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Resumo. As doencas parasitarias, também chamadas de “doencgas negligenciadas”, continuam sendo uma grande dificuldade
para o desenvolvimento social e econdmico dos paises mais pobres. Podemos citar como exemplo dessas doencas, a leishma-
niose e a doenga de Chagas. A leishmaniose € causada por parasitas do género Leishmania e afeta cerca de 12 milhdes de
pessoas. A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, causa aproximadamente 50.000 mortes por ano.
Os farmacos disponiveis para o tratamento dessas doencgas sdo altamente toxicos, sendo este um dos motivos que leva a busca
por drogas eficazes e seguras para seus tratamentos. As folhas da Annona squamosa, espécie da familia Annonaceae, ja foram
descritas na literatura por suas atividades hepatoprotetora, antiparasitaria, pesticida e antimicrobiana. Nesse estudo avaliamos a
atividade anti-leishmania e tripanocida do extrato etandlico das folhas de Annona squamosa L. (EEAS) em formas promastigota
do parasita Leishmania braziliensis e Leishmania infantum e epimastigota de Trypanosoma cruzi, além de avaliar a atividade ci-
totéxica em fibroblasto. Os resultados demonstram que o extrato apresentou uma melhor atividade contra Leishmania infantum
e Leishmania brasiliensis quando comparados com Trypanosoma cruzi; € que apresentou uma maior toxicidade nas concentra-
¢oes de 500 e 1000 pg/ml, com mortalidade dos fibroblastos de aproximadamente 85% e 100%, respectivamente. Esse estudo
aponta para uma perspectiva terapéutica alternativa que se mostrou eficaz frente aos parasitas aqui estudados, exceto a forma
epimastigota de Trypanosoma cruzi. Com relagédo aos testes de citotoxicidade fazem-se necessarios novos testes, uma vez que
apresentou um alto nivel de toxicidade, viabilizando assim futuros ensaios in vivo.

Palavras-chave: Annona squamosa; Annonaceae; Leishmania; Trypanosoma cruzi

Abstract. The parasitic diseases, also calls by “neglected diseases”, continue being a major difficulty for the social and economic
development of the poorest countries. We can cite as an example of these diseases, the leishmaniasis and the Chagas disease.
Leishmaniasis is caused by parasites of the genus Leishmania and affects about 12 million people. The Chagas disease, caused
by the protozoan Trypanosoma cruzi, causes approximately 50,000 deaths per year. The drugs available for the treatment of these
diseases are highly toxic, being this one of the reasons that leads to the search for effective and safe drugs for their treatments.
The leaves of the Annona squamosa, species of the family Annonaceae, have already been described in the literature by their
hepatoprotective activities, antiparasitic, pesticide and antimicrobial. In this study we assessed the activity tripanocidal and anti-
leishmania of ethanolic extract from the leaves of Annona squamosa L. (EEAS) in promastigota forms of the parasite Leishmania
braziliensis and Leishmania infantum and epimastigota of Trypanosoma cruzi, in addition to evaluating the cytotoxic activity in
fibroblasts. The results demonstrate that the extract presented a better activity against Leishmania infantum and Leishmania
brasiliensis when compared with Trypanosoma cruzi; and which presented a greater toxicity at concentrations of 500 and 1000
pg/ml, with mortality of fibroblasts of approximately 85% and 100%, respectively. This study points to an alternative therapeutic
perspective that showed effective against the parasites here studied, except the epimastigota form of Trypanosoma cruzi. With
relation to cytotoxicity tests are required new tests, once presented a high level of toxicity, thus enabling future in vivo assays.

Keywords: Annona squamosa; Annonaceae; Leishmania; Trypanosoma cruzi
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Introducéao

As doencas parasitarias continuam sendo
uma grande dificuldade para o desenvolvi-
mento social e econbmico dos paises mais
pobres e costumam serem chamadas de
“doencas negligenciadas”, “doencgas 6rfas” e/
ou “doencas tropicais” (Nwaka e Ridley 2003).
As doencas negligenciadas continuam a
existir por conta das deficiéncias do conhe-
cimento cientifico; como também dificulda-
des enfrentadas pelo mercado, os altos cus-
tos de medicamentos ou vacinas e devido
as dificuldades de planejamento enfrentadas
na saude publica, medicamentos baratos ou
mesmo gratuitos que nao sao utilizados (Mo-
reL 2006). Tem-se como exemplos de doen-
cas negligenciadas, a doenca de Chagas € a
leishmaniose (Ministério da Saude 2010).

A leishmaniose é uma doenca que pode aco-
meter homens, mulheres e criangcas em mui-
tos paises por todo o mundo e que afeta apro-
ximadamente 12 milhdes de pessoas. Essa
parasitose pode ter varios sintomas clinicos
e se apresentar nas formas: cutdnea, muco-
cutanea ou visceral. A Leishmaniose cutanea
€ a manifestacao clinica mais comum e a for-
ma visceral € mais grave, em que 0s 0rgéos
vitais do corpo séo atingidos (WHO 2013). E
causada por parasitas do género Leishmania,
possui ciclo de vida heteroxénico, e tém duas
formas morfoldgicas, promastigota e amasti-
gota (Michalick 2003).

Outra doenca parasitaria, bastante difundi-
da, € a doenca de Chagas. Foi descoberta
em 1909 pelo médico brasileiro Carlos Cha-
gas, € um dos grandes problemas sociais e
econémicos enfrentados na América Latina.
E causada pelo protozoario parasita Trypa-
nosoma cruzi, afeta cerca de 18 milhdes de
pessoas do sul dos Estados Unidos até a
Patagbnia. Chega a causar aproximadamen-
te 50.000 mortes por ano, sendo que outros
100 milhdes de individuos vivem em areas de
risco de contagio (Gelb e Hol 2002; Engels e
Savioli 2006).

A histéria da terapéutica experimental destas
doencas tem sido caracterizada por sucessos
e fracassos. No tocante a doenca de Chagas
duas drogas tem relevante destaque, o nifur-
timox e o benzonidazol, entretanto estes far-
macos sofrem influéncias diretas de algumas
condi¢des, como a duracdo do tratamento, a
idade e a distribuicdo geografica dos pacien-
tes, dentre outros (Dias et al. 2009). No caso
das leishmanioses cutanea e visceral, mes-

mo com sua alta toxicidade, os antimoniais
pentavalentes tém sido usados como drogas
de primeira escolha para tratamento. A anfo-
tericina B lipossomal, pentamidina, paramo-
micina e miltefosine s&o drogas de interes-
se por representarem novas alternativas te-
rapéuticas, porém apresentam significativos
problemas como efeitos colaterais, preco do
produto e producgao da formulagéo (Pereira et
al. 2011).

A Annonaceae é uma familia com distribuicéo
predominantemente tropical, que inclui 130
géneros e 2200 espécies. No Brasil ocorrem
33 géneros e cerca de 250 espécies. As An-
nonaceae ocorrem em praticamente todas as
formagdes naturais do Brasil, com destaque
para Xylopia aromatica (pimenta-de-macaco)
e Annona crassiflora (marolo) nos cerrados,
que servem como fonte de renda para popu-
lagbes locais. A pinha-ata ou fruta do con-
de (Annona squamosa) e a graviola (Annona
muricata) sao espécies originarias da América
Central, frequentemente cultivadas no Brasil,
em especial no Nordeste, com frutos que séo
consumidos in natura ou na forma de sucos e
sorvetes (Souza e Lorenzi 2008).

O género Annona inclui aproximadamente
140 espécies tropicais com varias espécies
nativas sendo conhecidas popularmente por
fruta-do-conde, pinha, graviola, beriba e ca-
beca de negro. As espécies mais comuns no
Brasil sdo Annona muricata, Annona cheri-
mola, Annona coriacea, Annona reticulata,
Annona tenuiflora e Annona squamosa (Hiru-
ma-Lima e Di Stasi 2003). As folhas da An-
nona squamosa foram descritas na literatura
tendo como propriedades as atividades: he-
patoprotetora (Raj et al. 2009); antiparasitaria
(Fernandes et al. 2009); pesticida e antimicro-
biana, sendo que sua atividade antimicrobia-
na esta relacionada a presenca de flavondi-
des (Kotkar et al. 2001; Patel e Kumar 2008).
Este trabalho tem como objetivo avaliar ativi-
dade antiLeishmania e tripanocida do extrato
etandlico das folhas de Annona squamosa L.
em formas promastigota do parasita Leishma-
nia braziliensis e Leishmania infantum e epi-
mastigota de Trypanosoma cruzi, além de
avaliar a atividade citotoxica em fibroblasto.

Metodologia

Material botanico

As folhas da espécie Annona squamosa uti-
lizadas em nossos experimentos foram cole-
tadas no Distrito Ponta da Serra situado no
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municipio de Crato-CE. Uma amostra repre-
sentativa da espécie, contendo flor e fruto, foi
depositada e identificada no Herbario Cari-
riense Dardano de Andrade-Lima (HCDAL) da
Universidade Regional do Cariri-URCA, sob o
registro #5539.

Preparacéo do extrato

O extrato etandlico foi obtido pelo método de
extracao exaustiva a frio (Matos 1997). Foram
utilizadas folhas frescas de Annona squa-
mosa (275 g), que foram previamente tritura-
das e submetidas a extracdo com etanol PA.
por 72 h. Em seguida o solvente foi destila-
do em evaporador rotativo a 80° C sob pres-
sdo reduzida, sendo o extrato bruto obtido
pesado (10,2g) e armazenado a temperatura
ambiente.

Linhagens celulares utilizadas

Para os testes in vitro de T. cruzi, foi utilizado
o clone CL-B5 (Buckner et al. 1996). Os pa-
rasitos, transfectados de forma estavel com
0 gene para a B-galactosidase de Escheri-
chia coli (lacZ), foram fornecidos pelo Dr. F.
Buckner através do Instituto Conmemorativo
Gorgas (Panama). As formas epimastigotas
foram cultivadas a 28° C em Meio de cultura
Liver Infusion Tryptose Broth (Difco, Detroit,
MI), suplementado com Soro Fetal Bovino
10% (SFB) (Gibco, Carlsbad, CA), penicilina
(Ern, S.A., Barcelona, Spain) e estreptomicina
(Reig Jofr'e S.A., Barcelona, Spain), conforme
descrito por Le Senne et al. (2002). As células
foram coletadas para os testes na fase expo-
nencial de seu crescimento.

Culturas de Leishmania spp. foram obti-
das do Instituto de Investigaciones en Cién-
cias de la Salud, Asuncién, Paraguay - IICS
e identificadas por anadlise isoenzimatica. A
manutencao das linhagens, forma de culti-
vo e isolamento das formas promatigotas de
Leishmania spp. seguiram os procedimentos
descritos por Roldos et al. (2008). Os ensaios
de inibicdo das formas promastigotas foram
realizados utilizando as linhagens de L. bra-
zZiliensis (MHOM/CO/88/UA301) e L. infantum
(MHOM/ES/92/BCN83), cultivadas a 22 °C
em meio Schneider’s Drosophila, suplemen-
tado com SFB 20%.

Os ensaios de citotoxicidade utilizaram a li-
nhagem de fibroblastos NCTC929, cultiva-
da em Minimal Essential Medium (Sigma). O
meio de cultura foi suplementado com SFB
inativada por calor (10%), penicilina G (100

Acta Toxicol. Argent. (2016) 24 (3): 173-179

U/mL) e estreptomicina (100 mg/mL). As cul-
turas foram mantidas a 37° C em atmosfera
umida com 5% de CO2. A viabilidade destas
linhagens foi avaliada através do uso da re-
sazurina como método colorimétrico (Rolon
et al. 2006).

Reagentes

Resazurina sédica foi obtida da Sigma-Aldri-
ch (St Louis, MO) e estocada a 4 °C ao abrigo
da luz. A solucéo de resazurina foi preparada
com tampéo fosfato 1%, pH 7 e esterilizada
por filtracéo antes de ser utilizada. O Clorofe-
nol vermelho-B-D-galactopiranosidio (CPRG;
Roche, Indianapolis, IN) foi dissolvido em
uma solucgéo de Triton X-100 0,9% (pH 7.4).
Penicilina G (Ern, S.A., Barcelona, Spain),
estreptomicina (Reig Jofré S.A., Barcelona,
Spain) e Dimetilsulféxido (DMSQO) também fo-
ram utilizados.

Teste de atividade antiepimastigota

O teste foi realizado em microplacas com 96
cavidades, com culturas na fase exponen-
cial, conforme descrito por Vega et al. (2005).
Epimastigotas foram inoculados em uma
concentragao de 1 x 10° mL-1 em 200 pL
de caldo de figado triptose. As placas foram
entdo incubadas com as drogas nas concen-
tragdes de 100 e 500 pg/mL a 28 °C por 72
h. Apoés este tempo, foram adicionados 50
puL da solucao de CPRG, de forma a atingir
uma concentracao final de 200 uM. As placas
foram incubadas por um tempo adicional de
6 ha37 °C e foram submetidas a visualizagao
sob 595nm. Cada experimento foi realizado
duas vezes e de forma independente, tendo
sido cada concentracao testada em triplicata
em cada experimento. A eficiéncia de cada
composto foi estimada através do calculo
do percentual de atividade antiepimastigota
(AE%).

Teste de atividade antipromastigota

Culturas de formas promastigotas de L. bra-
zZiliensis e L. infantum foram cultivadas até
uma concentragao de 106 células/mL e entédo
transferidas para o teste. Os compostos fo-
ram dissolvidos em DMSO até as concentra-
¢cOes a serem testadas e foram transferidos
para as microplacas. Cada ensaio foi realiza-
do em triplicata. A atividade dos compostos
foi avaliada apds 72 h por contagem direta
das células apés diluicbes seriais e compara-
das com um controle nao tratado.
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Tabela 1. Atividade antipromastigota L. infantum e L. brasiliensis,
atividade antiepimastigota T. cruzi e citotoxicidade.

Extrato Conc. %AP +DS %AP +DS %AE +DS  %AF +DS
(ug/ml) (L. infantum) (L. brasiliensis) (T. cruzi)

EEAS 1000 95,07 2,12 98,06 0,00 27,88 2,14 100 1,42
500 83,30 0,40 58,97 0,00 1921 196 84,88 0,69
250 66,59 1,15 55,40 1,11 17,29 1,42 48,66 0,90
125 39,44 2,16 43,72 1,26 8,81 2,12 36,02 1,18

EEAS - Extrato Etandlico de Annona squamosa; AP — Atividade Antipromastigota; DS — Desvio Padréo; AE — Atividade Antiepimastigota; AF — Ativi-

dade Antifibroblastos.

Teste de citotoxicidade

Fibroblastos NCTC929 foram plaqueados em
placas de microdiluicdo de 96 cavidades a
uma concentracgao final de 3 x 10* células/ca-
vidade. As células foram cultivadas a 37 °C
em atmosfera com 5% de CO2. Apds isso, 0
meio de cultura foi removido e os compostos
foram adicionados a 200 pL, sendo realizado
um novo cultivo por 24 h. Apdés esta incuba-
¢éo, 20 yL de uma solugéo de Resazurina 2
mM foi adicionada em cada cavidade. As pla-
cas foram incubadas por 3h e a reducao da
resazurina foi determinada através de dupla
absorbancia nos comprimentos de onda de
490 e 595 nm. O valor do controle (branco)
foi subtraido. Cada concentragéo foi testada
em triplicata.

Anadlise estatistica

A concentragéo efetiva (CE, ) e concentragéo
letal (CL,) foram calculadas pelo software
Probitos Tsk version 1.5.

Resultados

A atividade citotdxica, antiLeishmania e tri-
panocida do EEAS sao exibidas na Tabela 1.
O extrato apresentou uma maior toxicidade
nas concentragdes de 500 e 1000 pg/ml, com
mortalidade dos fibroblastos de aproximada-
mente 85% e 100%, respectivamente.

No tocante a avaliacdo da atividade antipara-
sitaria, o EEAS foi testado nas concentracoes
de 125, 250, 500 € 1000 pg/ml. Obtivemos
uma melhor atividade contra as formas pro-
mastigotas de L. infantum e L. brasilienses

nas concentragdes de 500 a 1000 pg/ml, com
uma taxa de mortalidade de 83,30 e 95,07%
de L. infantum, respectivamente, e de 58,97
€ 98,06% de L. brasiliensis, respectivamente.
Ja frente a T. cruzi, obtivemos um maior per-
centual de mortalidade na concentracdo de
1000 pg/ml, o qual matou 27,88% dos parasi-
tas. Os ensaios foram realizados em triplicata
e os resultados foram expressos como média
das repeticoes.

Na anélise estatistica, calculamos os valores
da CE, do EEAS frente aos parasitas L. infan-
tum e L. brasilienses e obtivemos os seguin-
tes valores: 186,61 pg/ml e 284,73 pg/ml, res-
pectivamente. Ja referente a T. cruzi, nao foi
possivel calcular a CE, devido os baixos per-
centuais de mortalidade nas concentracdes
testadas. Outro valor calculado c foi o da CL,
frente aos fibroblastos, onde observamos que
a CL,, do EEAS é de 260,14 pg/ml.

Discussao

Os produtos naturais oferecem novas fon-
tes e perspectivas na busca de novos com-
postos com potencial clinico-terapéutico.
Pesquisas com fitoterapicos tem revelado o
grande potencial na busca de novas substan-
cias para combater as doencas negligencia-
das (Rondon et al. 2012) dentre elas, a doen-
ca de Chagas e a leishmaniose (ministério
da Saude 2010). Entretanto, para que novos
farmacos sejam disponiveis para o tratamen-
to dessas doencas em humanos é necessa-
rio que se faca uma avaliacdo prévia desses
compostos in vitro e in vivo (Soares-Bezerra
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et al. 2004), os quais sao executados em dife-
rentes etapas. De acordo com a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), para que um can-
didato seja testado in vivo, inicialmente de-
vemos submeté-los a ensaios in vitro de ci-
totoxicidade e atividade antiparasitaria, apos
realizar essa primeira triagem os resultados
devem ser analisados para definir essa pos-
sibilidade (Dias et al. 2009).

Os resultados demonstram que o extrato
etandlico de Annona squamosa apresentou
uma melhor atividade contra L. infantum e L.
brasiliensis quando comparados com T. cru-
zi. O extrato, numa concentragao de 250 pg/
ml, apresentou um percentual de mortalida-
de de L. infantum e L. brasiliensis de 66,59
e 55,40%, respectivamente, dado importante
visto que uma inibicdo neste nivel com uma
concentragcao de 250 pyg/mL é considerado
clinicamente relevante (Rosas et al. 2007).
Outras espécies do género Annona ja foram
descritas na literatura por possuir atividade
leihmanicida, podemos citar como exemplo,
Annona muricata (Vila-Nova et al. 2011), An-
nona mucosa (De-Lima et al. 2012) e Annona
cornifolia (Lima et al. 2014)

Levando a expressividade dos resultados tri-
panocidas, vale ressaltar que embora o ex-
trato em questado ndo tenha apresentado re-
sultado favoravel, tal qual apresentou sobre
as espécies de Leishmania, ja foram eviden-
ciados varios metabdlitos secundarios de di-
ferentes padrdes estruturais que tém se mos-
trado ativo contra T. cruzi (Saude-Guimaréaes
e Faria 2007); a triagem de extratos de plan-
tas € uma estratégia valida, sendo explora-
dos para descobrir agentes tripanocidas (Lui-
ze et al. 2006; Pizzolatti et al. 2008).

Um importante critério na procura por com-
postos ativos com atividade tripanocida e
leishmanicida é a avaliacdo da citotoxicidade
em células do hospedeiro. A atividade cito-
toxica de outras plantas foram avaliadas em
diferentes modelos de células humanas, tais
como: linfécitos humanos (Reyes-Chilpa et
al. 2008), células MRC-5 (Cabral et al. 2010) e
macréfagos peritoneais (Houghton et al. 2007).
Os resultados obtidos apontam para uma
perspectiva terapéutica alternativa que se
mostrou eficaz frente aos parasitas aqui es-
tudados, exceto a forma epimastigota de T.
cruzi. Com relagéo aos testes de citotoxicida-
de fazem-se necessarios novos testes, uma
vez que apresentou alto nivel de toxicidade,
viabilizando assim futuros ensaios in vivo.
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Effect of wet heat by boiling
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Resumen. El Zineb es un plaguicida perteneciente a la familia de los etilenbisditiocarbamatos (EBDC) ampliamente utilizado en la
provincia de Jujuy (Argentina). La toxicidad de este fungicida esta dada por la etilentiourea (ETU) que es el principal producto de
su degradacion. La ETU tiene efectos mutagénicos, teratogénicos y cancerigenos en animales. La EPA la clasifica como probable
cancerigeno humano. El objetivo del trabajo fue determinar la transformacién del Zineb a ETU en acelgas cultivadas en Jujuy, por
efecto del calor humedo por tratamiento térmico. El método se baso en la extracciéon de la ETU con agua y su posterior reextrac-
cion con diclorometano a pH alcalino. El extracto se purificd por cromatografia en columna de aliminay la ETU se cuantificé por
HPLC con un detector UV-Visible a 232 nm. Para cumplir con el objetivo planteado se realizé un cultivo experimental de acelgas
a las que se aplico el fungicida Zineb, el cual luego se cuantificé a diferentes periodos de tiempo. La ETU se cuantificé con y sin
aplicacién de calor humedo. La concentracion de ETU en las acelgas sometidas a tratamiento térmico fue de 8,07 mg/kg y trans-
curridos 30 dias disminuy6 a 0,05 mg/kg, lo que representa una disminucién de mas del 99 % respecto a la concentracion inicial.
Simultaneamente, se determind la concentracién de Zineb en las acelgas y se obtuvo, inicialmente, 44 mg/kg y luego de 36 dias
la concentracion de Zineb disminuyé a 3,83 mg/kg, lo que representa una disminucién del 91 % respecto a la concentracion del
plaguicida al inicio. La deteccién de ETU en acelgas sometidas a tratamientos térmicos confirma la transformacién del fungicida
Zineb a un producto de degradacion clasificado segun el IARC en el grupo 3. Esto pone en discusion la reglamentacion Argentina
vigente, por cuanto al finalizar los tiempos de carencia no se evallan la presencia de metabolitos o productos de degradacién
potencialmente tdxicos.

Palabras clave: Etilentiourea; Zineb; Acelgas; Tratamiento térmico

Abstract. Zineb is a pesticide belonging to the family of ethylenebisdithiocarbamates (EBDC) widely used in the province of Jujuy,
Argentina. The toxicity of this fungicide is given by the ethylenethiourea (ETU) which is the main product of degradation. The ETU
has mutagenic, teratogenic and carcinogenic effects in animals. The EPA classifies it as a probable human carcinogen. The aim
of the study was to determine the transformation of Zineb to ETU in cultivated chards in Jujuy, by treatment with humid heat.
The method is based on extraction of ETU with water and subsequent extraction of the aqueous phase with dichloromethane.
The extract was cleaned by alumina column chromatography and the ETU was quantified by HPLC with a UV-Visible detector at
232 nm.

An experimental cultivation of chards was carried out and the Zineb fungicide was applied and then quantified at different time
periods. The ETU was quantified with and without application of moist heat.

The concentration of ETU in heat treated chards was 8.07 mg/kg and after 30 days decreased to 0.05 mg/kg, representing a
decrease of more than 99 % over the initial concentration. Simultaneously, Zineb concentration in chard was initially determined
as 44 mg/kg and, 36 days later, the Zineb concentration decreased to 3.83 mg/kg, representing a 91% decrease with respect to
the concentration of the pesticide at the beginning.

Detection of ETU in chards subjected to heat treatment confirms the transformation of the fungicide Zineb to a degradation prod-
uct classified by the IARC as group 3. This puts into discussion the current Argentine regulations since, at the end of the deficiency
times the presence of potentially toxic metabolites or degradation products is not evaluated.

Key words: Ethylenethiourea; Zineb; Chards; Heat treatment
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Introduccién

Los fungicidas son usados extensamente en la
industria, en la agricultura, en el hogar y en el
jardin para distintos propésitos que incluyen: la
proteccion de las semillas durante su almace-
namiento, transporte y germinacion; la protec-
cién de los cultivos, hierbas silvestres, frutas y
flores, tanto durante su almacenamiento como
durante su transporte. En cuanto al hogar, pue-
den ser utilizados para la eliminacién de los
mohos que atacan las superficies pintadas, asi
como la proteccion de alfombras y telas.

El Zineb es un fungicida del grupo de los etilen-
bisditiocarbamatos (EBDC) y, segun la Inter-
national Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC), su nombre es etilenbisditiocarbamato
de zinc. Los fungicidas EBDC son metaboliza-
dos a etilentiourea (ETU) en organismos vivos
y también degradados a ETU en el medio am-
biente (Rossi Lemes y col. 2014). El nombre
quimico de la ETU es imidazolina-2-tiona. Su
formula quimica es C,H,N,S y tiene una masa
molar de 102,2 g/mol.

La ETU también se puede formar durante la
manufactura de estos fungicidas y se encuen-
tra como impureza en los productos formula-
dos (Saltamiras y Lemley 2000). El proceso de
degradacién de los EBDC a ETU se ve favo-
recido durante el almacenamiento, por trata-
miento a altas temperaturas y por coccién de
los alimentos (Hwang y col. 2002); ademas in-
fluyen en esta degradacion el oxigeno disponi-
ble (Marshall 1997) y el pH (IARC 2001).

Se ha estudiado la descomposicion quimica de
los EBDC a temperatura ambiente bajo distin-
tas condiciones. Los productos de degrada-
cion son, entre otros el disulfuro de carbono
(CS,), sulfuro de hidrégeno (H,S), etilendiami-
na (EDA), etilentiourea (ETU), etilen-tiuram-di-
sulfuro (ETM), etilen-tiuram-monosulfuro (ETD),
azufre elemental (Marshall 1997), etilenobis
(isotiocianato) sulfuro (EBIS) y etilenurea (EU)
(Garcinufo y col. 2004). En condiciones acidas
el principal producto es la EDA 'y CS,, mientras
que en condiciones neutras y alcalinas es favo-
recida la transformacion a ETU (Lasage 1980).
La ETU es el principal metabolito de la hidré-
lisis de los EBDC. Se ha demostrado que los
EBDC son teratogénicos, cancerigenos y mu-
tagénicos en pruebas con animales y ademas
tienen un efecto antitiroideo (Mnif y col. 2011),
por otra parte la ETU induce dafios al ADN,
rifidn, pulmoén y bazo en ratones (Saltamiras y
Lemley 2000; Mora y Rodriguez 2002). La ETU
es clasificada dentro de la categoria 1 (sustan-
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cias para las cuales la actividad enddcrina se
ha documentado en al menos un estudio en
un organismo vivo. A estas sustancias se les
da la mas alta prioridad para estudios poste-
riores) por la Agencia de Proteccién del Medio
Ambiente de Dinamarca.

La DL, de la ETU es de 1832 mg/kg en ratas.
La ETU ha sido clasificada en el grupo |IB por
la Agencia de Protecciéon Ambiental de Esta-
dos Unidos (EPA) como un probable cance-
rigeno humano en base a las evidencias de
los estudios en animales (Hwang y col. 2001),
mientras que para la Agencia Internacional
para la Investigacion del Cancer (IARC) esta
clasificada en el grupo 3 (no carcindégeno para
humanos), aunque el programa Nacional de
Toxicologia de U.S. considera que es razonab-
le anticipar a la ETU como cancerigeno huma-
no (Panganiban y col. 2004).

Kontou y col. (2004) estudiaron el efecto de la
temperatura en la degradacién del Maneb, el
etilenbisditiocarbamato de manganeso, en el
rango de 50-90 °C. Por estos estudios se co-
noce que la mayor formacién de ETU se pro-
duce en los primeros 15 minutos de calenta-
miento y que a altas temperaturas, mas rapida
y mayor es la degradacion del Maneb. A 90 °C,
la conversion a ETU en pH alcalino es mucho
mas alta que la conversién a pH acido (Kontou
y col. 2004).

La ETU es estable en solucion acuosa en un
rango de pH 5 a 9 (Kontou y col. 2001).

El valor maximo permitido de residuos de ETU
en productos agricolas es de 0,05 mg/kg se-
gun normas de la Union Europea. El programa
de monitoreo de la Food and Drugs Adminis-
tration (FDA) establece 10 ng/g como residuo
maximo de ETU en alimentos (Tran y col. 2013).
La legislacién Argentina no establece un valor
de limite maximo de residuo para ETU.
Investigaciones realizadas en la provincia de
Jujuy, por el Grupo Investigacion Quimica Apli-
cada (INQA) de la Universidad Nacional local
detectaron el uso de fungicidas de la familia de
los EBDC (Bovi Mitre y Bardon 1998). Entre los
productos mas usados se encontraron: Man-
cozeb, Maneb y Zineb (Wierna y col. 2001).
Se detectaron residuos de Zineb en el 63 %
(N= 164) de las muestras de tomates, siendo
los valores encontrados en los mercados tres
veces mayores a los registrados en las ver-
dulerias (Bovi Mitre y col.1998). En el periodo
2003-2004 se analizaron espinacas comercia-
lizadas en la capital de la provincia'y en el 100
% de las muestras se detectaron residuos de
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Zineb (Wierna y col. 2005).

Con estos datos, surge la necesidad de inves-
tigar si se genera la ETU en hortalizas de con-
sumo masivo tratadas con Zineb.

El objetivo del trabajo fue determinar la trans-
formacion del Zineb a ETU en acelgas culti-
vadas y tratadas con el fungicida en Jujuy
(Argentina), sometidas a coccién en agua, ya
que la degradacion del fungicida a ETU se ve
favorecida durante el procesamiento a altas
temperaturas.

Materiales y métodos

Reactivos y equipos

Se trabajé con un patrén de etilentiourea mar-
ca Sigma Aldrich (Pestanal).

El producto comercial utilizado en el cultivo de
acelgas fue el Zineb 70 %.

Para la determinacién de ETU se usé6 carbo-
nato de sodio decahidratado, sulfato de sodio
anhidro y alimina neutra de grado analitico
Merck, metanol grado HPLC y diclorometano
grado analitico Merck.

Las cuantificaciones de ETU fueron realiza-
dos con un cromatdégrafo liquido de alta per-
formance (CLAP) equipado con un inyector
Rheodyne y un detector UV 6000LP con arre-
glo de diodos (180-800 nm). Los datos fueron
procesados con un software ChromQuest 4,1.
Se us6 una columna C_ (5 p), longitud 250 mm
por 4,6 mm de diametro interno.

Se preparo el estandar primario de 100 mg/L
de ETU en fase movil (agua/metanol, 95/5) y se
hicieron diluciones en un intervalo de concen-
traciones entre 0,05 a 10 mg/L. Se construye-
ron dos curvas de calibracion con rangos que
van de 0,05a 1 mg/Lyde1a10 mg/L.

La técnica analitica que se usé para la deter-
minacién de Zineb por espectrofotometria es
la desarrollada por Keppel (1971).

Cultivo experimental

Se trabajo con acelgas (Beta vulgaris, Che-
nopodiaceae), cultivadas en el campo expe-
rimental de la Facultad de Ciencias Agrarias
de la Universidad Nacional de Jujuy (UNJu). El
suelo se prepar6 en forma manual. Se usaron
plantines y se colocaron cinco plantas por raya
(lineas sencillas) a una distancia aproximada
entre ellas de 0,25 cm, el espacio entre lineas
fue de 50 cm. Se utilizé riego por goteo. Para
el diseno experimental se dividio la plantaciéon
en 5 bloques de 3,5 m?cada uno (Figura 1).
La aplicacion del plaguicida en los bloques |, I,
lll'y IV se realizé a una concentracion de 2 gra-

mos por litro (dosis recomendada por la guia
fitosanitaria-CASAFE) del producto comercial
Zineb 70 %, con una mochila Manual Jacto de
20 litros tratando de repetir las practicas de los
pequefos productores de la region.

|/ R | A

Figura 1. Bloques en los que se
dividio el cultivo experimental

En la puesta a punto y validacién de la técnica,
se utilizé acelgas del bloque V que no recibi6
aplicacion del fungicida. El patrén de ETU se
us6 como estandar externo en las hortalizas
utilizadas como blanco.

La recoleccion de las muestras se realizé de
forma aleatoria de todos los bloques excep-
to el V, utilizando la hoja y eliminando su tallo
para la cuantificacion.

Técnica analitica

Se eligieron en forma aleatoria cinco hojas de
acelga con buen desarrollo, se cortaron, ho-
mogeneizaron y pesaron 50 g. Se sometieron
a calor humedo por ebullicién durante 30 mi-
nutos, se agregdé 30 mg de carbonato de so-
dio. La ETU disuelta en agua se reextrajo tres
veces con porciones de 100 mL de diclorome-
tano. Se concentré en rotavapor a 45 °C y 80
revoluciones por minuto. Debido a que la ETU
es un compuesto altamente polar tiene un bajo
coeficiente de particidon en diclorometano por
lo que es indispensable agregar el carbonato
de sodio para su remocion cuantitativa de la
fase acuosa.
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El extracto del diclorometano se sometié a
clean up por cromatografia en columna, usan-
do 50 mL de diclorometano/metanol 99/1(v/v).
La columna se preparé con 5 g de alumina de-
sactivada/agua (95/5) y aproximadamente 1 g
de sulfato de sodio.

La ETU se cuantifico por HPLC con un detec-
tor UV-visible a 232 nm, siendo la fase movil
agua/metanol (95/5). Las condiciones en las
que se realizaron las corridas cromatograficas
fueron: flujo isocratico 0,8 mL/min; A= 232 nm
y un volumen de inyeccioén de 20 pL. (Rios y
col. 2008)

Tratamiento de la muestras

Para estudiar el efecto del calor himedo por
ebullicion en la transformacion del Zineb a
ETU, se trabajé con las acelgas tratadas con
el fungicida y recolectadas a partir del primer
dia de aplicado el Zineb.

Se cuantifico ETU hasta 30 dias después de
aplicado el plaguicida. Simultaneamente se in-
vestigo la presencia de ETU en muestras del
mismo cultivo sin someterlas a la etapa de ca-
lentamiento descrito en el método analitico.
Se analizaron por duplicado y se hicieron tres
inyecciones en el HPLC de cada una de ellas.
Las concentraciones de ETU en acelgas regis-
tradas en las tablas son promedios.

Estabilidad de un patron de ETU

Para determinar la estabilidad de la ETU se
prepard un estandar de 10 mg/L. Una alicuo-
ta se refriger6 a 7 + 2 °C, otra se congel6 a
-27 =1 °C, una tercera se dejé en condiciones
ambientales protegida de la luz y una cuarta
alicuota se conservé a temperatura ambiental
sin proteccién. Se determiné la concentracién
de ETU a diferentes intervalos de tiempo, en
las cuatro alicuotas.

Resultados y discusion

Curvas de calibracion

El limite de deteccién (LD) obtenido fue de
0,015 mg/L vy el limite de cuantificacion (LC)
de 0,05 mg/L.

Para determinar la recuperacion del método
se utilizaron acelgas que no recibieron trata-
mientos con plaguicidas (bloque V de la Figura
7). Se trabajé con dos muestras por duplica-
do, enriquecidas con 0,0010 g de ETU/50 g
de acelga. La recuperacion del método fue del
94 %.

Para la determinacién de la recuperacién del
meétodo en los analisis de Zineb se trabajé con
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dos muestras por duplicado de acelgas a las
que se adicionaron 0,0010 g de Zineb comer-
cial/ 100 g de acelga. El valor obtenido fue de
86,4 %.

Estabilidad de un patron de ETU

Los resultados obtenidos en esta investiga-
cién, que demuestran la estabilidad de la ETU
(tabla 1) en la fase moévil durante 62 dias, sin
refrigeracion y sin proteccion a la luz, estan de
acuerdo con las investigaciones de Newsome
y Laver (1973) que demostraron esta propie-
dad del toxico en aguas, tanto superficiales
como profundas.

Tabla 1. Estabilidad de la ETU a distintas
condiciones de almacenamiento.

Condiciones de ensayo Estabilidad en dias

Refrigeracion (7 + 2° C) 68
Freezado (-27 + 1° C) 36
Condiciones ambientales con
proteccion de la luz artificial 49
Condiciones ambientales sin
proteccion de la luz artificial 62

Determinacion de ETU en el producto
comercial

En el producto comercial utilizado en las apli-
caciones (Zineb 70 %) se detecté una conta-
minacién con ETU en una concentracion del
1,05 mg de ETU/g de Zineb comercial, es de-
cir el 0,1 % es ETU. Este resultado es menor
aun al descrito por Jacobsen y Bossio (1997)
que registraron a la ETU como una impure-
za en el grupo de los EBDC en un porcentaje
cercano al 10 %. Saltamiras y Lemley (2000),
describen brevemente las restricciones inter-
nacionales en el uso de los EBDC, generadas
en torno a este hallazgo.

Concentraciones de ETU y Zineb en las acel-
gas tratadas con el plaguicida y sometidas al
tratamiento térmico

En la Tabla 2 se registran los datos de las con-
centraciones de ETU en las hortalizas analiza-
dascon una etapa de ebullicién con calor hu-
medo y las concentraciones de Zineb en las
acelgas del cultivo experimental.

Se observé que las concentraciones de ETU
disminuyen en el tiempo lo que coincide con
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contenidos de ETU en las muestras analizadas
con una etapa de ebullicién con calor hume-
do y muestras analizadas sin calentamiento.
Se observa que, en las muestras procesadas
sin calentamientos, no se detecta ETU lo que
estaria indicando que la contaminacién del
producto comercial con este toxico es prac-

la disminucion del contenido del fungicida en
las hojas tratadas.

Tabla 2. Concentraciones de ETU y Zineb a
partir del primer dia de aplicado el fungicida.

Muestra  Recoleccion ETU Zineb ticamente despreciable y no aparece en las
(dias) (mg/kg) (mg/kg) hojas de la hortaliza sin coccién. También es-
taria indicando, en coincidencia a lo descrito
M1 L 8,07 44 por Hwang y col. (2001), que la velocidad de
M2 8 7,52 37,20 degradacién de la ETU generada a partir de
los EBDC es mayor que la velocidad de su for-
M3 16 1,49 26,83 macién como producto de su metabolizacion.
M4 23 0,43 19,54

M5 30 0.05 13.91 Tabla 3. Concentraciones de ETU en acelgas que
! ! fueron procesadas siguiendo la técnica analitica

M6 36 <0,05 3,83 completa (con calentamiento) y aquellas a las

que no se las sometié a calentamiento.

Muestra Recoleccion ETU (mg/kg) Zineb (mg/kg)

Los valores de ETU disminuyeron de 8,07 has- (dias) (sin calentamiento) (con calentamiento)

ta 0,05 mg/kg transcurridos 30 dias de la apli- )41 1 ND 8.07
cacion, en andlisis posteriores a esta fecha no
se detectdé ETU. Los valores de Zineb dismi- M2 8 ND 7.52
nuyeron de 44 mg/kg a un valor de 3,8 mg/kg 3 16 ND 1.49
a los 36 dias. Se observo en estos datos una
tendencia similar a los resultados publicados M4 23 ND 0.43
por Trotter y Pardue (1982) quienes detectaron M5 30 ND 0.05
concentraciones de Zineb que van desde 80 a
5,2 mg/kg, mientras que, las concentraciones M6 36 ND <0,05

de ETU varian de 2,3 a 0,12 mg/kg.

El valor de 3,8 mg/kg de Zineb a los 36 dias es
cercano a las 3 mg/kg de Zineb, que es el limi-
te maximo de residuos (LMR) establecido por
la legislacion Argentina y esta muy por enci-
ma de los 0,05 mg/kg, correspondiente al LMR
para Zineb establecido por la Union Europea.
La legislacion establece como tiempo de ca-
rencia 15 dias.

Segun esta investigacion el LMR se alcanza
después de 36 dias de aplicacién del fungicida.
Datos como estos ponen la urgencia de dis-
cutir y establecer los limites maximos de resi-
duos y los tiempos de carencia.

Son multiples los estudios que describen la to-
xicidad asociada a la exposicion simultanea a
los EBDC y a su metabolito ETU. Asi Nebbia
y Fink-Gremmels (1996) y Mnif y col. (2011),
describen los efectos adversos aun a bajas
dosis de Zineb y ETU en la funcién tiroidea de
animales de experimentacion, datos que sir-
ven para reglamentar restricciones en el uso
de estos plaguicidas.

En la Tabla 3 se describen los resultados de los

De los datos obtenidos se puede concluir,
ademas, que hasta los 30 dias las hortalizas
sometidas a calor humedo por ebullicion es-
tan contaminadas con residuos de Zineb y de
ETU.

Las hortalizas que no son sometidas a un tra-
tamiento térmico sdélo presentan residuos de
Zineb.

Conclusiones

En las hojas de acelgas tratadas experimen-
talmente con Zineb en una dosis de 2 g/L, se
detectaron residuos de éste plaguicida hasta
36 dias después de aplicado. Este resultado
advierte que a pesar de usar la dosis recomen-
dada (2 g/L) el tiempo de carencia establecido
por la legislacién argentina (15 dias) no coinci-
de con datos empiricos de la region NOA (36
dias).

La cuantificacion de ETU en las hojas de acel-
gas tratadas con Zineb y sometidas a calor

-184 -



humedo advierte la presencia de este toxi-
co a concentraciones tan altas como 8 mg/
kg inmediatamente de aplicado el fungicida y
una permanencia en la hortaliza hasta 30 dias
después.

Se deben incorporar en las discusiones relati-
vas a plaguicidas, las consideraciones sobre
la generacién de metabolitos o productos de
degradacién que ejerzan un efecto adverso en
el hombre y su entorno, asi como la estabili-
dad que tienen en el ambiente.

Recomendaciones

Queda en discusion la reglamentacion Argen-
tina vigente en cuanto a los tiempos de caren-
cia los cuales, indefectiblemente, deben deter-
minarse experimentalmente, ya que estan muy
alejados de la realidad, son demasiado cortos
frente a la permanencia de toxicos en los cul-
tivos. Se recomienda revisar la reglamentacién
respecto a los LMR establecidos en Argentina
ya que son valores mas altos que los estable-
cidos en legislaciones internacionales e incor-
porar la discusion de metabolitos y productos
de degradacion de los plaguicidas que se ge-
neran en productos alimenticios.

No es suficiente establecer dosis recomenda-
das en el manejo de agroquimicos en cultivos
de uso masivo.
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Resumen. La evaluacion de la actividad antioxidante ha sido una cuestién relevante teniendo en cuenta su importancia para la
salud humana. Estudios recientes muestran que el uso de plantas en forma de jugos o tés como fuentes de antioxidantes natu-
rales, que se pueden utilizar como complemento para el tratamiento de diversas enfermedades. En este contexto, evaluado el
potencial antioxidante in vitro, de extractos de Eugenia jambolana Lam y Psidium myrsinites DC. A. y cuantificar fenoles y flavo-
noides presentes en los extractos. La peroxidacién lipidica ha sido evaluada por la técnica de TBARS (sustancias reactivas al &ci-
do tiobarbitdrico). De acuerdo con los resultados, mostraron una mejor actividad antioxidante del extracto de psidium myrsinites
DC. A. Para poner a prueba TBARS con fosfolipido de huevo extrae redujo los niveles basales en el proceso de peroxidacion de
lipidos, la Cl,, del extracto etanolico de Euguenia jambolana (EEFEJ) mostré los mejores resultados, con un mas bajo valor de la
Cl,, en comparacién con el extracto hidroetanolico de Psidium mirsinites, demostrado ser méas efectivo. Por lo tanto, a través de
estas pruebas se puede ver que los extractos de las hojas de la especie, Eugenia jambolana Lam y Psidium myrsinites DC. A., la
actividad antioxidante de exposiciones, sustancias fendlicas directamente relacionados producidos a partir de su metabolismo
secundario.

Palabras clabe: Eugenia jambolana; Psidium myrsinites DC. A.; Metales pesados; Antioxidante

Abstract. The evaluation of the antioxidant activity has been a relevant and important issue to human health. Recent studies
show that the use of plants juices or teas as sources of natural antioxidants, which can be used as an adjuvant in the treatment
of several diseases. In this context, was evaluated the in vitro antioxidant potential of the extracts of Psidium myrsinites DC. and
Eugenia jambolana Lam. The total of phenols and flavonoids were quantified in the extracts. Lipid peroxidation was evaluated by
the technique of TBARS (thiobarbituric acid reactive substances). According to the results, was showed a better antioxidant activ-
ity in the extract of Psidium myrsinites DC. A. In the TBARS assay with egg phospholipid the extracts reduced the basal levels in
the process of lipid peroxidation and the IC,, of ethanol extract of Eugenia jambolana (EEFEJ) showed the best results with a lower
value of IC,, compared with hydroethanol extract of Psidium mirsinites, demonstrating be more effective. Therefore, through these
tests can be seen that extracts from the leaves of the species, Eugenia and Psidium jambolana Lam myrsinites DC. A., exhibit
antioxidant activity, directly related phenolic substances produced from the secondary metabolism.

Keywords: Eugenia jambolana Lam., Psidium myrsinites DC. A., Heavy metals, Antioxidant

Introduccioén

La evaluacion de la actividad antioxidante ha
sido una cuestion relevante teniendo en cuen-
ta su importancia para la salud humana. Es-
tudios recientes muestran que el consumo de
plantas en forma de jugos o tés como fuentes
de antioxidantes naturales, que se pueden uti-

lizar como una ayuda para el tratamiento de
diversas enfermedades (Silva y col. 2005).

Ademas de las enfermedades cronicas, el es-
trés oxidativo también puede desempefnar un
papel en la hepatotoxicidad aguda de varios
medicamentos, incluyendo el analgésico y
antipirético paracetamol utilizado en todo el
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mundo (Reid y col. 2005). Los estudios han
demostrado que el uso de compuestos polife-
nolicos encontrados en el t¢, frutas y verduras
se asocia con un menor riesgo de dicha enfer-
medad (Hertog y col. 1993). Por consiguiente,
existe interés en las plantas comestibles que
contienen antioxidantes y en la promocion de
la salud del uso de fitoquimicos como agentes
terapéuticos potenciales (Vieira y col. 1999).
El malondialdehido (MDA) ha sido el foco de
atencion de la peroxidacién de lipidos duran-
te muchos afos, ya que puede medirse libre,
usando el acido tiobarbiturico (TBA). EI MDA
reacciona con TBA y forma un cromdgeno ro-
sa fluorescente cuya absorcién se mide aK de
532 nm (Thérond y col. 2000).

Las plantas medicinales tienen varios com-
puestos quimicos con potencial antioxidan-
te. Entre éstas, los compuestos fendlicos han
recibido mucha atencién, sobre todo porque
tienen una comprobada accién de inhibicién
de la actividad de la peroxidacién lipidica y la
lipoxigenasa in vitro (Sousa y col. 2007; Sun y
col. 2012).

Los antioxidantes son sustancias quimicas
que reaccionan con los radicales libres
limitando de este modo los efectos adversos
en el organismo. El cuerpo humano tiene la
capacidad de producir ciertos antioxidantes
enddgenos, pero la mayoria de ellos provienen
de los alimentos ingeridos (Borguini y Torres
20009).

La Eugenia jambolana Lam. (Myrtaceae), co-
nocido como de oliva, se utiliza como un ali-
mento y en la medicina tradicional como an-
timicrobiano (Holetz y col. 2002), y ha sido
ampliamente estudiado por sus propiedades
antioxidantes, el potencial hipoglucémico e
hipotensor (Souza y col. 2004).

Psidium myrsinites DC. A., también conoci-
da como guayaba, tiene uso médico, ya que
mejora la cicatrizacién de heridas, y como ali-
mentos, en la fabricacién de jugos vy jaleas.
Se puede encontrar en los estados de Ceara,
Bahia, Tocantins, Goias, Mato Grosso, Maran-
hao, Piaui y el Distrito Federal. En su aceite
esencial esta presente una sustancia usada
en la composicién de perfumes, linalol (Medio
Ambiente, Brasil 2009).

Este estudio tuvo como objetivo determinar el
potencial antioxidante de los extractos in vi-
tro por DPPH (difenil-picrilhidrazil) y TBARS
(sustancias reactivas al acido tiobarbiturico),
y cuantificar los fenoles y flavonoides presen-
tes en los extractos.

Materiales y métodos

Fenoles

La cantidad de fenoles se determiné mediante
la adicion de 200 pl de solucién de extractos
(300, 100, 50 y 25 mg/ml en etanol 99,6 %) a 1
ml de reactivo de Folin-Ciocalteu (10 % v/v) y
se agité durante 1 minuto. A continuacion, se
anadieron 800 pL de carbonato de sodio 7,5
% y se homogeneizé durante 30 segundos.
Después de 1 hora se midi6 la absorbancia en
un espectrofotometro a una longitud de onda
de 765 nm. El blanco se determin6 con todos
los reactivos, pero el extracto se sustituyé por
agua destilada. La prueba se realizé por tripli-
cado. La media de tres lecturas se utilizo para
determinar los fenoles expresados como mg
equivalentes de acido galico/g de extracto,
obteniéndose este valor mediante la interpo-
lacién de la curva patrén construida con aci-
do galico estandar. La curva de calibracién de
acido galico se determin6 usando diferentes
concentraciones de esa sustancia (300, 100,
75,25y 10 mg/ml).

Flavonoides

Se prepararon soluciones de extracto (300,
200, 100 y 50 mg/ml) a los cuales se les adi-
cion6 1 ml de cloruro de aluminio (AICl,) en
una concentracion con 2 % peso/volumen.
Paralelamente se realizé un blanco con agua
destilada. Después de 30 minutos de incuba-
cién a temperatura ambiente, se midié en es-
pectrofotémetro la absorbancia a 415 nm. La
prueba se realizé por triplicado, se calculo el
promedio para determinar la cantidad de fla-
vonoides totales los cuales fueron expresados
en miligramos de equivalentes de quercetina/
g de extracto. La curva de calibracion de
quercetina se determiné usando diferentes
concentraciones de esa sustancia (400, 300,
200, 100, 50, 25 y 10 mg/ml) diluidos en eta-
nol 99,6 %.

Actividad antioxidante

Se prepararon soluciones con diferentes con-
centraciones de cada extracto de Eugenia
jambolana Lam. y Psidium myrsinites DC. A.
(250, 125, 50, 25, 10 y 5 mg/ml) por triplicado.
En un tubo se mezclaron 100 ml de la solucion
de extracto y 3,9 ml de 2,2-difenil-1-picrilo-hi-
drazila (DPPH) y se homogeneizaron en agita-
dor, en oscuridad. En el blanco, la muestra fue
reemplazada con 100 ml de metanol. Las lec-
turas fueron tomadas con una longitud de on-
da de 520 nm y se repitieron cada minuto has-
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ta que se observo estabilizacion de la lectura.
La curva estandar se determin6é mediante la
realizacion de la medicién en la misma longi-
tud de onda (520 nm), pero con las soluciones
de DPPH a diferentes concentraciones (10 uM,
20 pM, 30 pM, 40 pM, 50 pM y 60 pM) (San-
chez-Moreno y col. 1998; Rufino y col. 2007)

TBARS

La peroxidacion de los fosfolipidos por TBARS
se determiné usando el método de Ohkawa y
col. (1979) con modificaciones. Una solucion
de yema de huevo fue mezclada con una so-
lucion de hexano-isopropanol (3:2). Esta so-
lucion se filtré y en Rotavapor se concentré
hasta obtener un residuo sélido. Se tomaron
0,05 g del residuo y se adicionaron para solu-
bilizarlo 10 ml de agua Milli-Q. Para pre-incu-
bacién de 100 pl se utilizé fosfolipido, 50 ml
de extracto a concentraciones de 100, 40, 10,
4 pg/ml con un volumen adecuado de agua
desionizada. Las muestras se repitieron me-
diante la adicién de 14 pl de Fe (60 uM) y se
incubaron a 37 °C durante 1 h. Después de la
preincubacion se afadié 500 ul de acido acé-
tico y 500 pl de TBA (acido tiobarbiturico) 0,6
% y se incubd durante 1 hora a una tempe-
ratura de 100 °C. A los tubos se anadieron 2
ml de n-butanol y la mezcla se centrifugé. El
sobrenadante se retiré y se midio la absorban-
cia a 532 nm en un espectrofotémetro. Para la
curva de MDA se utilizaron (malondialdehido)
500 pl de acido acético, 500 pl de TBA (0,6
%), cantidades adecuadas de MDA para ob-
tener concentraciones crecientes de MDA y
de agua destilada para completar un volumen
de 1,5 ml. El ensayo se realizé por triplicado y
se repitié dos veces.

Evaluacién del potencial de extracto eta-
nolico de Eugenia jambolana (EEFEJ) y Ex-
tracto hidroetanodlico de Psidium myrsinites
(EHFPM) como citoprotector contra los meta-
les pesados

Segun Coutinho y col. (2008) modificado, las
concentraciones inhibitorias minimas (CIM) de
EEFEJ y EHFPM se determinaron por el en-
sayo de microdilucion usando suspensiones
de 10° UFC/ml en solucién salina y los extrac-
tos de la concentracion inicial de 1024 pg/ml.
La MIC se definié como la concentracién mas
baja a la que no se observé crecimiento. Pa-
ra evaluar el efecto protector EEFEJ y EHFPM
a metales pesados, se ha realizado median-
te una modulacion de concentraciones sub-
inhibitorias de los extractos, suspensiones de
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105 UFC/ml de Escherichia coli ATCC 11105
y Candida albicans 62 en medio M9 Tris con 2
% de glucosa y una concentracion de sulfato
de hierro Il que va desde 100 mM a 0,0488
mM. Las placas de microdiluciéon se incuba-
ron durante 48 horas a 37 °C. La concentra-
cioén bactericida minima (CBM) y la concentra-
cién fungicida minima (MFC) se determiné co-
mo la menor concentracién capaz de eliminar
todos los microorganismos.

Resultados y discusion

Los resultados de la Tabla 7 muestran que la
cantidad de compuestos fendlicos en los ex-
tractos de las plantas fue de 322,96 mg/g y
557,16 mg/g para EEFEJ y EHFPM, respecti-
vamente. La cantidad de flavonoide fue mayor
en el extracto de Eugenia jambolana Lam.

La actividad antioxidante se midié con el mé-
todo de DPPH y el resultado se expresé como
valor de EC,, siendo de 96,81 mg/ml y 7,52
mg/ml, para Eugenia jambolona Lam. y para
Psidium myrsinites DC. A., respectivamente
(Tabla 2). Cuanto menor sea el valor de EC,,
mayor es el poder antioxidante. Por lo tan-
to, la EHFPM muestra a ser mas eficaz co-
mo antioxidante en relacién a EEFPJ, lo cual
podria estar relacionado con la alta presencia
de compuestos fendlicos. Iha y col. (2008),
muestra en su trabajo que la especie Psidium
guajava L. presenta una actividad antioxidan-
te considerable cuando se compara con las
sustancias ensayadas como estandar. Cuan-
do P. guajava obtiene una CE_, de 0,15 mg/g
y comparando el resultado de este trabajo, la
especie P. guajava tiene una mejor actividad
antioxidante que P. myrsinites.

La CL,, se calculo a partir de datos obtenidos
a partir de pruebas de la peroxidacion lipidica
(TBARS). EEFEJ mostro el mejor resultado, re-
duciendo la peroxidacion lipidica inducida en
el ensayo (Tabla 2; Figura 1).

Este ensayo reveld una inhibicién del proceso
de peroxidacién lipidica con fosfolipidos de
huevo. Esta reduccion fue considerada mas
significativo para EHFPM, demostrando con-
centraciones de mayor importancia que las de
EEFEL (respectivamente 4 pg/mly 10 pg/ml).
La gran cantidad de compuestos fendli-
cos puede explicar el efecto antioxidante de
EHFPM ya que la actividad antioxidante de
los compuestos fendlicos es por la inhibicion
de la peroxidacion lipidica. Esta actividad es
dependiente de la estructura de las molé-
culas, asi como el nimero y la posicion del
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Tabla 2. Valores de actividad y valores

Tabla 1. traciones total fenol
abla 1. Concentraciones totales de fenoles antioxidante y CL,, CE,, DE EEFEJ Y EHFPM

y los flavondides en EEFEJ Y EHFPM

AC.GALICO  QUERCETINA EEFEJ* EHFPM* Muestra  Clso (M9/mL) CE® (mg/mL)

(default) (mg/g) (default) (mg/g) mg/g) mg/g) TBARS - basal TBARS - Fe** DPPH
Fenoles totales  1079,06 322,96 557,16 FEFE)” 8,16 40,05 96,81
Flavonoides - 946,94 25,16 17,54 EHFPM* 178,58 86,71 7,52

*EEFEJ - extracto etandlico de Eugenia jambolona Lam.; EHFPM - extracto
hidroalcohdlico de Psidium myrsinites DC. A.

EEFEJ - extracto etanolico de Eugenia jambolona Lam.;
EHFPM - extracto hidroalcoholico de Psidium myrsinites DC. A.

EEFEJ

nmol MDA/g fosfolipideo

2222

W

Concentragoes (pg/mL)

EHFPM

nmol MDA/g fosfolipideo

RN

. ¥ ]
o
Q@
7,
%

Concentragées (pg/mL)

Figura 1. Propiedades antioxidantes de EEFEJ Y EHFPM. La peroxidacion lipidica (TBARS
produccion) en fosfolipidos de huevo se determiné en ausencia o presencia de Fe?* (10
mM). Los valores se expresan como media + SEM de 2 experimentos independientes
realizados por triplicado. *p <0,05 vs Fe?* inducida, “*p <0,01 vs Fe?** inducida.
EEFEJ - extracto etanolico de Eugenia jambolona Lam.; EHFPM - extracto
hidroalcoholico de Psidium myrsinites DC. A.

grupo hidroxilo. Los compuestos fendlicos
(sobre todo flavonoides) son capaces de al-
terar la cinética de la peroxidacion mediante
la alteracién de la organizacién de los com-
puestos lipidicos. Ellos son estabilizados por
las membranas por disminucion de la fluidez
evitando la difusién de los radicales libres y
restringiendo la reaccion de peroxidacion (Mi-
chalak 2006). Un estudio realizado por Maz-
zanti (2003) indica que no hay efecto antipero-
xidativo en el extracto de corteza de Syzygium
cumini (Eugenia jambolana Lam.).

El hierro es el segundo metal mas abundan-
te, pero sin embargo tiene una baja solubili-
dad en entornos aerdbicas a pH fisiolégico y
en la célula (Crichton 1991). Por lo tanto, este
elemento es por lo general el limite de dispo-
nibilidad de diferentes procesos metabdlicos

celulares, que luego se retira de la atmésferay
se almacena en proteinas para evitar deficien-
cias que pueden conducir a la muerte celular
(Brickman y Armstrong 1995).

Conclusion

Se evalud la actividad antioxidante de los ex-
tractos de Eugenia jambolana y Psidium myr-
sinites, junto con su contenido de fenoles y
flavonoides. En las pruebas de la captura de
radicales libres DPPH se observdé una mejor
actividad antioxidante en EHFPM que esta
relacionado con el alto contenido de com-
puestos fendlicos. Para probar TBARS con
fosfolipido de huevo los extractos redujeron
los niveles basales en el proceso de peroxi-
dacion de lipidos, y cuando fue inducido por
el Fe?* EHFPM fue mas eficiente. El extracto
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de E. jambolana Lam. mostr6 una CL,, con un
valor mas bajo. Por lo tanto, a través de estas
pruebas se puede ver que los extractos de las
hojas de E. jambolana Lam y Psidium myrsini-
tes DC. A. mostraron actividad antioxidante,
y podria estar relacionado con las sustancias
fendlicas producidas a partir de su metabo-
lismo secundario. Los extractos también no
mostraron ningun potencial citoprotector con-
tra el hierro Il.
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Resumo. O Rio dos Sinos esta localizado na regido sul do Brasil, possui aproximadamente 190 km de extenséao e fornece dgua
para atividades agricolas, industriais e para o consumo de mais de um milhdo de habitantes. Este rio é considerado um dos mais
poluidos do Brasil e, portanto, estudos para avaliar a qualidade da agua ao longo de sua extensdo sdo necessarios. O teste de
micronucleos em eritrocitos de peixes tem sido utilizado com sucesso para detectar a presenca de poluentes mutagénicos nos
ambientes aquaticos. O objetivo do presente estudo foi avaliar a qualidade da dgua do Rio dos Sinos por meio do teste de mi-
cronulcleos em Cyprinus carpio bem como de analises fisico-quimicas e microbiolégicas. Foram coletadas amostras de agua nos
trechos superior (Carad), médio (Parobé) e inferior (Novo Hamburgo) do Rio dos Sinos em dezembro de 2013. As amostras foram
transportadas para o laboratério para anélise de 14 parametros de qualidade da 4gua bem como para a exposigéo de espécimes
de C. carpio por 72h em aquérios. Nao foram verificadas diferengas significativas na frequéncia de micronucleos e anormalidades
nucleares nos grupos expostos a dgua do rio em comparagéo ao grupo controle. Apenas um parametro de qualidade da dgua
foi observado em desacordo com a legislagéo no trecho superior do rio, enquanto que nos trechos médio e inferior foram seis e
cinco parametros, respectivamente. Os resultados demonstram que o Rio dos Sinos apresenta redugéo da qualidade da agua ao
longo de sua extensao e indicam auséncia de potencial genotéxico no periodo amostrado.

Palavras-chave: Rio dos Sinos; Biomarcadores; Qualidade da agua; Cyprinus carpio

Abstract. The Sinos River is located in South of Brazil, it has about 190 km of extension and provides water for agricultural and
industrial activities, and for consumption of more than one million inhabitants. This river is considered one of the most polluted
rivers in Brazil; therefore, studies aiming to evaluate the water quality along its course are necessary. The micronucleus test in
fish erythrocytes has been successful used to detect mutagenic pollutants in the aquatic environment. The objective of this study
was to evaluate the water quality of the Sinos River by the micronucleus test in Cyprinus carpio, as well as physicochemical and
microbiological analyses. Water samples were collected in the upper (Carad municipality), middle (Parobé municipality) and lower
(Novo Hamburgo municipality) sections of the Sinos River, in December 2013. The samples were transported to the laboratory
for analysis of 14 water quality parameters and for exposure of C. carpio for 72 hours in aquaria. Significant differences in micro-
nucleus and nuclear abnormalities frequencies were not found between the control and the exposed groups. Only one parameter
of water quality exceeded the limit of the legislation in the upper section of the river, while in the middle and lower sections, six
and five parameters, respectively. These results show that the Sinos River presents a reduction in water quality along its extension
and indicates the absence of genotoxic potential in the sampled period.

Keywords: Sinos river; Biomarkers; Water quality; Cyprinus carpio

Introducao

O Rio dos Sinos, localizado na regido nordes- de parque industrial e turistico (Comitesinos
te do Rio Grande do Sul, é considerado um 2000). Ao longo de sua extensao, de aproxi-
dos principais rios do estado, concentrando madamente 190 km, fornece agua para ativi-
na area de sua bacia hidrografica significativa dades agricolas, industriais e para consumo
percentagem da populacao, além de um gran- humano, sendo também utilizado como meio
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de diluicao de efluentes de esgoto doméstico,
efluentes industriais e dejetos de origem rural
(Bieger et al. 2010).

Os impactos provocados pelas atividades an-
trépicas contribuem para a reducao da quali-
dade da agua do Rio dos Sinos. Monitoramen-
tos de parametros fisico-quimicos da agua
realizados ao longo do rio indicam que essa
reducdo ocorre principalmente no seu trecho
inferior, proximo a grandes centros urbanos,
nos quais ha maior densidade populacional e
industrial (Blume et al. 2010). De acordo com
0 6rgao estadual de meio ambiente (SEMA
2014), diversos pontos ao longo do rio foram
avaliados nas classes lll e IV de qualidade
de agua conforme classificacao estabelecida
pela resolucédo brasileira CONAMA 357/2005
(Brasil 2005), na qual a classe | representa a
melhor qualidade e a classe IV a pior.

Além do monitoramento de parametros fisico-
quimicos, diversos estudos propondo a utili-
zacao de bioindicadores como ferramentas
complementares na avaliacdo da qualidade
das aguas do rio tém sido realizados (Schulz
e Martins-Junior 2001; Rechenmacher et al.
2010; Scalon et al. 2010; Nunes et al. 2011;
Scalon et al. 2013; Weber et al. 2013; Berga-
maschi et al. 2015; Bianchi et al. 2015). Tais
estudos sao importantes para que a analise
dos impactos provocados pelas atividades
antropicas seja mais ampla, visto que propor-
cionam a possibilidade de revelar o potencial
toxico da agua aos organismos vivos. Peixes
sdo bastante utilizados como bioindicadores
de ambientes aquaticos, tanto em estudos in
situ, devido a sua grande disponibilidade e
importante papel na cadeia trofica (Oost et al.
2003), como em laboratério, devido a facili-
dade de manutencéo e exposicao (Al-Sabti e
Metcalfe 1995).

O teste de micronucleos e anormalidades nu-
cleares em eritrécitos de peixes é uma ferra-
menta muito utilizada para analise da geno-
toxicidade da agua devido a sua simplicida-
de e rapidez de analise (Bolognesi e Hayashi
2011). Os micronucleos sao fragmentos cro-
mossdmicos ou cromossomos inteiros nao
inseridos no nucleo celular durante o proces-
so de divisdo (Al-Sabti e Metcalfe 1995). As
anormalidades nucleares sao deformacgdes na
morfologia do nucleo, as quais também sao
consideradas indicadoras de efeitos genoto-
xicos (Cavas e Ergene-Gozikara 2005).

A espécie Cyprinus carpio (Linnaeus, 1758)
da familia Cyprinidae, conhecida popular-

mente como carpa comum, é muito utilizada
em pisciculturas no Brasil. E originaria da Eu-
ropa Oriental e da Asia Ocidental e foi uma
das primeiras espécies a serem cultivadas em
aquicultura. Atualmente seu cultivo ocorre em
todos os continentes devido a sua rusticidade
e facilidade de criacédo (Querol et al. 2005). A
espécie ja foi utilizada com sucesso em estu-
dos de avaliacao de genotoxicidade (Buschi-
ni et al. 2004; Gustavino et al. 2005; Canistro
et al. 2012; Garcia-Medina et al. 2013). Nes-
se contexto, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a qualidade da agua do Rio dos Sinos
por meio do teste de micronucleos em C. car-
pio bem como de analises fisico-quimicas e
microbioldgicas.

Material e métodos

Area de estudo

A Bacia Hidrografica do Rio dos Sinos esté lo-
calizada a nordeste do estado do Rio Grande
do Sul, entre as coordenadas geograficas de
29° 20’ a 30° 10’ de latitude Sul e 50° 15’ a 51°
20’ de longitude Oeste. Possui area de aproxi-
madamente 3.800 km?, abrangendo, parcial ou
totalmente, 32 municipios e uma populagéo es-
timada em 1.249.000 habitantes (SEMA 2010).
O principal curso de agua da bacia e que da
nome a mesma € divido em trés trechos: su-
perior, com 25 km de extensao, caracterizado
por alta declividade do fundo e rapido fluxo
das aguas; médio, que se estende por 125 km
e cuja altitude varia de 60 m a 5 m em decli-
vidade média; inferior, com aproximadamente
50 km de extensdo, no qual a declividade é
suave e o fluxo das aguas é lento (Comitesi-
nos 2000).

O trecho superior apresenta baixa densidade
populacional e atividades econdmicas predo-
minantemente rurais. No trecho médio e prin-
cipalmente no trecho inferior ha grandes con-
centracdes populacionais e industriais, sendo
que afluentes do Rio dos Sinos drenam gran-
des centros urbanos como Novo Hamburgo e
Sao Leopoldo. O trecho inferior da bacia é o
que esta exposto a maior pressdo antropica
e nele estd instalada a maior base industrial
do estado do Rio Grande do sul (Figueiredo
et al. 2010).

Coleta de aguas superficiais

No més de dezembro de 2013 foram realiza-
das as coletas de amostras de aguas superfi-
ciais em trés pontos do Rio dos Sinos, locali-
zados nos municipios de Carad (29° 45’ 44.4”
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S / 50° 19’ 39.8” W), Parobé (29° 41’ 10.7”
S/ 50° 51’ 03.4”W) e Novo Hamburgo (29° 44’
12.5” S/ 51° 05’ 29.1” W), representando os
trés trechos do rio, superior, médio e inferior,
respectivamente (Figura 7). As amostras foram
conduzidas ao laboratério, sendo os seguin-
tes parametros analisados de acordo com o
Standard Methods for the Examination of Wa-
ter and Wastewater (APHA 1998): demanda
bioquimica de oxigénio (DBO), demanda qui-
mica de oxigénio (DQO), fésforo total, nitrogé-
nio amoniacal, sélidos suspensos, coliformes
totais e termotolerantes, aluminio, chumbo,
cobre, cromo total, ferro, niquel e zinco.

Brasil Rio Grande do Sul

5
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peixes foram aleatoriamente divididos em
quatro grupos (n=10): Caraa, Parobé, Novo
Hamburgo, os quais foram expostos a agua
proveniente do respectivo ponto de amostra-
gem no rio, € um grupo controle mantido em
agua da torneira declorificada.

Apbs 72 horas de exposicdo, os animais fo-
ram sacrificados por seccdo da medula es-
pinhal e através de um corte na regido do
pedunculo caudal foi coletado sangue para
a realizacado da técnica do esfregaco em la-
mina citolégica. As laminas foram fixadas em
etanol absoluto por 10 minutos e coradas em
Giemsa 5% por 10 minutos, sendo entao la-
vadas em agua corrente, codificadas e anali-
sadas em microscopio 6ptico em aumento de
1000x. Foram analisados 2000 eritrécitos por
animal. Particulas pequenas, arredondadas
ou ovais, nao refrativas e com o mesmo pa-
drao de coloracao do nucleo principal foram
consideradas micronucleos (Cavas e Ergene-
Gozikara 2005). Alteragdes na morfologia do
nucleo, tais como brotamentos, invaginacoes
e segmentacdes foram consideradas anorma-
lidades nucleares (Carrasco et al. 1990; Pa-
checo e Santos 1997).

As frequéncias de micronucleos e anormali-
dades nucleares foram comparadas entre os
grupos expostos a agua do rio e o grupo con-
trole. A analise estatistica foi realizada através
do teste Kruskal-Wallis, considerando um ni-
vel de significancia de 5% (p<0.05). O progra-
ma utilizado foi o Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS) 22.0.

Resultados

Os resultados obtidos na analise de parame-
tros fisico-quimicos e microbiolégicos das
amostras de agua coletadas sdo exibidos na
tabela 1. Nao foram detectadas concentra-

Figura 1. Localizacao da area de estudo. Pontos
de coleta de agua no Rio dos Sinos indicados por
numeros: 1) Caraa, 2) Parobé, 3) Novo Hamburgo.

cdes de nitrogénio amoniacal, cobre e cro-
mo total em nenhum dos pontos. Todas as

Procedimento experimental

O protocolo experimental do presente tra-
balho foi aprovado pela Comissdao de Etica
no Uso de Animais da Universidade Feevale
(protocolo n.02.13022). Espécimes de C. car-
pio (n=40) foram adquiridos de um piscicultor
local e aclimatados por sete dias em agua da
torneira declorificada com aeracao constante,
em sala com temperatura controlada (22+1°C)
e fotoperiodo natural. Apés a aclimatacao, os

amostras apresentaram valores de DBO aci-
ma do limite permitido para aguas de classe |
(3 mg O, L") conforme a resolugdo CONAMA
357/2005. Para os demais parametros anali-
sados, Caraa apresentou todos os resultados
dentro do limite para a classe |, enquanto Pa-
robé e Novo Hamburgo ficaram acima do limi-
te para fésforo total, coliformes termotoleran-
tes, aluminio e ferro, sendo os maiores valores
registrados para Novo Hamburgo. O ponto de
Parobé foi o Unico em que foi detectado o me-
tal chumbo e em concentracdo acima do limi-
te para aguas de classe |.
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Tabela 1. Parametros fisico-quimicos e microbioldégicos das amostras de agua
do Rio dos Sinos coletadas nas cidades de Caraa, Parobé e Novo Hamburgo,
correspondendo aos trechos superior, médio e inferior do rio, respectivamente.

Novo

Parametros Caraa Parobé Legislagao*
Hamburgo

DBO (mg O, L) 7 5** <5** 3
DQO (mg O, L") 20,2 249 12,9 -
Fosforo total (mg L) 0,1 0,14** 0,19** 0,1
Solidos suspensos (mg L) 5,5 12 16,5 -
Coliformes termotolerantes x o
(NMP/100 mL) 100 1700 11000 200
Coliformes totais (NMP/100 mL) 6800 8100 37000 -
Aluminio (mg L") n.d. 0,758 1,165** 0,100
Chumbo (mg L") n.d. 0,021** n.d. 0,010
Ferro (mg L") 0,118 0,637 1,645** 0,300
Niquel (mg L") 0,007 0,011 0,009 0,025
Zinco (mg L") 0,013 0,010 0,023 0,180

*Valores maximos permitidos pela legislagéo brasileira para aguas de classe | (Resolug@o 357/2005 do Conselho Nacional

do Meio Ambiente - CONAMA).
**Valores acima do permitido para a classe I.

Para o teste de micronucleos (Tabela 2), nao
foram verificadas diferencas significativas
nas comparagdes das frequéncias de micro-
nucleos e de anormalidades nucleares dos
grupos expostos a agua do rio em relagao ao
grupo controle.

Tabela 2. Frequéncias de micronucleos (MN) e de
anormalidades nucleares (AN) em espécimes de
Cyprinus carpio expostos a agua do Rio dos Sinos.

MN/1000 AN/1000
Controle 0,00 + 0,00 0,30 £ 0,35
Caraa 0,10 £ 0,32 0,95+1,30
Parobé 0,00 + 0,00 0,55+ 0,50
Novo Hamburgo 0,10 £ 0,32 0,50 £ 0,53
p (Kruskal-Wallis) 0,56 0,29
Discussao

O trecho superior do rio apresentou, em geral,
parametros fisico-quimicos e microbiologicos
dentro dos limites permitidos para aguas de
classe | conforme a resolugao brasileira CO-
NAMA 357/2005. Segundo o Comitesinos
(2000), essa regiao apresenta os menores im-
pactos ambientais da bacia hidrografica. Os

trechos médio e especialmente inferior, por
outro lado, estdo expostos a maiores pres-
sdes antrépicas (Blume et al. 2010), de forma
que a maior quantidade de parametros acima
dos limites de concentracédo para a classe de
melhor qualidade de agua nessas regioes é
reflexo dessa situacéao.

Diversos estudos ja foram realizados na Bacia
Hidrografica do Rio dos Sinos visando a ava-
liacao do potencial genotdxico de suas aguas.
Scalon et al. (2013) revisaram o resultado de
alguns desses estudos, os quais aplicaram
diferentes metodologias, como o teste Sal-
monella/ Microssoma, teste de micronucleos
em linhagem celular, teste Allium cepa, entre
outros, constatando que houve tanto resulta-
dos positivos quanto negativos para efeitos
genotoxicos.

Scalon et al. (2010) propuseram o primeiro ex-
perimento utilizando biomarcadores de genoto-
xicidade em peixes para avaliar a agua do Rio
dos Sinos, o teste de cometa em eritrocitos de
Hyphessobrycon luetkenii. Os autores verifica-
ram alteragcoes sazonais na frequéncia de da-
nos de DNA induzida pela agua dos trechos
superior e inferior. Scalon et al. (2013), também
utilizando teste de cometa em H. luetkenii, ve-
rificaram efeito genotéxico na agua do trecho
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médio na coleta de verao e nos trés trechos na
coleta de inverno quando comparados ao grupo
controle. Bergamaschi et al. (2015) aplicaram o
teste de micronucleos e anormalidades nuclea-
res em eritrocitos de peixes da espécie Lepo-
rinus obtusidens expostos a agua coletada nos
trés trechos do rio, ndo encontrando diferencas
significativas entre esses grupos e o controle.
Bianchi et al. (2015) aplicaram tanto o teste de
micronucleos e anormalidades nucleares quan-
to 0 ensaio cometa em eritrécitos de Astyanax
jacuhiensis expostos a agua do Rio dos Sinos.
Para a primeira metodologia, hdo encontraram
diferencas entre os trechos analisados, mas pa-
ra a segunda, verificaram aumento na frequén-
cia de danos ao material genético dos grupos
expostos a agua dos trechos médio e inferior
em comparacao ao trecho superior.

O teste de micronucleos em eritrocitos de C.
carpio ja foi utilizado com o objetivo de veri-
ficar o potencial genotdxico de determinadas
substancias (Buschini et al. 2004; Gustavino
et al. 2005; Canistro et al. 2012; Garcia-Medi-
na et al. 2013) ou a sensibilidade da espécie
as mesmas (Al-Sabti 1986; Grisolia e Cordeiro
2000). Séao poucos os estudos visando a ava-
liagdo de corpos de agua com a espécie. Gri-
solia e Starling (2001) e Grisolia et al. (2009)
realizaram o teste em espécimes capturados
no lago Paranoa, Brasilia.

A auséncia de diferenca nas frequéncias de
micronucleos e de anormalidades nucleares
entre o grupo controle e os grupos expostos a
agua do rio indica a auséncia de potencial ge-
notéxico da agua do Rio dos Sinos em C. car-
pio no periodo amostrado. As baixas frequén-
cias de micronucleos nos animais do presente
estudo e também reportadas na literatura pa-
ra a espécie (Grisolia e Starling 2001; Grisolia
et al. 2009), podem ser consideradas a taxa
basal para a espécie e é similar a observada
para a maioria das espécies de peixes, cujas
médias variam entre 0 e 1 micronucleos por
1.000 células (Bolognesi e Hayashi 2011). Es-
te estudo foi o primeiro a aplicar o teste de
micronucleos em C. carpio para avaliagdo da
qualidade da agua do Rio dos Sinos, e, para
que esta espécie seja utilizada como bioin-
dicadora, algumas variacdes nas condi¢des
experimentais devem ser testadas, tais como
maiores periodos de exposicdo, e também a
analise de maior niumero de células, tal como
sugere Udroiu (2006) para espécies nas quais
as frequéncias de micronucleos sao baixas.
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RESUMENES DE TESIS

Estudio de factores que regulan la biotransformacion del arsénico

en poblaciones expuestas cronicamente
Olmos, Valentina

Universidad de Buenos Aires, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Catedra de Toxicologia y Quimica Legal. Junin 956, 7°, Ciudad
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La Argentina es uno de los paises que se en-
cuentra afectado por la presencia de altas
concentraciones de arsénico (As) en sus re-
cursos de agua subterranea. En muchas zo-
nas del pais, estas aguas constituyen la Unica
fuente para el consumo humano. Los habitan-
tes de dichas zonas se encuentran expuestos
en forma crénica al As a través del agua de
bebida y pueden desarrollar hidroarsenicismo
crénico regional endémico (HACRE) e inclu-
so derivar en cancer. Sin embargo, es un he-
cho que no todas las personas expuestas al
As desarrollan HACRE, ni todos los casos de
HACRE derivan en cancer.

Se piensa que la capacidad individual para
biotransformar el As tiene un rol importante
en la predisposicion a desarrollar la enferme-
dad, asi como en la aparicion de los canceres
relacionados.

Los seres humanos muestran ciertas caracte-
risticas para biotransformar el As que los di-
ferencian de las otras especies de mamiferos
(metabolismo metilante, eliminacién de meta-
bolitos monometilados). Asimismo, existe una
gran variabilidad en la capacidad para meti-
lar el As entre individuos. Esta variabilidad se
ha asociado a diversos factores, tales como
el género, la edad, el nivel de exposicion, la
etnia, el estado nutricional, la presencia de
polimorfismo en genes codificantes de enzi-
mas relacionadas con el metabolismo del As,
entre otros. La influencia de estos factores, a
su vez, se estudia en relacién al desarrollo de
diversos canceres. El objetivo de este trabajo
fue investigar la influencia de factores como
el género, la edad y la presencia de polimor-
fismo genético, sobre el metabolismo del As
en poblacién humana con diferentes niveles
de exposicién al As.

Se incluyeron 234 individuos residentes de
zonas de HACRE, con exposicién confirmada
al As. Se estudio la influencia del género, la
edad y la condicién de adulto o nifo, la pre-
sencia de polimorfismo genético (en los ge-

nes AsMT y MTHFR codificantes de las en-
zimas arsenito metiltransferasa (As®MT) y la
metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR),
respectivamente), y el nivel de exposicion,
sobre la capacidad de los individuos para
metilar al As. El perfil metabdlico urinario del
As (conformado por el Asl (As" + AsY), el aci-
do monometilarsénico (MMA) y el acido di-
metilarsinico (DMA)) se utilizé como indicador
de la capacidad metilante. Se investigé la in-
fluencia de cada factor en forma individual y
también de todos los factores en forma con-
junta. Ambos analisis se llevaron a cabo en
la poblacién total y en grupos poblacionales
segmentados por nivel de exposicién.

Los resultados mostraron al género, a la con-
dicién de adulto o nifio, a la presencia de po-
limorfismo en el gen As*MT y al nivel de ex-
posicién como factores influyentes en el perfil
metabdlico urinario del As. EI género femeni-
no, la condicién de nino y el portar el geno-
tipo silvestre en el gen As®MT fueron condi-
ciones que aportaron a un perfil metabdlico
urinario favorable (mayor porcentaje de DMA
urinario a expensas de menor porcentaje de
MMA). También se comprobd que el nivel de
exposicion puede condicionar la influencia de
los otros factores. La influencia favorable del
genotipo silvestre sobre el perfil metabdlico
urinario del As se manifestd, principalmente,
a niveles de exposicion entre bajos y modera-
dos (As urinario hasta 500 pg/g de creatinina).
A medida que aumenté el nivel de exposicion,
la diferencia en el perfil de metabolitos urina-
rios entre portadores y no portadores del poli-
morfismo desaparecié. Con el género femeni-
no y la condicién de nifo ocurrié lo opuesto:
las diferencias en el perfil metabdlico urina-
rio entre mujeres y varones o entre nifios y
adultos no se evidenciaron sino hasta que el
nivel de exposicion fue elevado (As urinario
mayor a 500 pg/g de creatinina). Por otro la-
do, la edad (como variable continua) y la pre-
sencia de polimorfismo en el gen MTHFR no
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mostraron influencia sobre el perfil metabdli-
CO urinario.

Los resultados encontrados en relacién al gé-
nero y a la condicién de nifio o adulto podrian
explicarse teniendo en cuenta ciertas carac-
teristicas diferenciales entre géneros o entre
ninos y adultos, relacionadas con el estatus
metilante.

El estatus metilante esta representado por
los niveles de S-adenosil metionina (SAM),
S-adenosil homocisteina (SAH) y de folato.
La SAH es una potente inhibidora de varias
metiltransferasas y su aumento podria estar
relacionado con una menor actividad de la
As3MT. Los niveles de SAH se relacionan di-
rectamente con los de homocisteina (HCis) y
esta descripto que las mujeres y los nifos tie-
nen menores niveles de HCis que los varones
y los adultos, respectivamente, razén por la
cual los primeros podrian expresar una mayor
actividad de As®MT que los segundos.

Otra explicacién que puede sumarse a la an-
terior esta relacionada con la actividad de la

Acta Toxicol. Argent. (2016) 24 (3): 200-201

As®MT y su afinidad por cada sustrato. Al ser
la misma enzima la encargada de los dos pa-
sos de metilacion del As, es esperable una
competencia entre sus dos sustratos. Varios
estudios demostraron la distinta afinidad de
la As®MT por sus dos sustratos (Asl y MMA),
hecho que contribuye a explicar la influencia
del nivel de exposicién en el perfil de metabo-
litos metilados.

De todos los factores estudiados, el Unico
que puede ser efectivamente controlado, en
un contexto de manejo de riesgo, es el nivel
de exposicion. Es decir que no solo debe dis-
minuirse el nivel de exposicién de la pobla-
cidén, porque a menores exposiciones habra
menores dafos, sino también porque ciertos
subgrupos poblacionales veran afectada su
capacidad de metabolizar favorablemente el
As frente a exposiciones elevadas.

Tesis de doctorado, Universidad de Buenos Aires, Facultad de
Farmacia y Bioquimica
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comunicaciones breves, actualizaciones o re-
visiones, articulos de divulgacién, notas técni-
cas, imagenes, resumenes de tesis, cartas al
editor y noticias.

Los articulos originales son trabajos de in-
vestigaciéon completos y deben presentarse
respetando las siguientes secciones: Intro-
duccién; Materiales y métodos; Resultados y
Discusién (que pueden integrar una seccion
conjunta).

Los reportes de casos son descripciones de
casos clinicos que por sus caracteristicas sig-
nifiquen un aporte importante a la Toxicologia.
Las comunicaciones breves son trabajos de
menor extension pero con connotacion toxico-
I6gica novedosa y que signifiquen un aporte al
campo toxicolégico.

Las revisiones o actualizaciones compren-
den trabajos en los cuales se ha realizado una
amplia y completa revision de un tema impor-
tante y/o de gran interés actual en los diferen-
tes campos de la toxicologia.

Los articulos de divulgacion y articulos espe-
ciales son comentarios de diversos temas de
interés toxicolégico.

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

Las Imagenes en Toxicologia pueden corres-
ponder a imagenes relacionadas con la toxico-
logia, desde lo artistico a los aspectos biologi-
cos: plantas téxicas, hongos toxicos, animales
venenosos, animales ponzofosos, floraciones
algales, quimicos, alteraciones ambientales,
casos clinicos, diagnéstico por imagenes (ra-
diografia, electrocardiogramas, ecografias,
angiografia, tomografia, resonancia magnéti-
ca, microscopia optica o electrdnica, etc.).

El objetivo de la Seccién Imagenes en Toxico-
logia es la publicacion de imagenes originales

(1-2 figuras de alta calidad) o clasicas intere-
santes o hallazgos inusuales que faciliten el
diagnéstico clinico, de laboratorio o eco-epide-
mioldgico de causas con origen toxicolégico.
Las imagenes pueden no ser excepcionales,
pero si ilustrativas.

El titulo debe ser corto y descriptivo. Si la ima-
gen es una imagen clinica, el texto deberia ser
una descripciéon de la presentacion del pacien-
te seguida por puntos relevantes explicativos
y el diagndstico final. Las imagenes deberian
incluir una leyenda descriptiva. Si la imagen
corresponde a otros puntos de la toxicologia,
se debe incluir una breve descripcion del con-
texto de la misma en el texto.

Por favor, utilice flechas o signos para identifi-
car los puntos de interés en la imagen. En los
casos clinicos remueva cualquier informacién
de identificacion del paciente.

El maximo de palabras recomendado es: re-
sumen 200, texto 1000 y no mas de 12 refe-
rencias.

Se aceptara un maximo de 3 autores por
imagen.

En caso que la imagen no sea original, debe
acompanarse de la autorizacién del propietario
0 de quien posea los derechos de la misma, lo
que debe estar indicado en la nota que se pre-
sente al Comité Editorial de Acta Toxicoldgica
Argentina.

Los resumenes de tesis: son resumenes am-
pliados que describen tesis de Maestria o Doc-
torales aprobadas. Estas deben incluir copia
de la aprobacién de la tesis con la declaracién
jurada del autor y su director. El texto no debe
superar los 1000 caracteres.

ActaToxicolégicaArgentina(enadelanteActa),
publicara contribuciones en espanol, portugués
y/oinglés. Todas seran evaluadas por al menos
dos revisores; la seleccidn de los mismos sera
atributo exclusivo de los editores. Este proceso
determinara que el mencionado Comité opte
por rechazar, aceptar con cambios o aceptar
para su publicacion el trabajo sometido a su
consideracion. La identidad de autores y revi-
sores se mantendra en forma confidencial.

Envio de manuscritos

El envio de manuscritos se realizara a través
del Portal de Publicaciones Cientificas y Téc-
nicas (PPCT) del Centro Argentino de Infor-
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macioén Cientifica y Tecnologica (CAICYT). En
la pagina web del PPCT-CAICYT http://ppct.
caicyt.gov.ar/index.php/ata se encuentran las
instrucciones para los autores.

Gratuidad de las publicaciones

El envio, revisién, edicién y publicaciéon de
cualquier tipo de material técnico cientifico o
de divulgacion aceptado por Acta Toxicoldgi-
ca Argentina es totalmente gratuito para los
autores, no debiendo estos abonar ningun ti-
po de costo para su publicacién ni para ningu-
na de las etapas previas.

Derechos de autor . _
Acta Toxicologica Argentina es una publica-

cién de acceso abierto y posee una Licencia
Publica de Creative Commons (CC-BY-NC).
Los autores conservan los derechos de au-
tor y garantizan a la revista el derecho de ser
la primera publicacién del trabajo. Los auto-
res retienen el derecho sobre sus trabajos ba-
jo las normas de la licencia CC de tipo BY-
NC, HYPERLINK "http://creativecommons.
org/licenses/by-nc/2.5/ar/"Licencia  Publica
de Creative Commons que permite compartir
el trabajo reconociendo su publicacion inicial
en esta revista, pudiendo los autores disponer
del trabajo para el fin que consideren, con la
sola excepcion de su reproduccién con fines
comerciales, de acuerdo a este tipo de licen-
cia de CC.

Derechos de publicacion .
Los autores retienen los derechos de publica-

cién. Acta Toxicoldgica Argentina es una pu-
blicacion de acceso abierto y posee una Li-
cencia Publica de Creative Commons (CC-BY-
NC). Los autores conservan los derechos de
publicacién y garantizan a la revista el derecho
de ser el primer sitio de publicacién del traba-
jo. Los autores retienen el derecho para publi-
car sus trabajos bajo las normas de la licen-
cia CC de tipo BY-NC, HYPERLINK "http://
creativecommons.org/licenses/by-nc/2.5/
ar/"Licencia Publica de Creative Commons
que permite compartir el trabajo reconociendo
su publicacién inicial en esta revista, pudiendo
los autores disponer del trabajo para el fin que
consideren, con la sola exepcién de su repro-
duccidén con fines comerciales, de acuerdo a
este tipo de licencia de CC.
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Aspectos generales en la preparacion del
manuscrito para articulo original

Los manuscritos deberan redactarse con pro-
cesador de texto (Microsoft Word version 2003
0 superior), a doble espacio (incluso los resu-
menes, referencias y tablas) con un tamano
minimo de letra Arial en 12 puntos. Las paginas
deberan numerarse desde la portada. Las le-
tras en negrita o itélica se usaran sélo cuando
corresponda.

En la primera pagina se indicara: titulo del tra-
bajo, nombres y apellidos completos de todos
los autores; lugar de trabajo (hombre de la ins-
titucion y direccion postal); de haber autores
con distintos lugares de trabajo se colocaran
superindices numéricos -no encerrados entre
paréntesis- junto a los nombres, de manera de
identificar a cada autor con su respectivo lugar
de trabajo; fax y/o correo electrénico del autor
responsable de la correspondencia (que se in-
dicara con un asterisco en posicién de superin-
dice ubicado junto al nombre).

En la segunda péagina se incluira el titulo en in-
glés y el resumen en el idioma del articulo y en
inglés, seguido cada uno de ellos de una lista
de cuatro palabras clave, en el idioma corres-
pondiente. Si el trabajo estuviese escrito en in-
glés, debera tener un resumen en espanol. Las
palabras clave iniciaran con mayuscula e iran
separadas por punto y coma.

Introduccién. Incluira antecedentes actuali-
zados acerca del tema en cuestion y los obje-
tivos del trabajo definidos con claridad.
Materiales y métodos. Contendra la des-
cripcién de los métodos, aparatos, reactivos y
procedimientos utilizados, con el detalle sufi-
ciente para permitir la reproduccién de los ex-
perimentos.

Consideraciones éticas. En todos los estu-
dios clinicos se debera especificar el nombre
del Comité de Etica e Investigacién que apro-
bé el estudio y que se conté con el consenti-
miento escrito de los pacientes. En todos los
estudios con organismos no humanos, se de-
beran especificar los lineamientos éticos con
respecto al manejo de los mismos durante la
realizacion del trabajo.

Andlisis estadistico. Se deberan informar las
pruebas estadisticas con detalle suficiente
como para que los datos puedan ser verifica-
dos por otros investigadores y fundamentar el
empleo de cada una de ellas. Si se utilizé un
programa estadistico para procesar los datos,
éste debera ser mencionado en esta seccion.
Resultados. Se presentaran a través de una
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de las siguientes formas: en el texto, o median-
te tabla/s y/o figura/s. Se evitaran repeticiones
y se destacaran solo los datos importantes. Se
dejara para la seccion Discusién la interpreta-
cion mas extensa.

Las tablas se presentaran en hoja aparte,
numeradas consecutivamente con numeros
arabigos, con las leyendas y/o aclaraciones que
correspondan al pie. Las llamadas paralas acla-
raciones al pie se haran empleando numeros
arabigos entre paréntesis y superindice. Soélo
los bordes externos de la primera y la tltima fila
y la separacioén entre los titulos de las columnas
y los datos se marcaran con linea continua. No
se marcaran los bordes de las columnas. Ase-
gurese que cada tabla sea citada en el texto.
Las figuras se presentaran en hoja aparte, nu-
meradas consecutivamente con numeros ara-
bigos. Los dibujos deberan estar en condicio-
nes que aseguren una adecuada reproduccion.
Los graficos de barras, tortas o estadisticas
deberan tener formato GIF. Los nUmeros, letras
y signos tendran dimensiones adecuadas para
ser legibles cuando se hagan las reducciones
necesarias. Las referencias de los simbolos
utilizados en las figuras deberan ser incluidas
en el texto de la leyenda.

Las fotografias deberan ser realizadas en
blanco y negro, con buen contraste, en papel
brillante y con una calidad suficiente (minimo
300 dpi) para asegurar una buena reproduc-
cién. Los dibujos originales o las fotografias
tendran al dorso los nombres de los autores y
el numero de orden escritos con lapiz.

Las fotos para la version electrénica deberan
ser realizadas en el formato JPEG o GIF, con
alta resolucion. Tanto las figuras como las foto-
grafias deberan ser legibles. El tamafio minimo
sera media carta, es decir, 21 x 15 cm, a 300
dpi. En todos los casos se debera indicar la
magnificacién utilizada (barra 0 aumento).

Los epigrafes de las figuras se presentaran ex-
clusivamente en una hoja aparte, ordenadas
numéricamente y deberan expresar especifi-
camente lo que se muestra en la figura.
Abreviaturas. Se utilizaran Unicamente abre-
viaturas normalizadas. Se evitaran las abrevia-
turas en el titulo y en el resumen. Cuando en el
texto se emplee por primera vez una abreviatu-
ra, ésta ira precedida del término completo, sal-
vo si se trata de una unidad de medida comun.
Unidades de medida. Las medidas de longi-
tud, talla, peso y volumen se deberan expresar
en unidades métricas (metro, kilogramo, litro) o
sus multiplos decimales.

Las temperaturas se facilitaran en grados Cel-
sius y las presiones arteriales en milimetros de
mercurio.

Todos los valores de parametros hematologi-
cos y bioquimicos se presentaran en unidades
del sistema métrico decimal, de acuerdo con el
Sistema Internacional de Unidades (Sl). No
obstante, los editores podran solicitar que, an-
tes de publicar el articulo, los autores anadan
unidades alternativas o distintas de las del Sl.

Nomenclatura. En el caso de sustancias qui-
micas se tomara como referencia prioritaria a
las normas de la IUPAC. Los organismos se
denominaran conforme a las normas interna-
cionales, indicando sin abreviaturas el género
y la especie en italica.

Discusién. Se hara énfasis sobre los aspec-
tos del estudio mas importantes y novedosos
y se interpretaran los datos experimentales en
relacién con lo ya publicado. Se indicaran las
conclusiones a las que se arribd, evitando la
reiteracion de datos y conceptos ya vertidos
en secciones anteriores.

Agradecimientos. Deberan presentarse en le-
tra Arial con un tamano de 10 puntos y en un
solo parrafo.

Bibliografia. Las citas bibliograficas se sefia-
laran en el texto mediante el apellido del/los
autor/es (hasta dos autores) y el afo de publi-
cacion todo entre paréntesis, separados por
punto y coma en el caso de mas de una cita,
empezando por la cita mas antigua a la mas
actual. En el caso de mas de dos autores se
sefalara el apellido del primer autor seguido
dey col. y el aho de la publicacion.

Ejemplos:

“La cafeina (1,3,7-trimetilxantina) es
la sustancia psicoactiva mas con-
sumida en el mundo (Concon 1988;
Lewin 1998; Nehlig 1999)”.

“El consenso general es que seria
deseable que la ingesta total de ca-
feina durante el embarazo no supe-
re los 300 mg/dia (Organization of
Teratology Information Specialists
(OTIS) 2001; Kaiser y Allen 2002;
Nawrot y col. 2003)”.

Las referencias bibliograficas completas se in-
cluiran al final del manuscrito bajo el titulo de
Bibliografia Citada, en orden alfabético, con el
nombre de todos los autores en cada caso.
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Ejemplos:

1.

Articulo estandar en publicacion perio-
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.

Libros y monografias

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

Capitulo de libro

Meltzer PS., Kallioniemi A., Trent J.M.
Chromosome alterations in human solid
tumors. En: Vogelstein B., Kinzler KW., ed-
itores. The genetic basis of human cancer.
New York: McGraw-Hill; 2002. p. 93-113.

Material electrénico

a. Articulo en publicacién periddica en in-
ternet

Abood S. Quality improvement initiative in
nursing homes: the ANA acts in an advi-
sory role. Am J Nurs [en linea]. 2002 Jun.
[consulta 12 de Agosto 2002];102(6):[1 p.].
Disponible en: http://www.nursingworld.

Acta Toxicol. Argent. (2016) 24 (3): 202-212

org/AJN/2002/june/Wawatch.htmAtrticle

B. Pagina en internet

Cancer-Pain.org [en linea]. New York: As-
sociation of Cancer Online Resources,
Inc.; c2000-01 [actualizado al 16 de Mayo
de 2002; consulta 9 de Julio de 2002]. Dis-
ponible en: http://www.cancer-pain.org/.

c. Parte de una pagina de internet
American Medical Association [en linea].
Chicago: The Association; ¢1995-2002
[actualizado al 23 de Agosto de 2001;
consulta 12 de Agosto de 2002]. AMA Of-
fice of Group Practice Liaison. Disponible
en: http://www.ama-assn.org/ama/pub/
category/1736.html

Para la correcta citacion de posibles referen-
cias bibliograficas que pudiesen no citarse en
este intstructivo, consultar el estilo propuesto
por el Comité Internacional de Directores de
Revistas Médicas en “Uniform Requirements
for Manuscripts Submitted to Biomedical Jour-
nals” disponible en: http://www.nlm.nih.gov/
bsd/uniform_requirements.html.
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INSTRUCTIONS TO CONTRIBUTORS

Acta Toxicoldgica Argentina (Acta Toxicol. Ar-
gent.) (ISSN 0327-9286) is the official publica-
tion for scientific promotion of the Asociacion
Toxicoldgica Argentina. It is a member of the
Nucleo Basico de Revistas Cientificas Argen-
tinas (Basic Core of Argentinean Scientific Jour-
nals) since 2007. Full articles can be accessed
through SciELO Argentina electronic library.
The goal of Acta Toxicoldgica Argentina is to
publish articles concerning all areas of Toxicol-
ogy, including original articles, case reports,
short communications, revisions, populariza-
tion of science articles, technical notes, images,
thesis summaries, letters to the editor and rel-
evant news.

Original articles must detail complete research
and should be organized into the following sec-
tions: Introduction, Materials and Methods, Re-
sults and Discussion (the last two can be com-
bined into one section).

Case reports include description of clinical
case studies which represent a contribution to
the field of Toxicology.

Short communications are brief, concise ar-
ticles that contribute to the respective area of
Toxicology.

Revisions or updates comprise studies where
an extensive revision of a topic of current im-
portance and/or interest has been carried out.
Articles concerned with popular science
and special articles can comment on a broad
range of toxicological topics.

Technical notes should briefly describe new
devices or analytical techniques validated by
conclusive experimental studies.

Images in Toxicology may be images related
with Toxicology from the artistic to the biological
and medical aspects: toxic plants, toxic fungi,
venomous animals, poisonous animals, algal
bloom, chemicals, environmental eco-toxico-
logical alterations, clinic cases, diagnostic im-
ages (radiograph, electrocardiogram, echogra-
phy, angiography, tomography, magnetic reso-
nance Image, optic or electron microscopy, etc).
The objective of the Section of Images in Toxi-
cology is the publication of original images
(1-2 high quality figures) of classic, interesting
or unusual findings that facilitate the clinical,
laboratorial or eco-epidemiological diagnosis
of toxicological origin.

Such images should be not necessarily excep-
tional, but illustrative.

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

Please use labels and arrows to identify points
of interest on the image. In clinical cases re-
move any identifying patient information.
Maximum word guidance: abstract 100 words,
text 1000 words. The number of references
should not be over 12.

No more than three authors may be listed.

If the image is not original, the authorization of
the author or whom posses the copyright must
be added in the presentation letter to be pre-
sented to the Editorial Committee of Acta Toxi-
cologica Argentina.

Thesis summaries are sufficiently detailed ab-
stracts of approved doctoral or magisterial the-
sis. They must include a copy of acceptance
and a sworn statement by the author and direc-
tor, and should not exceed 1,000 characters.
Articles can be submitted to Acta Toxicoldgica
Argentina (henceforth Acta) in Spanish, Portu-
guese or English. All submissions will be evalu-
ated by at least two independent reviewers,
selected by the editors. The Editorial board will
base its decision to reject, accept with changes
or accept for publication the submitted article
on these reviews. The identity of authors and
reviewers will not be disclosed throughout this
process.

Submission of manuscripts

Submission of manuscripts will be made
through the Portal de Publicaciones Cientificas
y Técnicas (PPCT) of the Centro Argentino de
Informacion Cientifica y Tecnolégica (CAICYT).
Instructions for authors will be found at the Ac-
ta-PPCT-CAICYT web page http://ppct.caicyt.
gov.ar/index.php/ata

Free publishing costs

The submission, reviewing, editing and pub-
lishing of any kind of scientific or technical ma-
terial or of any disclosure material accepted by
Acta Toxicological Argentina is totally free for
authors, not having to pay any cost for its pub-
lication or for any of the previous stages.
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Copyright

Acta Toxicoldgica Argentina is an open access
journal and has a Creative Commons Public
License (CC-BY-NC). Authors retain copyright
on their work; nevertheless, they guarantee
the journal the right to be the first in its pub-
lication. Authors retain the rights of their work
under the guidelines of the license CC BY-NC,
Creative Commons Public License. They can
freely share their work (always recognizing its
initial publication in this journal) with the sole
exception of its reproduction for commercial
purposes, according to this kind of CC license.

Publishing rights

Acta Toxicoldgica Argentina is a open access
journal and has a Creative Commons Pubilic Li-
cense (CC-BY-NC). Authors retain the license
of their article and the publication rights on their
work; nevertheless, they guarantee the journal
the right to be the first in its publication. Au-
thors retain the license and rights to their work
under the guidelines of the license CC BY-NC,
Creative Commons Public License. They can
freely share their work (recognizing its initial
publication in this journal) with the sole excep-
tion of reproduction of the work published for
commercial purposes, according to this kind of
CC license.

General guidelines in the preparation of
manuscripts for original articles

Articles must be written using a word proces-
sor (Microsoft Word 2003 or higher) with dou-
ble-spacing throughout (including abstract,
references and tables), and a minimum letter
size of Arial 12. Manuscripts must contain
page numbers on each page from the first
page. The use of bold and italic letters must
be limited to the bare minimum necessary.
First page should contain the article title, full
name and affiliations of all authors, workplace
(name of institution and postal address; if it dif-
fers between authors, numerical superscripts,
not in parentheses, next to each author should
be used to identify it); fax and/or e-mail ad-
dress of the corresponding author (signaled by
a 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

Acta Toxicol. Argent. (2016) 24 (3): 202-212

semicolons.

Introduction. It should include updated back-
ground references and clearly stated study
goals.

Materials and methods. This section should
describe the methods, devices, reagents and
procedures used, sufficiently detailed to en-
able the experiments to be reproduced.
Ethical considerations. All clinical studies
must specify the name of the Ethics and Re-
search Committee responsible for the approv-
al of the study, as well as the patients’ written
consent. Studies involving non human experi-
mental subjects must give assurance that ethi-
cal guidelines for the protection of animal han-
dling and welfare were followed.

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

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

Tables must be typed in separate pages and
numbered consecutively with Arabic numerals
in order of appearance in the text. Legends or
explanations should be included as footnotes.
Marks for footnotes must be superscript 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
make sure that each table is cited in the text.
Figures should be numbered consecutively
with Arabic numerals and presented in separate
pages. Drawings must be of good enough qual-
ity to ensure adequate reproduction. Bar, pie or
statistical charts must be prepared in GIF for-
mat. Numbers, letters and signs within figures
must be of the appropriate size to be legible
when the final sizing takes place. All signs used
must have a reference in the figure caption.
Black-and-white only photographs should
have proper contrast and a minimum resolu-
tion of 300 dpi. Submit all original drawings and
photographs in glossy paper with the authors’
name and figure number written in pencil in the
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
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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 (SI). Howev-
er, editors could require that alternate units be
provided before publication.

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

Discussion. Emphasis should be placed on the
most relevant and novel aspects of the study.
Interpret experimental data in terms of previous
published findings. Include conclusions without
repeating data and concepts stated elsewhere.
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 transplantationi
HIV-infected patients. N Engl J Med.
2002;347(4):284-7.

2. Books and monographs
Murray P.R., Rosenthal K.S., Kobayashi
G.S., Pfaller M.A. Medical microbiology.
4thed. St. Louis: Mosby, 2002.

3. 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-
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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 Associagédo Toxicolo-
gica Argentina. Engloba o Nucleo Basico de
Revistas Cientificas Argentinas, tem acesso a
artigos e textos completos através da SciELO
Argentina. Acta Toxicoldgica Argentina tem
como objetivo a publicacdo de trabalhos rela-
cionados com diferentes areas da Toxicologia,
em artigos originais, relatos de casos, comuni-
cacOes breves, atualizacdes ou revisoes, arti-
gos de divulgacao, resumos da tese, imagems,
notas técnicas, cartas ao editor e noticias.

Os artigos originais sao trabalhos de pes-
quisa completos e devem ser apresentados
respeitando as seguintes secdes: Introducéo;
Materiais e métodos; Resultados e Discussao
(que podem integrar uma segéao anexa).

Os relatos de casos s&o descri¢cdes de casos
clinicos que tenham em suas caracteristicas um
significado ou aporte importante a Toxicologia.
As comunicacoes curtas sao trabalhos de
menor extensdo, mas com conotagao toxico-
I6gica inovadora e que aporte ao campo toxi-
coldgico.

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

As revisbées ou atualizagcées 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
sdo comentarios de diversos temas de interes-
se toxicoldgico.

Imagens em Toxicologia podem correspon-
der a imagens relacionadas coma toxicologia,
desde o artistico aos aspectos biologicos:
plantas téxicas, fungos toxicos, animais ve-
nenosos, animais peconhentos, floracdes de
algas, quimicos, alteracdes ambientais, casos
clinicos, diagndstico por imagens (radiografia,
eletrocardiogramas, ecografias, angiografia,
tomografia, ressonancia magnética, microsco-
pia optica ou eletrbnica, etc.).

O objetivo da Sesséo Imagens em Toxicologia
ea publicacao de imagens originais (1-2 figuras
de alta qualidade) ou classicas interessantes

ouachadospouco usuais que facilitem o diag-
nostico clinico, laboratorial ou eco epidemiolo-
gico de causas com origem toxicologica.

As imagens ndo devem ser excepcionais, mas
sim ilustrativas.

O titulo deve ser curto e descritivo. Se a ima-
gem & uma imagem clinica, o texto deveria ser
uma descricdodaapresentacdo do paciente
seguida por pontos relevantes explicativos e o
diagnéstico final. As imagens deveriam incluir
uma legenda descritiva. Se a imagem corres-
ponde a outros pontos de toxicologia, se deve
incluir uma breve descricdo do contexto da
mesma no texto.

Por favor, utilize flechas ou simbolos para iden-
tificar os pontos de interessena imagem. Nos
casos clinicos remova qualquer informacéo de
identificacdo do paciente.

O maximo de palavras recomendado é: Re-
sumo 200, Texto 1000 e ndo mais de 12 refe-
réncias.

Nao deve haver mais de trés (3) autores.

No caso que a imagem nao seja original, deve
ser acompanhadada autorizacao do proprieta-
rio ou de quem possua os direitos da mesma,
0 que deve estar indicado na nota que apre-
sentada ao Comité Editorial da Acta Toxicolo-
gica Argentina.

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

Acta Toxicoldgica Argentina (em adiante Acta)
publicard contribuicées 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 publicagao o trabalho submetido a
sua consideracao. A identidade dos autores e
revisores sera mantida de forma confidencial.

Envio de trabalhos

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

O envio, revisao, edicao e publicacédo de qual-
quer tipo de material de divulgacao cientifica
ou técnica aceite pela Acta Toxicolégica Ar-
gentina é livre para os autores, nao ter que pa-
gar qualquer custo para publicacdo ou qual-
quer das fases anteriores.

Direitos autorais

Acta Toxicolégica Argentina € uma open access
publicagcao com uma Licenca Publica Creative
Commons (CC-BY-NC). Autores mantém seus
direitos autorais e garantir a o revista o direito
de ser a primeira em publicacdo da obra. Au-
tores mantém os direitos a seu trabalho sob as
regras da licenca CC BY-NC, Licenca Publica
Creative Commons para a partilha de trabalho,
reconhecendo sua publicacdo inicial nesta re-
vista. Os autores sao livres para usar a obra
para qualquer fim, menos comercial, de acor-
do com este tipo de licenga CC.

Os direitos de publicacao

Acta Toxicolégica Argentina € uma open ac-
cess publicacao com uma Licenca Publica
Creative Commons (CC-BY-NC). Autores man-
tém seus direitos de publicacao e licenca e ga-
rantir a o revista o direito de ser a primeira em
publicacdo da obra. Autores mantém os direi-
tos a seu trabalho sob as regras da licenca CC
BY-NC, Licenca Publica Creative Commons
para a partilha de trabalho, reconhecendo sua
publicacdo inicial nesta revista. Os autores sédo
livres para usar a obra para qualquer fim, me-
nos comercial, de acordo com este tipo de li-
cenca CC.

Aspectos gerais na preparacao do trabalho
como artigo original

Os trabalhos devem ser digitados em proces-
sador de texto (Microsoft Word versao 2003 ou
superior), com espac¢o 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 italico serdo usadas somente quando cor-
responder.

Na primeira pagina devera estar indicado: titulo
do trabalho, nomes e sobrenomes completos
de todos os autores; lugar de trabalho (nome
da instituicdo e endereco postal), se houver
autores com distintos lugares de trabalho, de-
verao ser colocados superindices numéricos,
nao entre parénteses, junto aos nomes, para
identificar cada autor com seu respectivo lugar

de trabalho; fax e/ou correio eletrénico do au-
tor responsavel correspondente (que sera indi-
cado com um asterisco na posi¢cao 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 Investigacdo 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 segao.
Resultados. Deverdo ser apresentados atra-
vés de uma das seguintes formas: no texto, ou
através de tabelas e/ou figura/s. Deverao ser
evitadas repeticbes e serdo destacados so-
mente dados importantes. Devera ser deixada
para a secdo Discussédo a interpretacdo mais
extensa.

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

As fotografias deverdo ser feitas em branco
e preto, com contraste, em papel brilhante e
com qualidade suficiente (minimo 300 dpi)
para assegurar uma boa reproducdo. Nos de-
senhos originais ou fotografias deverdo 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 deverédo ser legiveis. O tamanho minimo
devera ser de média carta, ou seja, 21 x 15 cm,
a 300 dpi. Em todos os casos devera estar in-
dicado o aumento (barra o aumento).

As epigrafes das figuras deverdo ser apresen-
tadas exclusivamente em folha a parte, orde-
nadas e numeradas, e deverao 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 deverao 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 deverdo ser apre-
sentados em unidades do sistema métrico de-
cimal, de acordo com o Sistema Internacional
de Unidades (Sl). Nao obstante, os editores po-
derao solicitar que, antes de publicar o artigo,
os autores agreguem unidades alternativas ou
diferentes das do Sl.

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 e a
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espécie em italico.

Discussao. Tera énfase sobre os aspectos
mais importantes e inovadores do estudo, e
serdo interpretados dados experimentais em
relagdo com o que ja foi publicado. Serdo 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 citacdes bibliograficas deve-
rao 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 ingestéo 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 se-
rao incluidas ao final do trabalho, abaixo do
titulo da Bibliografia Citada, em ordem alfa-
bética, com o nome de todos os autores em
cada caso.

Exemplos:
1. Artigo padrao em publicagao peri6-
dica
Halpern S.D., Ubel PA., Caplan A.L. Solid-
-organ transplantation in HIV-infected pa-
tients. N Engl d 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., ed-
itores. The genetic basis of human cancer.
New York: McGraw- Hill; 2002. p. 93-113.
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4. Material eletréonico

a. Artigo em publicagdo periédica 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 citacado de possiveis referéncias
bibliograficas que puderam ndo 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.nIm.nih.gov/bsd/
uniform_requirements.html.
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