN vs K. Las frecuencias de Mn entre las diferentes especies no arrojaron diferencias significativas (P> 0,05), mientras que las AN
si (P< 0,05). Astyanax eigenmanniorum fue la especie que mayor sensibilidad presento. Las diferencias preliminares de AN entre
las especies utilizadas, convierten a A. eigenmanniorum en una especie “centinela” y posible biomonitor de agentes xenobidticos.

Palabras clave: Micronucleos; Anormalidades nucleares; Peces; Xenobidticos.

Abstract. Aquatic ecosystems near urban areas suffer a steady deterioration caused by physical and chemical factors related to
human activity, representing a danger to organisms that inhabit them, especially the fish. These effects may be biomonitored by
widely used techniques, such as the Micronucleus Test (Mn) and Nuclear Abnormalities (NA), among others. The aim of this study
was to verify and compare the frequency of micronuclei and nuclear abnormalities in three fish species collected in an urban lake,
Cyprinus carpio, Astyanax eigenmanniorum and Cheirodon interruptus. After the capture and anesthesia of the fish, weight and
length were registered, and a blood sample was obtained from each individual. The samples were fixed and stained with 10%
Giemsa, subsequently they were analyzed with the microscope (1000X) and photographed with a digital camera. The body con-
dition index (K) was calculated for each fish caught. A correlation analysis Spearman rank (rs) between frequency of Mn and NA
vs. K was performed for each species. The Kruskal-Wallis test was applied to assess differences in Mn and NA between species.
The results showed no statistically significant correlation (P> 0.05) between the frequencies of Mn and NA vs K. The frequencies
of Mn between different species yielded no significant differences (P> 0.05), whereas NA (P <0.05) did. A. eigenmanniorum was
the most sensitive species. NA preliminary differences between the species used, convert A. eigenmanniorum in a sort of “sentinel
specie” and a possible biomonitor of xenobiotic agents.

Keywords: Micronuclei; Nuclear abnormalities; Fish; Xenobiotics.

INTRODUCCION

El rapido crecimiento de la poblacién huma-
na, la industrializacion, y la urbanizacion son
las principales causas asociadas a la conta-
minacién del agua, la cual pone en peligro a
los ecosistemas acuaticos continentales (Vaz-

-62-

quez Silva y col. 2006). En general, estos eco-
sistemas mantienen una gran diversidad de
organismos, por lo que los impactos, como
la introduccién de xenobiéticos inducen cam-
bios en la estructura de las comunidades, la
dinamica de las poblaciones y las funciones



biolégica de los organismos, afectando su ci-
clo de vida, crecimiento y condicion reproduc-
tiva (Lépez 2008).

Como respuesta a esta problematica, ha sur-
gido la necesidad de realizar monitoreos de
los recursos bioldgicos con el proposito de
detectar cambios significativos en la floray en
la fauna (Margalef 1974).

Durante los ultimos anos, se han intensificado
los estudios destinados a detectar los impac-
tos sobre los ecosistemas acuaticos provoca-
dos por la contaminacién derivada de las acti-
vidades humanas. En la ultima década, el uso
y desarrollo de biomarcadores ha cobrado un
gran interés a la hora de evaluar el riesgo de
una sustancia o mezcla de sustancias quimi-
cas potencialmente toxicas. Particularmente,
los biomarcadores de efecto son buenos pa-
rametros indicativos de la presencia de sus-
tancias exdgenas o cambios biologicos como
respuestas a distintos xenobidticos (Palma
Acufa 2005; Hurtado Alarcén y col. 2007). En-
tre los marcadores mas utilizados se encuen-
tran el Ensayo Cometa, aberraciones cromo-
sémicas, intercambio de cromatidas herma-
nas y micronucleos (Klobucar y col. 2010).
Muchos grupos de organismos han sido pro-
puestos como indicadores de la calidad am-
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biental en ecosistemas acuaticos. Sin embar-
go, las comunidades de peces se han conver-
tido en bioindicadoras para los programas de
monitoreo bioldégico, por cubrir muchos esla-
bones de la cadena alimenticia, por acumular
sustancias téxicas y reaccionar a bajas con-
centraciones de xenobidticos (Torres Bugarin
y col. 2007).

El objetivo de este trabajo fue verificar y com-
parar la frecuencia de Micronucleos (Mn) y
Anormalidades Nucleares (AN) en tres espe-
cies icticas colectadas en un ambiente urbano.

MATERIAL Y METODOS

El lago urbano Villa Délcar (S 33° 07’- W 64°
20’) se encuentra ubicado al oeste de la ciu-
dad de Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina (Figura
7). Es un lago artificial de multiples usos que
mantiene su volumen de agua por bombeo y
escorrentias de las zonas proximas. El lago
tiene una superficie aproximada de 7 ha 'y una
profundidad maxima superior a los 3 metros.
Este ambiente ha registrado en los ultimos
anos episodios de mortandades de peces de
diferentes especies, algunos de los cuales de
acuerdo a su magnitud y caracteristicas, fue-
ron asociados a la presencia de sustancias
toxicas (Mancini y col. 2011).

Figura 1. Ubicacion geografica del
sitio en la provincia de Coérdoba.
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Durante los afos 2009 y 2010 se realizaron
tres colectas. Se obtuvieron un total de 73 pe-
ces pertenecientes a las siguientes especies:
carpa (Cyprinus carpio), mojarra (Astyanax eig-
enmanniorum) y mojarrita (Cheirodon interrup-
tus). Los peces fueron procesados en forma
inmediata a su captura en el campo, donde se
anestesiaron con metomidato incorporado di-
rectamente en el agua a una concentracién de
5 mg/l (Stoskopf 1993). Se registro la longitud
total por medio de un ictiometro con precision
de 1 mm vy el peso total humedo con una ba-
lanza digital Ohaus Scout Il con una precision
de 0,1 g. Las muestras de sangre se tomaron
mediante un corte en el pedunculo caudal (To-
rres Bugarin y col. 2007), posteriormente se
realizaron los frotis sobre portaobjetos limpios
previamente codificados.

Las muestras fueron fijadas con metanol por
20 minutos, luego se enjuagaron con agua
destilada y se dejaron secar a temperatura
ambiente. Finalmente se procedié a la tin-
cion con Giemsa al 10% durante 25 minutos
(Junin y col. 2008). La lectura de la frecuencia
de apariciéon de Mn y AN se cuantifico para
4000 eritrocitos por individuo, utilizando un
microscopio Zeiss Axiophot-Axiolab con ob-
jetivo de 100 X de inmersion en aceite. Se to-
maron fotografias con camara digital Axiocam
HRc Zeiss con la utilizacidén de software Axio
Vision 4.3.

Los Mn fueron identificados segun los criterios
sugeridos por Schmid (1975) y Fenech (2000),
mientras que para las AN se siguieron las cla-
sificaciones realizadas por diferentes auto-
res (Cavas y Ergene-Gdzikara 2005; da Silva
Souza y Fontanetti 2006; Ergene y col. 2007;
Zafalon Silva y Bobrowski 2008; Cogua y Du-
que 2009).

Con las medidas morfométricas, se calculd el
indice de condicion corporal (K) en cada uno

de los ejemplares capturados, por medio de la
siguiente formula:

K = (P)* (1000)/L3® donde P = peso total y L =
longitud total (Royce 1996). Posteriormente,
se aplico un andlisis de correlacion de rangos
de Spearman (r) entre frecuencia de Mn, AN
vs K para cada especie. La prueba estadisti-
ca no paramétrica de Kruskal-Wallis se utilizd
para evaluar diferencias de Mn y AN entre las
tres especies. Para el analisis de los datos se
utilizé el programa Statgraphics v. 5.0.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se resume la frecuencia de Mn
y AN de cada especie con su correspondien-
te desvio estandar. Mientras que en la Tabla 2
se presentan los valores promedios para cada
especie de la longitud total, peso e indice de
condicién. En la Figura 2 se muestran las dis-
tintas AN registradas en sangre periférica de
las tres especies estudiadas.

A través de la prueba de Kruskal-Wallis, se
observd que los valores de eritrocitos micro-
nucleados no mostraron diferencias significa-
tivas entre las especies icticas (P> 0,05). Por
el contrario, las AN si exhibieron diferencias
significativas entre especies, utilizando la mis-
ma técnica estadistica (H= 28,99; P< 0,05),
donde A. eigenmanniorum fue la especie mas
afectada.

No se encontré correlacion entre la frecuencia
de Mn vy el indice de condicion corporal para
C. carpio (r, = 0,05; P> 0,05) y C. interruptus
(r, = 0,07; P> 0,05). Para A. eigenmanniorum
la correlacion fue de r_ = 0,36, pero no signi-
ficativa (P> 0,05). En el caso de la frecuencia
de AN los valores fueron, C. carpio (r, = 0,35;
P> 0,05), C. interruptus (r, = 0,12; P> 0,05) y
A. eigenmanniorum (r, = 0,15; P> 0,05), como
se observa tampoco fue estadisticamente
significativa.

Tabla 1. Frecuencia media, desvio estandar de micronucleos y
anormalidades nucleares de las especies estudiadas.

Micronucleos (Mn) Anormalidades Nucleares (AN)
Especies n %o Y0
C. carpio 26 0,05+ 0,12 2,12 + 1,88
C. interruptus 21 0,04 + 0,09 5,62 + 6,32
A. eigenmanniorum 26 0,07 £ 0,22 8,77 + 7.46

n = Tamafo de la muestra, %o Frecuencia en mil.
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Tabla 2. Longitud, peso e indice de condicién corporal promedio
para cada una de las especies estudiadas

Especie LT + DE P + DE K + DE

Cyprinus carpio 5,56 + 1,42 3,03 +1,88 1,53+ 0,18
Cheirodon interruptus 5,38 + 0,26 2,00 = 0,36 1,28 + 0,10
Astyanax eigenmanniorum 5,72 + 0,36 2,47 = 0,50 1,31 £ 0,17

LT= longitud total (cm), P= peso (gr), K= indice de condicién corporal y DE= desvio estandar.

BT
& .
awr
L3
Figura 2. Eritrocitos de sangre periférica de Cyprinus carpio, Cheirodon interruptus, Astyanax

eigenmanniorum, a) Eritrocito con micronucleo, b) Eritrocito globular, c) Eritrocito escotado, d)
Eritrocito brotado, e) Eritrocito binucleado y f) Eritrocito con puente nucleo plasmatico.

DISCUSION ejemplares analizados.

La cuantificacion in situ de Mn y AN en eritro- En el caso de los Mn, estos tuvieron una fre-
citos de peces ha demostrado ser un adecua- cuencia de aparicién muy baja en las tres es-
do biomarcador en la evaluacion del impac- pecies. Comparando nuestros resultados con
to de xenobidticos en ecosistemas acuaticos los reportados por otros autores, los valores
(Junin y col. 2008; Palacios Betancur y col. en todos los casos fueron mucho mayores a
2009). Sin embargo, algunos autores han se- los obtenidos en este trabajo (Gustavino y col.
falado la importancia de la eleccién adecuada 2001; Zhu y col. 2004; Arkhipchuk y Garanko
de la especie (Hurtado Alarcon y col. 2007; To- 2005; Cavas y col. 2005; Ossana y col. 2009).
rres Bugarin y col. 2007; Klobuc€ar y col. 2010). En cuanto a la frecuencia de las AN, estas
Las tres especies en estudio presentaron forma- presentaron siempre valores mayores que los
cion de Mn y AN, observandose la mayor fre- Mn en las tres especies, resultados que coin-
cuencia en A. eigenmanniorum 'y la menor en ciden con los de otros autores (Zafalon Silva y
C. carpio. Esto puede tener cierta relacion con Bobrowski 2008). Dado que el mecanismo de
la rusticidad de esta Ultima especie (Mancini formacion de estas anormalidades no es muy
y Grosman 2008) y el pequefo tamano de los claro, solo se registran sus valores (Ramsdorf
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2007; Rocha y col. 2010).

La correlacion entre el indice de condicion
corporal y la frecuencia de Mn y AN en las tres
especies, no mostré relacion estadisticamente
significativa, lo que estaria evidenciando que
el numero de Mn y AN no se asocia, en prin-
cipio, con la condicién corporal de los peces,
fendmeno que también ha sido observado en
otras especies (Palacios Betancur y col. 2009).
Las frecuencias observadas podrian estar re-
lacionadas con el transporte de sustancias
por escorrentias de las zonas aledanas que
ingresan luego de abundantes precipitaciones
0 por la concentracion de las mismas, ya que
en la actualidad no ingresa agua superficial en
forma periddica, manteniendo actualmente su
volumen por bombeo y escorrentias producto
de las lluvias.

De las tres especies estudiadas, A. eigenman-
niorum exhibié una mayor sensibilidad frente
a la potencial presencia de agentes xenobié-
ticos. Estos resultados coinciden con los de
Ramsdorf (2007), quien reporta al género As-
tyanax como un buen biomonitor de calidad
ambiental. En el mismo sentido, A. eigenman-
niorum fue, dentro de la ictiofauna del lago Vi-
lla Délcar, la especie que registré mayor can-
tidad de ejemplares muertos en un cuadro de
intoxicacion registrado en el afio 2009 (Manci-
ni y col. 2011).

Las diferencias preliminares de AN entre las
especies utilizadas en este estudio, sumado a
la facilidad de captura, habitos alimenticios y
a la gran diversidad de habitats que esta es-
pecie presenta en la regién sur de América,
convierten a A. eigenmanniorum en una espe-
cie “centinela” y posible biomonitor de agen-
tes xenobidticos. Por ultimo, se recomienda
la realizacién de bioensayos con xenobibticos
identificados para corroborar la posibilidad de
utilizar a A. eigenmanniorum en estudios de
mayor precision.
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Abstract. 4-tertiary-octylphenol (4-tert-OP) is an alkylphenol that affects human health by stimulating free radical production.
Aqueous propolis extract is a natural product rich in flavonoids that have antioxidant activity. This study was designed to investi-
gate the ability of aqueous propolis extract to reduce the hepatotoxicity induced by 4-tert-OP in male rats. Animals were assigned
to 5 groups and treated for 6 weeks. Group 1: control; group 2: 100 mg 4-tert-OP/kg b.wt./day; group 3: 100 mg aqueous propolis
extract /kg b.wt./day; group 4: 100mg 4-tert-OP/kg b.wt./day plus 100 mg aqueous propolis extract /kg b.wt./day; group 5: 100
mg 4-tert-OP/kg b.wt./day for 6 weeks followed by 100 mg aqueous propolis extract /kg b.wt./day for 6 weeks. Group 4-tert-OP
significantly elevated AST, ALT, ALP, GGT, bilirubin, creatinine, urea, total lipids, total cholesterol, triglycerides, LDL-C and MDA
with a significant decrease in total proteins, albumin, globulin, HDL-C, total antioxidant capacity, SOD, CAT and GST compared to
control group. Administration of aqueous propolis extract either alone or combined with 4-tert-OP ameliorated the hepatotoxicity
induced by 4-tert-OP. DNA fragmentation supported the deleterious effect of 4-tert-OP and the ameliorative effect of propolis on
liver cellular proteins and enzymes. Histopathological findings revealed the hepatotoxicity induced by 4-tert-OP and the protective
effect of aqueous propolis extract. In conclusion, aqueous propolis extract could reduce the damage and toxicity effects on liver
cells induced by 4-tert-OP.

Keywords: 4-tertiary-octylphenol (4-tert-OP); Aqueous propolis extract; Hepatotoxicity; Antioxidant enzymes.

Resumen. El 4-terc-octilfenol (4-terc-OP) es un alquilfenol que afecta a la salud humana mediante la estimulaciéon de la pro-
duccién de radicales libres. El extracto acuoso de propdleos es un producto natural rico en flavonoides que tienen actividad
antioxidante. Este estudio fue disefiado para investigar la capacidad del extracto de propdleos de reducir la hepatotoxicidad
inducida por el 4-terc-OP en ratas macho. Los animales fueron asignados a 5 grupos y tratados durante 6 semanas. Grupo 1:
control; grupo 2: 100 mg de 4-terc-OP/kg/dia; grupo 3: 100 mg de extracto de propdleos/kg/dia; grupo 4: 100 mg de 4-terc-OP/
kg/dia mas 100 mg de extracto de propdleos/kg/dia, grupo 5: 100 mg de 4-terc-OP/kg/dia durante 6 semanas, seguidos de 100
mg de extracto de propodleos/kg/dia durante 6 semanas. El grupo 4-terc-OP mostré niveles significativamente elevados de AST,
ALT, ALP, GGT, bilirrubina, creatinina, urea, lipidos totales, colesterol total, triglicéridos, LDL-C y MDA, con una disminucién signi-
ficativa de proteinas totales, albumina, globulina, HDL-C, la capacidad antioxidante total, SOD, CAT y GST, en comparacién con
el grupo control. La administracion de extracto de propdleos, ya sea solo o combinado con 4-terc-OP redujo la hepatotoxicidad
inducida por 4-terc-OP. Los estudios de fragmentacion del ADN apoyan el efecto deletéreo observado por el tratamiento con
4-terc-OP vy el efecto protector del extracto de propodleos, sobre las proteinas y las enzimas celulares hepaticas. Los resultados
histopatoldgicos revelaron la hepatotoxicidad por 4-terc-OP y efecto protector inducido por el extracto de propdleos. En con-
clusion, el extracto de propdleos podria reducir el dafo hepatico y los efectos celulares de toxicidad en las células del higado
inducidos por 4-terc-OP.

INTRODUCTION

Many reports suggest that different types of
man-made chemicals have become wide-
spread as environmental contaminants affect-
ing the health of human and wildlife popula-
tions (Longnecker et al. 2000). Xenosteroids
are a large and structurally diverse group of
chemicals that affect human health. The sug-
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gested mechanism of action of xenosteroids
involves binding to estrogen and androgen re-
ceptors (Bulayeva and Watson 2004) but many
recent studies explained the effect of these
chemicals on different organs and systems
(Karafakioglu and Aslan 2010). Two xenoestro-
gens that are currently produced in large vol-
umes are alkylphenols (APs) and bisphenol A



(BPA). Alkylphenols, such as nonylphenol (NP)
and 4-tertiary-octylphenol (4-tert-OP) have
been found in sewage effluent, groundwater
and drinking water (Céspedes et al. 2008). Ex-
posure to 4-tert-OP may occur from contact
with personal care products, detergents, wa-
ter, and food containing 4-tert-OP (Calafat et
al. 2008).

Normal cellular function depends on a bal-
ance between the reactive oxygen species
(ROS) produced and the antioxidant defense
mechanisms available for the cell. This equi-
librium is hampered by the ROS upsurge that
culminates in oxidative stress (Fidan and Dun-
dar 2008). ROS arise as by-products of nor-
mal cellular metabolism or as a consequence
of exposure to certain chemicals (Krieger and
Loch-Caruso 2001). These electrophilic me-
tabolites or radicals can readily interact with
essential biomolecules, including DNA, pro-
teins and lipids, leading to oxidative modifica-
tion, hence, structural and functional altera-
tions (Fernandez et al. 2003).

Propolis is considered as one of the most
promising natural products presenting not
only therapeutic action, but also a preventive
one (Galvao et al. 2007). It contains more than
300 compounds from different groups. It con-
tains mostly a mixture of polyphenols, flavo-
noids (major ingredients), phenolic acids and
their esters, caffeic acid and their esters, phe-
nolic aldehydes and ketones; moreover, pro-
teins, amino acids, vitamins (A, B1, B2, B3
and biotin), minerals (calcium, phosphorous,
magnesium, manganese, iron, zinc, silicon,
potassium, cobalt and copper). Flavonoids
and esters of phenolic acids in propolis have
been recognized as antiseptic, cytostatic,
antimicrobial, antibiotic, antiviral, antifungal,
antibacterial and hepatoprotective (Najafi et
al. 2007). General medicinal uses of propolis
have also been described; they include treat-
ment of cardiovascular, blood system and re-
spiratory disorders, and cancer (Kimoto et al.
1999), digestive tract disorders and immune
system support (Ansorge et al. 2003) and der-
matological disorders (Hausen et al. 1992).
Propolis has been shown to stimulate various
enzyme systems, cell metabolism, circulation
and collagen formation (El-Kott and Owayss
2008). Most of these effects have been related
to the antioxidant and free radical scavenging
properties of propolis (Wang et al. 2004). The
aqueous propolis extract contains about 90%
of carbohydrates and 80% of total flavonoids
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found in crude propolis. In aqueous propolis
extract, most of flavonoids, terpenes, vitamins,
amino acids, caffeic acid phenyl esters and
other water-soluble compounds were released
and remain free of wax and resin (Najafi et al.
2007). Recently, this nontoxic natural product
was reported to show multiple pharmacologi-
cal effects represented as antiviral, antibacte-
rial, antifungal, anticancer, anti-inflammatory
and antioxidant properties (Kumazawa et al.
2004).

Octylphenol has been demonstrated to stimu-
late free radical production, resulting in oxida-
tive deterioration of lipids, proteins and DNA,
and initiating various pathological conditions
in humans and animals. Moreover, it has been
shown that, both in vivo and in cultured hepa-
tocytes, in parallel to liver damage, octylphe-
nol may also determine a recognizable frag-
mentation of nuclear DNA and karyolysis (Kim
et al. 2006). On the other hand, propolis may
be useful for ameliorating toxic effects of dif-
ferent substances (Aso et al. 2004).

Therefore, the present study was conducted
to investigate: (1) the biochemical alterations,
oxidative stress and DNA fragmentation in-
duced in liver from male albino rats treated
with 4-tert-OP, (2) the role of propolis as a nat-
ural curative antioxidant product in alleviating
that negative effect of 4-tert-OP, and (3) the ef-
fect of propolis alone on the tested biochemi-
cal parameters, as a protective supplement.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

Octylphenol was purchased from Sigma-Al-
drich Company (Los Angeles, USA). Crude
propolis was obtained from honey bee (Apis
mellifera carnica) colonies situated at the api-
ary of Faculty of Agriculture at Fayoum, Egypt.
All other chemicals used in the experiment
were of analytical grade.

Preparation of 4-tert-OP

4-tert-OP was suspended in corn oil, sonicat-
ed for 60 seconds and kept in refrigerator dur-
ing the experiment period. The resulting sus-
pension was administered to animals by ga-
vage at doses of 100 mg/kg b.wt. (Barles and
Aydogan 2008).

Preparation of aqueous propolis extract

Propolis was kept dry and freezed (-40°C) until
used. Propolis samples were mixed with dis-
tilled water, heated gently and filtered through
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Whatman No:1 filter paper. Propolis was fresh-
ly prepared and administered to animals by
gavage at dose of 100 mg/kg b.wt. (El-Khayat
et al. 2009).

Animals

Fifty adult male Swiss albino rats of the same
age (6 weeks) and weighing 120-150 g were
used throughout this study. Animals were ob-
tained from the Egyptian Holding Company
for Biological Products and Vaccines, Cairo,
Egypt. Animals were maintained under stan-
dard conditions of ventilation, temperature
(25+2°C), humidity (60-70%) and light/dark
condition (12/12h). The rats were housed in
stainless steel cages and provided with free
access to food and drinking water ad libitum.
After two weeks of acclimatization, animals
were divided into 5 groups (n=10 each). Rats
were orally administered their respective dos-
es by gavage every day throughout the study.
The local committee approved the design of
the experiments, and the protocol complied
with the guidelines of the National Institutes of
Health (NIH, USA).

Experimental design

Animals were divided into 5 groups of 10 ani-
mals each. Group 1 (control group); rats were
orally administered with corn oil once per
day for 6 weeks and for 12 weeks. Group 2
(4-tert-OP group); rats were orally adminis-
tered with 4-tert-OP (100 mg/kg b.wt.) for 6
weeks. Group 3 (Propolis group); rats were
daily administered with aqueous propolis ex-
tract (100 mg/kg b.wt.) for 6 weeks. Group 4;
rats were orally administered with a combina-
tion of 4-tert-OP (100 mg/kg b.wt.) and aque-
ous propolis extract (100 mg/kg b.wt.) for 6
weeks. Group 5; rats were orally administered
with 4-tert-OP (100 mg/kg b.wt.) for 6 weeks
followed by a combination of 4-tert-OP (100
mg/kg b.wt.) and aqueous propolis extract
(100 mg/kg b.wt.) for another 6 weeks.

Biochemical analysis

At the end of the experiment, animals were sac-
rificed using ether anesthesia and decapitation
after a 24 hours fasting period from the final
administration. Blood samples were collected,
left to clot and then centrifuged at 3000 rpm
for 15 minutes. Serum was stored at -80°C for
evaluating the biochemical parameters. Anoth-
er blood samples were collected immediately
on heparin to obtain plasma samples. Tubes
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with heparinized blood were centrifuged at
3000 rpm for 10 minutes and stored at -80°C.

Liver tissue

Antioxidant parameters

Liver tissue was minced and homogenized
(10% w/v) in tris-sucrose buffer (50mM Tris-
HCI, 0.25M sucrose, pH 7.2-7.4) by using a
tissue homogenizer (Mechanika precyzyjna
Warszawa MPW-309, Poland). The homoge-
nate was centrifuged at 5000 rpm for 20 min-
utes at 4°C, and the supernatant was used for
determination of biochemical parameters, as-
say of different antioxidant enzymes and thio-
barbituric acid reactive substances (TBARS).

Histopathological studies

Liver were immediately excised, washed us-
ing chilled saline solution, blotted, weighed
and processed for biochemical studies. A
small piece of each was immediately fixed in
10% formalin. These formalin-fixed tissues
were embedded in paraffin, sectioned (5mm),
stained with hematoxylin and eosin (H&E), and
examined under a light microscope for histo-
pathological assessment.

Blood parameters

Serum was used to estimate the following
liver enzymes, alanine transaminase (ALT; EC
2.6.1.2) and aspartate transaminase (AST; EC
2.6.1.1) (Reitman and Frankel 1957), alka-
line phosphatase (ALP; EC 3.1.3.1) (Bessey
et al. 1946) and gamma glutamyl transfer-
ase (GGT; EC 2.3.2.2) (Rosalki 1975) using
BioMed kit (Hannover, Germany). Total and
direct bilirubin determinations (Pearlman and
Lee 1974) were performed by using Diamond
Diagnostics kit (Hannover, Germany). Serum
and liver total protein contents (Lowry et al.
1951), albumin concentration (Doumas et al.
1971), urea and creatinine (Henry 1974; Pat-
ton and Crouch1977), total lipids (Knight et
al. 1972), total cholesterol (Allain et al. 1974),
triglycerides (Fossati and Prencipe 1982)
and HDL-cholesterol (Castelli et al. 1977)
were quantified using BioMed kit (Hannover,
Germany). Finally, serum LDL-cholesterol
was calculated using the equation of [total
cholesterol-(triglycerides/5)-HDL-cholesterol].
Total antioxidant capacity was measured in
plasma using the commercial Biodiagnostic
Company Kit according to the previously de-
scribed method (Koracevic et al. 2001). Hepat-
ic malondialdehyde (MDA) level was estimated



(Esterbauer and Cheeseman 1990) in terms of
thiobarbituric acid reactive substances forma-
tion. The activity of glutathione S-transferase
(GST; EC 2.5.1.18) was measured according to
the method of Habig et al. (1974). The activity
of catalase enzyme (CAT; EC 1.11.1.6) in tissue
supernatant was measured according to the
method of Xu et al. (1997). Total (Cu-Zn and
Mn) superoxide dismutase (SOD; EC 1.15.1.1)
was assayed according to a previous described
method (Minami and Yoshikawa 1979).

DNA fragmentation

Liver samples were collected immediately af-
ter sacrificing the animals. The damage of
DNA was tested by using the diphenylamine
assay according to Gibb et al. (1997).

Statistical analysis

Data were expressed as mean + standard de-
viation (S.D.) of ten replicate determinations.
Statistical analysis was performed using one-
way analysis of variance (ANOVA) to assess
significant differences among different groups
(Sokal and Rohlf, 1969). The results are consid-
ered to be significant when P<0.05. All statisti-
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cal analyses were performed using SPSS soft-
ware program version 16 (SPSS® Inc., USA).

RESULTS

No mortality was seen in animals during the
study. The dose of propolis did not initiate any
side effects for the animals, whereas many
side effects were observed in animals treated
with 4-tert-OP such as yellowish body hair,
loosing of body weight, general weakness
(completely loss of activity), abdominal edema
and enlargement of testes.

Blood parameters

The data summarized in Figure 1 indicates
that, AST, ALT, ALP and GGT activities were
significantly increased (P<0.05) in rats receiv-
ing 4-tert-OP either alone (group 2) or in com-
bination with aqueous propolis extract (groups
4 and 5) when compared with the control
group (group 1). However, the same param-
eters in rats receiving aqueous propolis ex-
tract alone (group 3) were significantly lower
(P<0.05) than the control group. Control group
of 12 weeks presented the same characteris-
tics of the 6 weeks control group.

Figure 1. Changes in the activities of serum ALT (1U/l), AST (IU/l), ALP (IU/l) and GGT (IU/l) of male
albino rats treated with 4-tert-OP (group 2), aqueous propolis extract (group 3) and combination
of both (groups 4 and 5).

Values are expressed as means+SD; n=10 for each treatment group.

Significant difference from the control group at *P<0.05.

Significant difference from the octylphenol group at #P<0.

05.
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Figure 2 shows the significant increase (P<0.05)
in total bilirubin level in groups treated with
4-tert-OP either alone or combined with aque-
ous propolis extract compared to control group.
Meanwhile, there was a significant decrease
(P<0.05) in the level of the same parameter in
propolis group compared to the control group. In
addition, in Figure 2, it is demonstrated the posi-
tive effect of aqueous propolis extract in groups
4 and 5, as detected by the significant decrease
(P<0.05) in the level of bilirubin of those groups
compared to the 4-tert-OP group. On the other
hand, no significant changes were detected in
the level of direct bilirubin of propolis group al-
though there was a significant increase (P<0.05)
in the same parameter of 4-tert-OP group com-
pared to control group. In groups 4 and 5, a sig-
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nificant decrease was detected in direct bilirubin
level compared to 4-tert-OP group.

Total proteins content and albumin were sig-
nificantly decreased (P<0.05) only in rats re-
ceiving 4-tert-OP alone when compared to
the control group. However, the same param-
eters were significantly increased (P<0.05)
and significantly decreased (P<0.001) when
compared to rats receiving aqueous propo-
lis extract alone (group 3) or rats receiving a
combination of both 4-tert-OP and aqueous
propolis extract (groups 4 and 5) in relation to
control group, respectively. In addition, aque-
ous propolis extract treatment significantly
attenuated the 4-tert-OP-mediated decrease
in serum total proteins, albumin and globulin
concentrations as shown in Figure 3.

E= Total Bilirubin
E=3 Direct Bilirubin
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Figure 2. Concentration of total and direct
bilirubin (mg/dl) of male albino rats treated with
4-tert-OP (group 2), aqueous propolis extract
(group 3) and combination of both
(groups 4 and 5).

Values are expressed as means+SD; n=10 for each
treatment group.

Significant difference from the control group at *P<0.05.
Significant difference from the octylphenol group at #P<0.05.

EE Total Proteins
EE3 Albumin
E3 Globulins

Figure 3. Serum level of total proteins
(9/dl), albumin (g/dl) and globulin (g/dl) of
male albino rats treated with 4-tert-OP (group
2), aqueous propolis extract (group 3) and
combination of both (groups 4 and 5).
Values are expressed as means+SD; n=10 for each
treatment group.
Significant difference from the control group at *P<0.05.
Significant difference from the octylphenol group at #P<0.05.



Further, 4-tert-OP treatment led to a significant
increase (P<0.05) in the creatinine and urea lev-
els, while aqueous propolis extract showed a
significant recovery in these parameters (P<0.05)
by reducing their concentrations in serum. Treat-
ment with 4-tert-OP plus aqueous propolis ex-
tract significantly alleviated the undesirable in-
creased levels of creatinine and urea when com-
pared to with 4-tert-OP-treated animals (Table 7).
Total serum lipids, total cholesterol, triglycer-
ides and LDL-C levels were significantly in-
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creased (P<0.05) while HDL-C was significantly
lowered (P<0.05) in 4-tert-OP group when com-
pared to the normal control rats (Table 2). Aque-
ous propolis extract could significantly (P<0.05)
modulate the lipid contents in rats by decreas-
ing total lipids, total cholesterol, triglycerides
and LDL-C levels with significantly favorable
increase (P<0.05) in HDL-C level. In addition,
propolis extract reversed the alterations induced
by 4-tert-OP in all lipid contents as shown from
the results of groups 4 and 5 (Table 2).

Table 1. Serum level of creatinine (mg/dl) and urea (mg/dl) of male albino rats treated with
4-tert-OP (group 2), aqueous propolis extract (group 3) and combination of both (groups 4 and 5).

Group
Parameter Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5
Creatinine 0.57+0.02 0.81+0.03* 0.54+0.02* 0.69+0.03** 0.74+0.03**
Urea 22.48+0.17 30.18+0.46* 20.94+0.46* 26.64+0.54** 28.23+0.32**

Values are expressed as meansSD; n=10 for each treatment group.

Significant difference from the control group at *P<0.05.
Significant difference from the octylphenol group at #P<0.05.

Table 2. Changes in the concentrations of serum total lipids (mg/dl), total cholesterol
(mg/dl), triglycerides (mg/dl), HDL (mg/dl) and LDL (mg/dl) of male albino rats treated with
4-tert-OP (group 2), aqueous propolis extract (group 3) and combination of both (groups 4 and 5).

Group
Parameter Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5
Total lipids 436.57+3.03  838.83+6.76" 400.275+10.50* 548.91+12.03* 514.75%11.42*
Total cholesterol  119.46+1.69  174.64+0.60* 99.31+1.16* 138.60+1.21* 121.72+1.65"
Triglycerides 89.44+1.64 129.42+1.91* 50.20+2.42* 104.06+1.82** 94.91+1.98**
HDL 37.80+0.80 16.71=0.82* 55.34+0.90* 31.60+0.95* 34.79+0.85**
LDL 63.77x1.77 132.10+1.69* 34.00+0.90* 86.19+2.11* 67.96+1.86™*

Values are expressed as meansSD; n=10 for each treatment group.
Significant difference from the control group at *P<0.05.
Significant difference from the octylphenol group at #P<0.05.
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Hepatic oxidative stress

Plasma total antioxidant enzymes concentra-
tion and GST, SOD and CAT activities were sig-
nificantly decreased (P<0.05) in 4-tert-OP group
compared to control group. However, the con-
centrations and activities of total antioxidant en-
zymes, GST, SOD and CAT were significantly in-
creased (P<0.05) when aqueous propolis extract
was administered in both, groups 4 and 5, com-
pared to 4-tert-OP group. Administration of aque-
ous propolis extract alone induced a significant
increase in total antioxidant capacity, GST, SOD

and CAT compared to control group (Table 3).
Animals treated with 4-tert-OP had a significant
increase (P<0.05) in the level of MDA concen-
tration compared to control group (Table 3). Si-
multaneous treatment with aqueous propolis
extract (groups 4 and 5) significantly abolished
the enhancing effect of 4-tert-OP on hepatic
lipid peroxidation, fact that was expressed as
a lower level of MDA in hepatocytes (P<0.05).
In group 3, treated with aqueous propolis ex-
tract only, no effect on lipid peroxidation in the
liver was observed (Table 3).

Table 3. Changes in the levels of plasma total antioxidant capacity (mM/L) and liver MDA (n mole/g
tissue), SOD (units/g tissue), CAT (mole/min/g tissue), and GST (units/g tissue) of male albino rat treated
with 4-tert-OP (group 2), aqueous propolis extract (group 3) and combination of both (groups 4 and 5).

Group
Parameter Group 1 Group 2 Group 3 Group 4 Group 5
Total antioxidant
capacity 1.09+0.06 0.59+0.03* 1.19+0..02* 0.83+0.01*# 0.76+0.02**
MDA 158.81+11.283  658.96+20.46 138.56+7.92  227.86+8.56™* 352.24+7.89*
SOD 59.43+1.30 23.77+2.39* 65.70+3.19* 40.23+1.75* 31.91+1.62*
CAT 0.77+0.02 0.41+0.01* 0.91+0.01* 0.61+0.01*# 0.51+0.01*
GST 2.04+0.11 1.06+0.06* 2.44+0.10" 1.80+0.08** 1.49+0.11*

Values are expressed as meansSD; n=10 for each treatment group.
Significant difference from the control group at *P<0.05.
Significant difference from the octylphenol group at *P<0.05.

DNA fragmentation

The results of the diphenylamine assay (Figure
4) showed that DNA of liver cells from 4-tert-
OP treated animals was significantly degraded
(P<0.05), compared to control group. Groups

4 and 5 showed a significant improvement
(P<0.05) in the level of DNA fragmentation
of liver cells, compared to 4-tert-OP treated

group.
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Figure 4. DNA fragmentation as a measure of soluble DNA released from apoptotic nuclei into the
cytoplasm of male albino rat treated with 4-tert-OP, aqueous propolis extract and combination of both.

Values are expressed as means+SD; n=10 for each treatment group.

Significant difference from the control group at *p<0.05.

Significant difference from the octylphenol group at #p<0.05.

-74 -



Histopathology

Histopathological examination of liver of
control group revealed normal hepatic archi-
tecture, cellular and nuclear configurations
(Figure 5). Histopathological alterations ob-
served in 4-tert-OP treated group were vari-
able. Liver section of rats treated with 4-tert-
OP showed sinusoidal dilatation and atrophy
of hepatocytes (Figure 6A) and multifocal ar-
eas of coagulative necrosis (Figure 6B). Sec-
tions of liver from rats treated with aqueous
propolis extract alone, showed to be similar

Figure 5. Photomicrograph of control
liver section showing normal hepatic
architecture. H&E stain (400x).
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to the control group sections (Figure 7). Livers
from rats treated with 4-tert-OP plus aque-
ous propolis extract did not reveal any necro-
sis area and regained their normal structure
(Figure 8A&B). Liver section from rats treated
with 4-tert-OP followed by aqueous propolis
extract showed moderate dilatation of portal
blood vessels and vacuolar degeneration of
hepatocytes (Figure 9A) and multifocal areas
of minute aggregations of lymphocytes scat-
tered here and there in the hepatic parenchy-
ma (Figure 9B).

Figure 7. Photomicrograph of liver section of rats
treated with aqueous propolis extract showing
almost normal hepatic structure. H&E stain (400x).

Figure 6. Photomicrograph of liver section
of rats treated with 4-tert-OP showing
sinusoidal dilatation and atrophy of
hepatocytes (A) and multifocal areas of
coagulative necrosis (B). H&E stain (400x).

F
tre

igure 8. Photomicrograph of liver section of rats
ated with 4-tert-OP plus aqueous propolis extract

showing central veins were mildly dilated with mild
peripheral vacuolar degeneration of hepatocytesand

mo

Kupffer cell activation (A) and minute foci of
nonuclear cell infiltrate were found scattered in the

hepatic parenchyma (B). No areas of necrosis were
observed in the livers of such group. H&E stain (400x).
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Figure 9. Photomicrograph of liver section of rats treated with 4-tert-OP followed by
aqueous propolis extract showing moderate dilatation of portal blood vessels and vacuolar
degeneration of hepatocytes (A) and multifocal areas of minute aggregations of lymphocytes

scattered here and there in the hepatic parenchyma (B).

DISCUSSION

The multi-generation studies in rats showed
toxic effects of xenoestrogens not only on re-
productive organs but also on non-reproduc-
tive targets such as kidney and liver (Nagao
et al. 2001). The present study was performed
to investigate the toxic effects of 4-tert-OP
on liver and the ameliorating effect of aque-
ous propolis extract as a natural product able
to reduce the induced oxidative damage in
hepatocytes of male albino rats. Although
few compounds have been tested for the de-
toxification of 4-tert-OP, there is no previous
study carried out with propolis (Korkmaz et al.
2010). The adverse effects of a large number
of xenoestrogens depend on their production
of free radicals which initiate the process of
lipid peroxidation in the cell membrane. It has
been suggested that therapeutic activities of
propolis depend mainly on the presence of fla-
vonoids. These flavonoids are known for their
strong scavenging effect on free radicals and
may also be able to suppress the formation of
free radicals by binding to heavy metal ions
which are known to catalyze many processes
leading to the generation of free radicals (Ca-
vallini et al. 1978). The aqueous propolis ex-
tract was shown to have a protective effect
on hepatocytes against carbon tetrachloride
(CCl,)-induced injury in vitro (Mahran et al.
1996) and in vivo (El-Khatib et al. 2002).

The current results showed a pronounced de-
crease in the activities of serum ALT, AST, ALP
and GGT after oral treatment with aqueous
propolis extract in both group 4 and 5 com-
pared to 4-tert-OP group. These results indi-
cate hepato-protection induced by propolis.
This protective effect may be due to the an-
tioxidant effect of propolis which was previ-
ously confirmed (Almaraz-Abarca et al. 2007).
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Another study (Kolankaya et al. 2002) reported
that the treatment with propolis significantly
prevented the release of transaminases and
significantly enhanced protein towards control,
suggesting its hepatoprotective potential. The
induction of AST, ALT and ALP reflects liver in-
jury associated with necrosis, whereas GGT
points to hepatic cholestasis (Rodriguez-Ga-
ray 2003). As shown from the present results,
elevated levels of these liver enzymes plus
total and direct bilirubin in blood circulation
were observed in 4-tert-OP group compared
to control group indicating hepatic injury. This
is in agreement to previous results, showing
that increased bilirubin levels indicated dif-
fused harm to the liver (EI-Kott and Owayss
2008). The rise in both AST and ALT levels is
one of the most familiar indicators of hepato-
cellular damage. These observations are simi-
lar to the previously reported data (Barles and
Aydogan 2008) which indicated that the expo-
sure of male and female rats to 4-tert-OP in-
duced potential toxic effects on liver, kidney
and spleen tissues. The present data also in-
dicated that treatment with aqueous propolis
extract alone decreased the activities of AST,
ALT, ALP and GGT enzymes and total bilirubin
in serum compared to control group.

The present study indicated hepatocellular
toxicity in 4-tert-OP treated rats as evidenced
by decreased levels of protein content com-
pared to control animals. These results are in
agreement with other studies (Lotfy 2006). The
anabolic effect of propolis was suggested by
the increased level of serum total proteins and
globulin contents in propolis treated group
compared to control. This effect of propolis
is in agreement with other study (Nirala et al.
2008) which stated that propolis significant-
ly improved the total proteins content of the



liver and kidney and showed more profound
therapeutic effects. Cellular recovery was also
evident through the improvement in total pro-
teins, albumin and globulin contents in both
group 4 and 5 compared to 4-tert-OP group.
This is in agreement to previous results that
showed intracellular glutathione regulated
protein turnover after treatment with propolis
(Demasi and Davies 2003).

In this study, nephrotoxicity was manifested
by inhibition of kidney function as indicated by
increased serum creatinine and urea levels in
4-tert-OP group compared to control group.
These results are supported by similar find-
ings (Ferreira-Leach and Hill 2001). 4-tert-OP
acts essentially in the proximal renal tubules,
inhibiting the enzyme phosphoenol-pyruvate
carboxylase, and it alters the structural and
functional renal ability to metabolize calcium
(Betina 1989). Significant reduction of serum
urea and creatinine levels was noticed after
administration of aqueous propolis extract in
both group 4 and 5 compared to 4-tert-OP
group. These results may indicate that propo-
lis can attenuate renal damage by decreasing
the concentrations of urea and creatinine as
previously reported (Abo-salem et al. 2009) on
STZ-induced diabetic rats. This effect is prob-
ably due to the antioxidant protective effect of
propolis which could have accumulated in the
cells of the proximal convoluted tubule of the
kidney where propolis was reported to be col-
lected and secreted (Sun et al. 2000). Caffeic
acid phenethyl ester (CAPE), a biological ac-
tive component of propolis was found to im-
prove renal function tests in a rat model with
lithium-induced renal tubular damage and oxi-
dative stress (Oktem et al. 2005).

In the current study, a marked increase in the
concentrations of serum total lipids, total cho-
lesterol, triglycerides, LDL-C with a decrease in
the level of HDL-C was found in the 4-tert-OP
treated group compared with control group,
which may reflect the impairment of liver func-
tion, particularly on lipid metabolism. Different
studies indicated that propolis alleviated too
high blood lipids, high total cholesterol and ar-
teriosclerosis (Castaldo and Capasso 2002).
This result is in agreement to the present data
in both group 4 and 5 compared to 4-tert-OP
group and represents the powerful influence of
propolis to reduce the risk of hyperlipidemia as
a result of some toxicant. Several studies are
in agreement with the present study (Nirala et
al. 2008) which proved the modulating effect
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of propolis on total cholesterol and triglycer-
ides levels with a significant increase in total
proteins content after beryllium toxicity and
the improvement of serum level of HDL-C by
propolis in a dose-dependent manner.
Malondialdehyde (MDA), the stable end prod-
uct of lipid peroxidation, was elevated sug-
gesting the generation of free radicals in the
metabolism of 4-tert-OP. Since, membrane
phospholipids are major targets of oxidative
damage, lipid peroxidation is often the first pa-
rameter analyzed for proving the involvement
of free radical damage. Lipid peroxidation pro-
duces a progressive loss of cell membrane
integrity, impairment in membrane transport
function and disruption of cellular ion homeo-
stasis (Bano and Bhatt 2007). Previous stud-
ies suggested that the toxicity of 4-tert-OP
may be the result of three major effects: in-
hibition of ATP synthesis, inhibition of protein
synthesis and enhanced lipid peroxidation
(Marquardt and Frohlich 1992). In the present
study, aqueous propolis extract attenuated
the 4-tert-OP induced MDA formation possi-
bly due to its intrinsic antioxidant properties,
thus aqueous propolis extract may prevent
peroxidative changes in liver tissue. This ob-
servation demonstrates the scavenging effect
of propolis on free radicals produced by liver
in response to 4-tert-OP toxicity. These results
are in agreement with another study (Abdel-
Wahhab et al. 2005), in which the protecting
effect of propolis on ochratoxin A toxicity was
demonstrated.

Improvement of lipid profile, MDA and SOD
activity in mice by propolis treatment was
demonstrated (Luan et al. 2000). Furthermore,
propolis was found to modulate antioxidant
enzymes and decrease lipid peroxidation pro-
cesses in plasma, liver, lungs, and brain of
mice in a dose- and tissue-dependent man-
ner (Shinohara et al. 2002). Propolis is a rich
source of essential elements, including Zn?,
Mg?*, Cu?*, Fe?*, Mn?*, Ni?* and Ca?* (Haro et
al. 2002), that might also be responsible for
reactivating antioxidant enzymes by providing
optimum trace elements.

The present study showed significant im-
provement in SOD activity after treatment
with aqueous propolis extract. This improve-
ment can play an important role in the cellular
defense against the oxidative stress induced
by 4-tert-OP. Previous study (Benguedouar
et al. 2008) proved the decreasing of super-
oxide anion radicals and inhibition of the lipid
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peroxidation in animals receiving 100 mg/kg
propolis extract. In the present study, the in-
crease of antioxidant enzyme activities such
as SOD, CAT and GST may be considered as
a protective mechanism against free radical
production and lipid peroxidation. The results
also showed that SOD, CAT and GST activities
significantly decreased in rat blood by 4-tert-
OP intoxication compared to control animals.
It is possible that the observed insufficiency
in antioxidant power could be due to direct
modification of the antioxidant defenses by
4-tert-OP.

The dramatic effects of 4-tert-OP on protein
level and the activity of liver enzymes and anti-
oxidant enzymes are supported by the results
on DNA fragmentation. The liver DNA in 4-tert-
OP treated animals was found to be greatly
degraded compared to control animals, which
may explain the deleterious effect of 4-tert-OP
on the level of cellular proteins and enzymes.
This result is in agreement with previous re-
sults of Kim et al. (2006). The ameliorative ef-
fect of aqueous propolis extract on DNA frag-
mentation and cell apoptosis was confirmed
by the results of group 4 and 5 compared to
4-tert-OP group, and this result is supported
by similar findings of Aso et al. (2004).

CONCLUSION

The present study demonstrates that 4-tert-
OP induced oxidative stress in rat blood by de-
creasing the activities of antioxidant enzymes
and protein content with an increase in liver
enzymes activities. Propolis could improve liv-
er function and serum lipid profile, and dimin-
ish the generation of free radicals by inducing
antioxidant defense mechanism, hence, mini-
mizing the damage of cell membranes. In ad-
dition, it had an anabolic effect. These results
are confirmed by measuring the level of DNA
fragmentation. These results were observed
when aqueous propolis extract was admin-
istered alone compared to control group and
also in combination with 4-tert-OP compared
to 4-tert-OP group either in group 4 and 5.
Based on these promising findings, it might
be anticipated that propolis treatment may be
beneficial in the severely hepatotoxic ailments.
Consequently, propolis could be used as a po-
tential antioxidant against 4-tert-OP intoxica-
tion as it restore the normal liver functions.
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Las serpientes de coral son el grupo de elapi-
dos mas diversificado en el continente ame-
ricano y pueden ser encontradas en practi-
camente todos los habitats desde el sur de
E.U.A. hasta Argentina. Debido en parte a sus
habitos semifosoriales y a su naturaleza poco
agresiva, estas serpientes ocasionan menos
del 5% de los accidentes ofidicos que ocurren
en Ameérica. Independientemente de su baja
incidencia, estos envenenamientos ocasionan
cuadros clinicos marcadamente neurotoxicos
cuya severidad varia de leves a muy graves e
incluso fatales. La investigacion de la compo-
sicién de estos venenos y la caracterizacién
de sus componentes toxicos es de vital im-
portancia en la comprension de la fisiopato-
logia de los envenenamientos y por lo tanto el
desarrollo de tratamientos adecuados.

El objetivo del presente trabajo fue identificar
y caracterizar los componentes mas relevan-
tes del veneno de Micrurus tener involucrados
en los procesos de envenenamiento en rato-
nes asi como en sus presas naturales. Este
contribuira a ampliar el conocimiento actual
respecto a la bioquimica de los venenos de
serpientes de coral. Ademas, proporcionara
nuevas herramientas para el estudio de estas
toxinas desde un punto de vista funcional y
toxicolégico.

La estrategia experimental consistié en 3 eta-
pas. En la primera se llevé a cabo el analisis
del veneno completo mediante un ensayo titu-
lométrico de actividad de fosfolipasa A, (PLA,)
sobre yema de huevo y electroforesis en geles
de poliacrilamida en presencia de dodecilsul-
fato sédico (SDS-PAGE). Posteriormente, se
determino la dosis letal media (DL, ) y se reali-
zaron observaciones de la signologia en rato-
nes y serpientes (género Conopsis) al inyectar
el veneno por via intravenosa y subcutanea.
Para iniciar la segunda etapa, el veneno fue
separado por RP-HPLC y cada una de las
fracciones obtenidas fue sometida a los mis-
mos ensayos que el veneno completo ademas
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de una determinaciéon de masas moleculares
mediante espectrometria de masas (ESI-MS).
A partir de la informacion obtenida en las pri-
meras dos etapas del proyecto, fueron selec-
cionadas las fracciones para realizar la tercera
etapa. Esta consistio en la determinacion de la
afinidad de cada fraccion por el receptor nico-
tinico de acetilcolina muscular adulto (hnAChR
afey) murino mediante ensayos electrofisiol6-
gicos en los que se expresaron los receptores
en ovocitos maduros de Xenopus laevis. Para
realizar las mediciones se utilizé la técnica de
Voltage Clamp de dos electrodos.

Se determind en el veneno completo de M. te-
ner una actividad de PLA, de 113,2 U/mg, la
cual es acorde con la actividad observada en
experimentos similares para otros venenos de
coralillos norteamericanos. En cuanto a sus
efectos in vivo, se determind en ratones una
DL,, i.v. de 1,2 pg/g y una DL, subcutanea
(s.c.) de 4,4 ug/g mientras que la DL, s.c. en
reptiles fue de 12,1 ug/g. Posteriormente, se
decidié obtener una dosis paralizante media
(DP,,) definida como la dosis capaz de ocasio-
nar una paralisis flacida generalizada al 50%
de una poblacién inyectada por via subcuta-
nea. No se observaron diferencias significati-
vas al comparar la DP, s.c. en ratones (4,7
ug/g) con la DP_, s.c. en reptiles (4,1 ug/q)
por lo que no es posible suponer la existencia
de especificidad del veneno por alguno de los
modelos de estudio. Por otro lado, estas ob-
servaciones permiten concluir que el principal
efecto ocasionado por el veneno es la para-
lisis flacida y la muerte de los ejemplares es
consecuencia de ésta.

Al pasar el veneno por una columna C18 (RP-
HPLC) se obtuvieron 32 fracciones, cada una de
las cuales presentaba entre 2 y 8 componentes
de masas moleculares distintas. Se identifica-
ron cinco familias: a) compuestos de bases ni-
trogenadas; b) péptidos de bajo peso molecu-
lar (1 a 5 KDa); c) componentes a-neurotéxicos;
d) fosfolipasas A, activasy e) proteinas de ma-



yor peso molecular (17 a 22 KDa).

El grupo de componentes a-neurotoxicos re-
presenta cerca del 40% del veneno total y lo
conforman moléculas con peso molecular en-
tre 6 y 8 KDa. Entre éstas, so6lo una fraccion
(F12) ocasiono paralisis flacida y muerte tanto
en el modelo murino como en el reptil. Por otro
lado, la fraccidén 6 ocasiond paralisis flacida y
muerte en el modelo murino, sin embargo no
tuvo ningun efecto en serpientes. Finalmente,
las fracciones 10, 11, 13 y 15 ocasionan al-
gun grado de pardlisis (desde debilidad has-
ta paralisis flacida generalizada y muerte) en
las serpientes mientras que no tienen ningun
efecto observable en ratones. En los experi-
mentos electrofisiolégicos se observd que
seis de las fracciones probadas (F6, F8, F10,
F11, F12 y F13) tienen efecto bloqueador del
NAChR afey murino con una dosis inhibitoria
media entre 24 nM (F6) y 496,6 nM (F11).

La familia de fosfolipasas A, activas esta con-
formada principalmente por componentes de
peso molecular entre 13 y 14 KDa y represen-
ta alrededor del 39% del total del veneno. En
todas ellas se detecto actividad fosfolipasa A,.
En cuanto a sus efectos in vivo, las fracciones
20a, 22 y 23 probaron ser letales en el mode-
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lo murino y ocasionar algun grado de paralisis
en serpientes. No se observo efecto alguno en
ninguno de los modelos animales con el resto
de las fracciones probadas.

El veneno de Micrurus tener esta constituido
por una mezcla compleja de componentes.
Entre éstos, los mas relevantes durante el en-
venenamiento en ratones son a-neurotoxinas
y fosfolipasas A,. No se observé mayor letali-
dad del veneno completo al ser inyectado en
serpientes respecto a aquella observada tras
su inyeccion a ratones. El principal efecto ejer-
cido por el veneno en ambos modelos anima-
les es la paralisis flacida.

Respecto a las fracciones del veneno, sola-
mente cinco mostraron ser letales para ratones.
Se identificaron 6 fracciones con capacidad
bloqueadora del nAChR murino. Se observa-
ron 4 fracciones que ocasionan paralisis flacida
en serpientes y sin embargo no tienen ningun
efecto en ratones, lo cual puede ser evidencia
de especificidad por los nAChR de repitiles.
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La glicoproteina P es una bomba de eflujo de
expresion ubicua y de multiple especificidad de
sustrato que ha sido implicada en la respuesta
a fa&rmacos y diversas patologias. Se determi-
né su actividad mediante el ensayo de eflujo de
rodamina 123 en linfocitos de sangre periférica.
En individuos sanos, su actividad presentd ni-
veles alto, medio y bajo; no se encontré asocia-
cion con la edad, aungue en las mujeres resultod
menor que en los varones. En dos patologias,
VIH y colitis ulcerosa, la actividad resulté mayor
que en la poblacion sana. En particular en la
colitis ulcerosa, el aumento de la misma se co-
rrelaciond con la actividad de la enfermedad y
la resistencia al tratamiento.

En definitiva, en la poblacién sana el grupo de
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individuos con alta actividad y las mujeres con
baja actividad de glicoproteina P resultan po-
blaciones de riesgo a sub y sobreexposicion,
respectivamente, a sustratos del transportador.
En condiciones patoldgicas, posiblemente la
glicoproteina P se vea inducida en respuesta a
la polifarmacia, llegando a generar resistencia;
el ensayo de eflujo resulta una herramienta util
en la identificacion de este mecanismo. La in-
formacion aportada apunta al desarrollo de tra-
tamientos farmacoldgicos personalizados que
consideren el efecto de este transportador.
Tesis para optar al titulo de Doctora de la Universidad de Bue-
nos Aires, area Genética
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El gato doméstico, Felis catus, es un hipercar-
nivoro que se alimenta exclusivamente de pro-
teina animal. Existe una relacion directa entre
la dieta y la evolucion de las enzimas partici-
pantes en los procesos metabdlicos por lo cual
esta especie presenta deficiencias para los pro-
cesos de biotransformacion resaltando como
los mas evidentes la glucuronoconjugacion,
metilacion, hidroxilacién, sulfoconjugacion y
conjugacion con glutatién. Un ejemplo de estas
particularidades es la lenta glucuronoconjuga-
cién del acetaminofeno en el gato doméstico,
ya que la isoenzima UDP glucuronosiltransfe-
rasa 1A6 (UGT1A6) no se expresa en el higado
felino como resultado de multiples mutaciones
inactivantes sobre el gen que la codifica, dando
lugar a un defecto de especie para el metabo-
lismo de drogas.

En la mayoria de las especies, el acetaminofeno
es metabolizado predominantemente por con-
jugacion por acido glucurdnico y conjugacion
por sulfato. Un porcentaje de acetaminofeno es
oxidado por el citocromo P-450 produciendo
N-acetil p-benzoquinonaimina que se conjuga
con GSH (glutation) y es eliminado por orina
como conjugados del acido mercapturico. Los
gatos tienen una limitada capacidad para me-
tabolizar el acetaminofeno por glucuronocon-
jugacion. El resultado es una elevada presen-
tacién de acetaminofeno a la via oxidativa de
citocromo P-450 que induce la formacion del
metabolito electrofilico, altamente reactivo, N-
acetil p-benzoquinonaimina (NAPQ)I). Este me-
tabolito, posee caracteristicas electrofilicas que
le permiten establecer aductos con las macro-
moléculas celulares provocando dano hepatico
y formacién de metahemoglobina, la cual se
produce en el gato por la abundancia de gru-
pos tioles de la hemoglobina felina que la hace
particularmente sensible al dafio oxidativo.

El GSH es una molécula central en la homeos-
tasis celular y una de sus funciones es la de-
toxificacién de sustancias electrofilicas, entre
ellos el metabolito reactivo NAPQI. Su uso para
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el tratamiento de la intoxicacién con acetami-
nofeno se encuentra limitado por su corta vida
libre en plasma una vez que es administra-
do por via endovenosa. La encapsulacion del
compuesto en nanovesiculas de surfactante no
ionico (NIOSOMAS), representa una alternativa
para proteger la molécula de degradacion plas-
matica y para favorecer su acumulacion en hi-
gado, permitiendo la inactivacién del metaboli-
to NAPQIL.

En esta tesis se establecieron los valores fisio-
l6gicos de GSH, GSSG (glutatiéon oxidado) y
GSHt (glutation total) en plasma, eritrocito e hi-
gado que no estaban establecidos para el gato.
Los valores encontrados en plasma (uM) fueron
4,50 + 0,98 (GSH); 23,86 + 3,85 (GSHt) y 9,68
+ 3,89 (GSSQG). En eritrocito, los valores (mM)
fueron de 1,54 + 0,46 (GSH); 2,87 + 0,88 (GSHt)
y 0,66 + 0,36 (GSSG). Para el higado los valo-
res (hM/mg de proteina) encontrados fueron de
34,58 + 15,10 (GSH); 57,66 + 25,20 (GSHt) y
11,54 + 8,45 (GSSG). El dato mas significativo
es que GSSG esta presente en concentracio-
nes mas elevadas que GSH en plasma, con-
trariamente a lo que ocurre en otras especies,
poniendo en evidencia que fisioldgicamente en
el gato existe una rapida oxidaciéon de GSH a
GSSG en el plasma como posteriormente se
determiné en los ensayos realizados in vitro.
Se desarrollé una metodologia para la encapsu-
lacién de GSH en NIOSOMAS. Estas vesiculas
se forman por la agregacién de las moléculas
de surfactante no i6nico en un medio acuoso:
las moléculas anfifilicas se orientan formando
una bicapa que tiende a cerrarse sobre si mis-
ma formando vesiculas. La formacion de las ve-
siculas no es espontanea y requiere del agrega-
do de energia en la forma de agitacion o calor.
Se ensayaron tres metodologias y diferentes
proporciones de los componentes estructura-
les de las vesiculas. Se obtuvieron vesiculas
con una relacién Span 60/Colesterol/DCP, 67,5:
27,5:5 por el método de agitacidén sonicacion
que presentaron un porcentaje de atrapamiento
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del 49,9% que fue considerado apto para los
ensayos in vivo. Estas vesiculas presentaron un
tamano de 422 nm. Los ensayos en animales
de laboratorio mostraron buena tolerancia a la
perfusion endovenosa.

Los estudios de farmacocinética de GSH libre
(200 mg/ kg y 13,66 mg/kg en cloruro de so-
dio al 0,9%) y GSH niosomal (13,66 mg/kg en
cloruro de sodio al 0,9%) permitieron conocer
el comportamiento plasmatico-metabdlico de
estos compuestos. La dosis de GSH niosomal
presenté una vida media de 58 minutos, dupli-
cando la vida media de la misma dosis adminis-
trada en forma libre, como asi también la vida
media de la dosis de 200 mg/kg, permitiendo
mantener niveles plasmaticos por encima del
valor basal durante mas tiempo. La dosis nio-
somal administrada via intravenosa provoco un
incremento significativo de la concentracion de
GSH en higado y eritrocito con respecto a am-
bas dosis de la forma libre. El tratamiento con
GSH a 200 mg/kg aumentd la concentracion de
GSH eritrocitario y hepatico y permitio alcanzar
concentraciones terapéuticas en plasma.

Se evalud la respuesta de tres tratamientos
GSH libre (200 mg/kg), GSH niosomal (13,66
mg/kg) y aminoacidos (180 mg/kg de N-acetil-
cisteina y 280 mg/kg de metionina) en animales
intoxicados con acetaminofeno (Dosis toxica:
150 mg/kg). Tanto el tratamiento con GSH libre
(200 mg/kg) como el tratamiento con GSH nio-
somal en dosis de 13,66 mg/kg fueron efectivos
para disminuir la hepatoxicidad y la toxicidad
hematica en gatos. Si bien ambas formulacio-
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nes fueron efectivas, el grupo tratado con GSH
(200 mg/kg) tuvo una menor formacién de me-
tahemoglobina y se establecié una mayor con-
centracion de GSH en plasma, lo cual hace a
este tratamiento mas efectivo para la disminu-
cion de la metahemoglobina. El mecanismo de
accioén de GSH puede ser explicado por un do-
ble efecto, por un lado inactivando NAPQI for-
mada en las primeras horas de la intoxicacién o
fase metabdlica y por otro lado, un efecto sobre
la inactivacion de las especies reactivas mito-
condriales formadas en la fase postmetabdlica
de la intoxicacién y que son las responsables
de la amplificacion del dafo hepatocelular. El
tratamiento con GSH niosomal agrega a estos
efectos hepatoprotectores mencionados ante-
riormente un tercer efecto producto de la acu-
mulacion de las vesiculas en las células Kup-
ffer activadas por productos liberados durante
la muerte de los hepatocitos. Producto de esta
activacion se produce la liberacidn de especies
reactivas y oxido nitrico. GSH acumulado en
estas células inactivaria estas especies reacti-
vas lo cual explicaria el mayor efecto hepato-
protector de la formulacidon niosomal. Surge
entonces el desarrollo potencial de una terapia
combinada con niosomas y GSH libre, supera-
dora de las terapias actualmente usadas.

Tesis para optar al titulo de Doctor en Ciencia Animal de la Fac-
ultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional del Centro
de la Provincia de Buenos Aires.

Director: Alejandro L. Soraci

Codirectora: M. Ofelia Tapia
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be sent to another journal or published
in any way until the reviewing process
in Acta concludes.

All authors are responsible for the con-
tent of the article.

All authors express whether any conflict
of interest arose from the study. If they
received external funding, the source
should be declared. Likewise, any as-
sociation between authors and com-
mercial companies whose product/s
were used or mentioned in the study
must be stated.

If the article is accepted for publication,
all authors agree to transfer copyright
to Acta.

If one or more of these items are not ad-
dressed in the letter the editorial process
cannot be initiated.

General guidelines in the preparation of
manuscripts for original articles

Articles must be written using a word proces-
sor (Microsoft Word 2003 or higher) with dou-
ble-spacing throughout (including abstract,
references and tables), and a minimum letter
size of Arial 12. Manuscripts must contain page



numbers on each page from the first page. The
use of bold and italic letters must be limited to
the bare minimum necessary.

First page should contain the article title (in
capital letters), full name and affiliations of all
authors, workplace (name of institution and
postal address; if it differs between authors, nu-
merical superscripts, not in parentheses, next
to each author should be used to identify it);
fax and/or e-mail address of the corresponding
author (signaled by a subscript asterisk next to
the name).

Second page must include an English title and
the abstract, both in the language of submis-
sion and in English, each followed by four key
words in the corresponding language. If the
article is written in English, then the abstract
in Spanish must be provided. 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
procedures used, sufficiently detailed to enable
the experiments to be reproduced.

Ethical considerations. All clinical studies
must specify the name of the Ethics and Re-
search Committee responsible for the approval
of the study, as well as the patients’ written
consent. Studies involving non human experi-
mental subjects must give assurance that ethi-
cal guidelines for the protection of animal han-
dling and welfare were followed.

Statistical analysis. The statistical tests em-
ployed should be properly explained and justi-
fied to allow verification by other researchers. If
statistical software was used to process data,
it should be mentioned.

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

Tables must be typed in separate pages and
numbered consecutively with Arabic numerals
in order of appearance in the text. Legends or
explanations should be included as footnotes.
Marks for footnotes must be superscript Arabic
numerals in parentheses. Continuous lines may
be only used for the outer borders of the first
and last row and to separate columns and data
titles, not for outer borders of columns. Please
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make sure that each table is cited in the text.
Figures should be numbered consecutively
with Arabic numerals and presented in sepa-
rate pages. Drawings must be of good enough
quality to ensure adequate reproduction. Bar,
pie or statistical charts must be prepared in GIF
format. Numbers, letters and signs within fig-
ures must be of the appropriate size to be leg-
ible when the final sizing takes place. All signs
used must have a reference in the figure cap-
tion.

Black-and-white only photographs should
have proper contrast and a minimum resolu-
tion of 300 dpi. Submit all original drawings and
photographs in glossy paper with the authors’
name and figure number written in pencil in the
back. For the electronic submission, photo-
graphs should be in high resolution JPEG or GIF
formats. Both figures and photographs must
be clearly legible. The minimum size for figures
is half-letter paper size (21 x 15 cm) at 300 dpi.
Magnification must be indicated whether by a
scale bar or the magnification number.

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

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

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

All hematological and biochemical parameters
should follow the metric system, according to
the International System of Units (Sl). Howev-
er, editors could require that alternate units be
provided before publication.

Nomenclature. For chemicals, authors should
primarily adhere to IUPAC norms. Designate
organism names according to international
norms by stating the unabbreviated genus and
species in italic.

Discussion. Emphasis should be placed on the
most relevant and novel aspects of the study.
Interpret experimental data in terms of previ-
ous published findings. Include conclusions
without repeating data and concepts stated
elsewhere.
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Acknowledgements. Limit to a single para-
graph, using Arial 10 lettering.

References. Citations in the text consist of the
authors’ last name (up to two authors) and the
year of publication in parentheses. In the case
of more than one citation, list them from the
oldest to the newest and separate citations by
semicolons. For more than two authors, only
cite the first author’s last name followed by et
al. and the year of publication.

Examples:

“Caffeine (1,3,7-trimethylxanthine) is the
psychoactive substance with the largest
consumption worldwide (Concon 1988;
Lewin 1998; Nehlig 1999)”.

“During pregnancy the total consumption
of caffeine should not exceed 300 mg/day
(Organization of Teratology Information
Specialists (OTIS) 2001; Kaiser and Allen
2002; Nawrot et al. 2003)”.

Full references must be listed alphabetically at
the end of the manuscript under the subhead-
ing References.

Examples:

1. Standard article in periodical
publications
Halpern S.D., Ubel PA., Caplan
A.L. Solid-organ transplantation
in HIV-infected patients. N Engl
J Med. 2002;347(4):284-7.

. Books and monographs
Murray P.R., Rosenthal K.S.,
Kobayashi G.S., Pfaller
M.A. Medical microbiology. 4
ed. St. Louis: Mosby, 2002.
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. Book chapters
Meltzer P.S., Kallioniemi A., Trent J.M.
Chromosome alterations in human
solid tumors. In: Vogelstein B., Kinzler
K.W., editors. The genetic basis
of human cancer. New York: McGraw-
Hill; 2002. P. 93-113.

4. Electronic material

a. Article published in an online journal
Abood S. Quality improvement initiative in
nursing homes: the ANA acts in an advi-
sory role. Am J Nurs [on line]. 2002 Jun.
[accessed August 12, 2002];102(6):[1

p.]. Available at: http://www.nursingworld.
org/AJN/2002/june/Wawatch.htmArticle

b. Website

Cancer-Pain.org [online]. New  York: As-
sociation of Cancer On line Resources,
Inc.; c2000-01[updated May 16, 2002; ac-
cessed July 9, 2002].

Available at: http://www.cancer-pain.org/.

c. Partial website

American Medical Association [onlineg].
Chicago: The Association; ¢1995-2002
[updated August 23, 2001; accessed Au-
gust 12, 2002]. AMA Office of Group Prac-
tice Liaison. Available at: http://www.ama-
assn.org/ama/pub/category/1736.html

For correct citation please refer to the “Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals” proposed by the Inter-
national Committee of Medical Journals Direc-
tors, available at: http://www.nlm.nih.gov/bsd/
uniform_requirements.html.



INSTRUCOES PARA OS AUTORES
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Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol.
Argent.) (ISSN 0327-9286) é o 6rgao oficial de
difusdo cientifica da Associacao Toxicoldgica
Argentina. Engloba o Nucleo Basico de Revis-
tas Cientificas Argentinas, tem acesso a arti-
gos e textos completos através da SciELO Ar-
gentina. Acta Toxicologica Argentina tem como
objetivo a publicacédo de trabalhos relaciona-
dos com diferentes areas da Toxicologia, em
artigos originais, relatos de casos, comunica-
¢Oes breves, atualizacdes ou revisdes, artigos
de divulgacao, resumos da tese, notas técni-
cas, cartas ao editor e noticias.

Os artigos originais sao trabalhos de pes-
quisa completos e devem ser apresentados
respeitando as seguintes sec¢des: Introducio;
Materiais e métodos; Resultados e Discussdo
(que podem integrar uma secao anexa).

Os relatos de casos sao descrigcdes de casos
clinicos que tenham em suas caracteristicas
um significado ou aporte importante a Toxico-
logia.

As comunicacdes curtas sao trabalhos de
menor extensdo, mas com conotacéo toxico-
l6gica inovadora e que aporte ao campo toxi-
colégico.

Resumos de tese: Resumos ampliados que
descrevem teses de Mestrado e Doutorado
aprovadas. Estas devem incluir cépia da apro-
vacao da tese com a declaracéo juramentada
do autor e seu orientador. O texto ndo deve su-
perar 1000 palavras.

As revisdées ou atualizac6es compreendem
trabalhos nos quais se tenha realizado uma
ampla e completa revisdo de um tema impor-
tante e/ou de grande interesse atual nos dife-
rentes campos da toxicologia.

Os artigos de divulgacao e artigos especiais
sédo comentarios de diversos temas de interes-
se toxicologico.

As notas técnicas sdo descricdes breves de
técnicas analiticas ou dispositivos novos ou
apoiados por trabalhos experimentais conclu-
Sivos.

Acta Toxicolégica Argentina (em adiante Acta)
publicara contribuicbes em espanhol, portu-
gués e/ou inglés. Todas serdo avaliadas por
pelo menos dois revisores; a selecdo dos mes-
mos sera atributo exclusivo dos editores. Este
processo determinara que o mencionado Co-
mité opte por rejeitar, aceitar com alteracdes ou
aceitar para publicacao o trabalho submetido a
sua consideracao. A identidade dos autores e
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revisores serda mantida de forma confidencial.

Envio de trabalhos

O envio de manuscritos sera realizado através
do Portal de Publicagdes Cientificas e Técni-
cas (PPCT) do Centro Argentino de Informa-
¢ao Cientifica e Tecnoldgica (CAICYT). Na pa-
gina web do PPCT-CAICYT http://ppct.caicyt.
gov.ar/index.php/ata estdo apresentadas as
instrucdes para autores.

A recepcao de trabalhos através da conta en-
vios.acta.ata@gmail.com sera mantida até a
data de 30 de dezembro de 2013. Apds esta
data a forma de envio sera substituida pelo sis-
tema online.

No caso de envio eletronico, indicar no assun-
to: trabalho para Acta e no corpo da mensa-
gem indicar o titulo do trabalho e os nomes
e sobrenomes de todos os autores. Anexar o
trabalho (arquivo de Word 2003 ou superior)
digitado segundo instrucdes para autores de-
talhadas abaixo. Junto com o envio do traba-
Iho devera ser enviada uma carta ao Diretor
em formato Word, com os nomes de todos os
autores solicitando a consideragcédo do artigo
para publicacdo. Na carta devera constar cla-
ramente que:

e QO trabalho enviado nao tenha sido pu-
blicado em nenhum outro meio e nao
sera enviado a outra revista cientifica
ou a qualquer outra forma de publi-
cacao, enquanto dure a avaliacdo na
Acta.

Todos os autores sao responsaveis
pelo conteudo do artigo.

Todos os autores deverdo manifestar
se houve ou nao conflito de interes-
ses. Se houver financiamento exter-
no, devera deixar clara a fonte. Assim
mesmo, indicar se um ou mais autores
tem alguma relagdo com a companhia
comercial cujo produto/s foram empre-
gados ou sdo mencionados no estudo
realizado.

Em caso do artigo ser publicado, todos
os autores cedem os direitos de autor a
Acta.

Nao podera dar-se por iniciado o processo
editorial se a carta nao contiver todos os
pontos indicados.

Aspectos gerais na preparacdo do trabalho
como artigo original:
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Os trabalhos devem ser digitados em proces-
sador de texto (Microsoft Word versao 2003 ou
superior), com espacgo duplo (inclusive resu-
mos, referéncias e tabelas) com tamanho mi-
nimo de letra Arial 12. As paginas deverao ser
numeradas desde a capa. As letras em negrito
ou jtalico serao usadas somente quando cor-
responder.

Na primeira pagina devera estar indicado: ti-
tulo do trabalho (maiuscula), nomes e sobre-
nomes completos de todos os autores; lugar
de trabalho (nome da instituicao e endereco
postal), se houver autores com distintos luga-
res de trabalho, deverdo ser colocados super-
-indices numéricos, nao entre parénteses,
junto aos nomes, para identificar cada autor
com seu respectivo lugar de trabalho; fax e/ou
correio eletrdnico do autor responsavel corres-
pondente (que sera indicado com um asterisco
na posicao de super-indice localizado junto ao
nome).

Na segunda pagina sera incluido titulo em in-
glés e o resumo no idioma do artigo e em in-
glés, seguido cada um deles de uma lista de
quatro palavras-chave, no idioma correspon-
dente. Se o trabalho estiver escrito em inglés,
devera apresentar um resumo em espanhol. As
palavras-chave devem comecar com letra mai-
uscula e estar separadas por ponto-e-virgula.
Introducao. Deve incluir antecedentes atuali-
zados sobre o0 tema em questao e objetivos do
trabalho definidos com clareza.

Materiais e métodos. Devera conter a des-
cricdo dos métodos, equipamentos, reativos
e procedimentos utilizados, com detalhes su-
ficientes para permitir a repeticdo dos experi-
mentos.

Consideracoes éticas. Em todos os estudos
clinicos devera estar especificado o nome do
Comité de Etica e Investigacao que aprovou o
estudo e que foi realizado com o consentimen-
to escrito dos pacientes. Em todos os estudos
com organismos ndo humanos, devem estar
especificadas as linhas éticas com respeito ao
manejo dos mesmos durante a realizacdo do
trabalho.

Andlises 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 utilizado um progra-
ma estatistico para processar os dados, este
devera ser mencionado nesta secao.
Resultados. Deverdo ser apresentados atra-
vés de uma das seguintes formas: no texto, ou
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através de tabelas e/ou figura/s. Deverao ser
evitadas repeticbes e serdo destacados so-
mente dados importantes. Devera ser deixada
para a secéo Discussdo a interpretacdo mais
extensa.

As tabelas deverédo ser apresentadas em fo-
Iha a parte, numeradas consecutivamente com
numeros arabicos, com as aclaracdes corres-
pondentes. Os avisos para esclarecimentos
de rodapé deverao ser realizados empregando
ndmeros arabicos entre parénteses e super-in-
dice. Somente as bordas externos da primeira
e ultima linhas e a separacao entre os titulos
das colunas e os dados deverdo ser marcados
com linha continua. Nao marcar as bordas das
colunas. Assegurar-se de que cada tabela seja
citada no texto.

As figuras deverdo ser apresentadas em fo-
lhas a parte, numeradas consecutivamente
com numeros arabicos. Os desenhos deverao
estar em condicdes que assegurem uma ade-
quada repeticao. Os graficos de barras, tortas
ou estatisticas deverado estar no formato GIF.
Os numeros, letras e sinais deverao ter dimen-
sbes adequadas para serem legiveis quando
forem impressas. As referéncias dos simbolos
utilizados nas figuras deverao ser incluidas no
texto da legenda.

As fotografias deverédo ser feitas em branco
e preto, com contraste, em papel brilhante e
com qualidade suficiente (minimo 300 dpi)
para assegurar uma boa reproducao. Nos de-
senhos originais ou fotografias deverdao cons-
tar, no verso, os nomes dos autores e numero
de ordem escritos com lapis.

As fotos para versao eletronica deverao ser re-
alizadas em formato JPEG ou TIFF, com alta
resolucdo. Tanto as figuras quanto as fotogra-
fias deverdo ser legiveis. O tamanho minimo
devera ser de média carta, ou seja, 21 x 15cm,
a 300 dpi. Em todos os casos devera estar in-
dicado o aumento (barra o aumento).

As epigrafes das figuras deverao ser apresen-
tadas exclusivamente em folha a parte, orde-
nadas e numeradas, e deverdo expressar es-
pecificamente o que mostra a figura.
Abreviaturas. Serdo utilizadas unicamente
abreviaturas normalizadas. Deverdo ser evi-
tadas as abreviaturas no titulo e no resumo.
Quando no texto se empregar pela primeira
vez uma abreviatura, esta devera ir precedida
do termo completo, com excecéo se tratar-se
de uma unidade de medida comum.
Unidades de medida. As medidas de longi-
tude, tamanho, peso e volume deverdo ser



expressas em unidades métricas (metro, qui-
lograma, litro) ou seus multiplos decimais. As
temperaturas serdo expressas em graus Cel-
sius e as pressodes arteriais em milimetros de
mercurio. Todos os valores de parametros he-
matoldgicos e bioquimicos deverao ser apre-
sentados em unidades do sistema métrico de-
cimal, de acordo com o Sistema Internacional
de Unidades (Sl). Nao obstante, os editores po-
derédo solicitar que, antes de publicar o artigo,
os autores agreguem unidades alternativas ou
diferentes das do SI.

Nomenclatura. No caso de substancias qui-
micas sera tomada como referéncia prioritaria
as normas da IUPAC. Os organismos serao
denominados conforme as normas internacio-
nais, indicando sem abreviaturas o género € a
espécie em italico.

Discussao. Tera énfase sobre os aspectos
mais importantes e inovadores do estudo, e
serdo interpretados dados experimentais em
relacdo com o que ja foi publicado. Serao indi-
cadas as conclusoes, evitando reiterar dados
e conceitos ja citados em secdes anteriores.
Agradecimentos. Deverdo ser apresentados
em letra Arial, tamanho 10 e em um paragrafo.
Bibliografia. As citagdes bibliograficas deve-
rdo estar indicadas no texto por meio do so-
brenome

de/os autor/es (até dois autores) e o ano de
publicacao, tudo entre parénteses, separados
por ponto-e-virgula, e no caso de mais de uma
citacdo, deve-se comecar pela mais antiga a
mais atual. No caso de mais de dois autores,
serdo indicados o sobrenome do primeiro au-
tor seguido de et al. e 0 ano da

publicacéo.

Exemplos:

“A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € uma subs-
tancia psicoativa mais consumida no mundo
(Concon 1988; Lewin 1998; Nehlig 1999)”.
“Em um consenso geral, seria desejavel que
a ingestao total de cafeina durante a gravidez
supere 300 mg/dia (Organization of Teratology
Information Specialists (OTIS) 2001; Kaiser y
Allen 2002; Nawrot et al. 2003)”.

As referéncias bibliograficas completas serdo
incluidas ao final do trabalho, abaixo do titu-
lo da Bibliografia Citada, em ordem alfabéti-
ca, com o nome de todos os autores em cada
caso.
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Exemplos:
1. Artigo padrao em publicacao peri6-
dica
Halpern S.D., Ubel PA., Caplan A.L. Solid-
-organ transplantation in HIV-infected pa-
tients. N Engl J Med. 2002;347(4):284-287.

2. Livros e monografias

Murray PR., Rosenthal K.S., Kobayashi
G.S., Pfaller M.A.. Medical microbiology.
4th ed. St. Louis: Mosby, 2002.

3. Capitulo de livro

Meltzer PS., Kallioniemi A., Trent J.M.
Chromosome alterations in human solid
tumors. En: Vogelstein B., Kinzler K.W.,
editores. The genetic basis of human can-
cer. New York: McGraw- Hill; 2002. p. 93-
113.

4. Material eletrénico

a. Artigo em publicacao periddica em in-
ternet

Abood S. Quality improvement initiative in
nursing homes: the ANA acts in an advi-
sory role. Am J Nurs [on-line]. 2002 Jun.
[consulta 12 de Agosto 2002];102(6):[1 p.].
Disponivel em: http://www.nursingworld.
org/AJN/2002/june/Wawatch.htmArticle.

b. Pagina de internet

Cancer-Pain.org [en linea]. New York: As-
sociation of Cancer Online Resources, Inc.;
c2000-01 [atualizado em 16 de Maio de
2002; consulta 9 de Julho de 2002]. Dispo-
nivel em: http:// www.cancer-pain.org/.

c. Parte de uma pagina de internet
American Medical Association [on-line].
Chica go: The Association; ¢1995-2002
[atualizado em 23 de Agosto de 2001;
consulta 12 de Agosto de 2002]. AMA
Office of Group Practice Liaison. Dispo-
nivel em: http://www.ama-assn.org/ama/
pub/category/1736.html

Para a correta citagao de possiveis referéncias
bibliograficas que puderam nado estar citadas
neste documento, consultar o estilo proposto
pelo Comité Internacional de Diretores de Re-
vistas Médicas em “Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals”
disponivel em: http://www.nlm.nih.gov/bsd/
uniform_requirements.html.



