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RESUMO

A zearalenona (ZEA) proveniente do fungo Fusarium graminearum, tem muitos efeitos tdxicos ao
organismo. E considerada hematotoxica e produz efeitos sobre o sistema oxidante. Assim, a
hesperitina, um importante antioxidante encontrado em frutas citricas, pode atuar como um
importante antioxidante frente as acdes tOxicas da ZEA. Assim, objetivou-se analisar a acéo
antioxidante da hesperitina como fator preventivo, frente as alteracdes hematolégicas induzidas pela
ZEA em camundongos. Foram utilizados 20 camundongos Swiss machos divididos em 4 grupos
(n=5): grupo 1 (Salina+ Azeite de oliva ), grupo 2 (Hesperitina 25 mg/Kg +Azeite de oliva), grupo 3
(Salina + ZEA 40 mg/Kg) e grupo 4 (Hesperitina 25 mg/Kg +ZEA 40 mg/Kg). Por 10 dias consecutivos
administrou-se a hesperitina (50 mg/Kg/dia, p.o) e a partir do 11° dia administrou-se apenas a ZEA
(40 mg/Kg/dia, p.0). Apds 48 horas, procedeu-se a eutanasia dos animais onde o sangue foi coletado
por puncéo cardiaca. As amostras de sangue foram homogeneizadas e analisadas em contador
automético, para a contagem total de RBC,WBC, VCM, HCM, CHCM, HT, HGB e Plaquetas. Apos,
foi utilizada a técnica do esfregaco sanguineo para a contagem diferencial de neutréfilos
(segmentados e bastfes), eosindfilos, basdfilos, linfocitos e mondcitos. A analise estatistica foi feita
por meio da Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias. A ZEA provocou hematotoxicidade através
do aumento de leucécitos totais assim como aumento de hemoglobina e hematdcrito e diminuiu o
numero de hemaceas além de linfécitos e plaquetas. O pré-tratamento com o hesperitina preveniu o
aparecimento dos efeitos tdxicos induzidos pela ZEA em praticamente todos os parametros
analisados e assim, este antioxidante pode ser utilizado como uma alternativa na prevencédo dos
danos causados pela ZEA.

Palavras-chaves: antioxidante, hematologia, toxicidade, camundongos.

ABSTRACT

Zearalenone (ZEA) from the fungus Fusarium graminearum, have many toxic effects on the body. It is
considered hematotéxica and take effect on the oxidant system. Thus, hesperetin, an important
antioxidant found in citrus fruits, can act as an important antioxidant opposite to toxic actions of ZEA.
The objective was to analyze the antioxidant action of hesperetin as a preventive factor, compared to
hematological changes induced by ZEA in mice. We used 20 male Swiss mice divided into 4 groups (n
= 5): Group 1 (Salina + olive ail), group 2 (hesperetin 25 mg / kg + olive oil), group 3 (Salina + ZEA 40
mg / kg) and group 4 (hesperetin 25 mg / kg + ZEA 40 mg / kg). For 10 consecutive days administered
to hesperetin (50 mg / kg / day, po) and from the 11th day administered only to ZEA (40 mg / kg / day,
po). After 48 hours, animal euthanasia was carried out where blood was collected by cardiac puncture.
Blood samples were homogenized and analyzed with an automatic counter for the total count of RBC,
WBC, MCV, MCH, MCHC, HT, HGB and platelets. After it was used the blood smear technique for
differential counting of neutrophils (segmented and bats), eosinophils, basophils, lymphocytes and
monocytes. Statistical analysis was performed by analysis of variance (ANOVA) of two ways. The ZEA
hematotoxicity caused by increased total leukocytes, as well as increase in hemoglobin and
hematocrit, and decreased the number of lymphocytes as well as erythrocytes and platelets. The pre-
treatment with hesperetin prevented the onset of toxic effects induced by ZEA in virtually all
parameters and thus, this antioxidant may be used as an alternative in the prevention of damage by
ZEA.

Keywords: antioxidant, hematology, toxicity, mice.

CURRICULUM

La zearalenona (ZEA) a partir del hongo Fusarium graminearum, tiene muchos efectos téxicos en el
cuerpo. Se considera hematotdxica y tomar efecto sobre el sistema oxidante. Por lo tanto,
hesperetina, un importante antioxidante encuentra en los citricos, puede actuar como un importante
antioxidante frente a las acciones toxicas de ZEA. El objetivo fue analizar la accion antioxidante de
hesperetina como un factor preventivo, en comparacién a los cambios hematoldgicos inducidos por
ZEA en ratones. Se utilizé 20 ratones Swiss machos divididos en 4 grupos (n = 5): Grupo 1 (aceite de
oliva Salina +), grupo 2 (hesperetina 25 mg kg de aceite de oliva / +), grupo 3 (ZEA Salina + 40 mg /
kg) y el grupo 4 (hesperetina 25 mg / kg + ZEA 40 mg / kg). Durante 10 dias consecutivos
administrados a hesperetina (50 mg / kg / dia, po) y desde el dia 11 administrada sé6lo para ZEA (40
mg / kg / dia, por via oral). Después de 48 horas, la eutanasia de los animales se llevé a cabo donde
la sangre se recogié por puncién cardiaca. Las muestras de sangre se homogeneizaron y se
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analizaron con un contador automatico para el recuento total de globulos rojos, leucocitos, MCV,
MCH, MCHC, HT, HGB y plaquetas. Después de que se utiliz6 la técnica de frotis de sangre para el
recuento diferencial de neutrofilos (segmentados y murciélagos), eosindfilos, baséfilos, linfocitos y
monocitos. El andlisis estadistico se realizd por andlisis de varianza (ANOVA) de dos maneras. La
hematotoxicidad ZEA causado por el aumento de los leucocitos totales, asi como aumento de la
hemoglobina y el hematocrito, y la disminuciéon del nimero de linfocitos, asi como eritrocitos y
plaguetas. El pre-tratamiento con hesperetina impidié la apariciéon de efectos toxicos inducidos por la
ZEA en practicamente todos los parametros y por lo tanto, este antioxidante se puede utilizar como
una alternativa en la prevencion de dafios por ZEA.

Palabras clave: antioxidantes, toxicidad, hematologia, ratones.

INTRODUCAO

As micotoxinas sdo substancias téxicas produzidas a partir de fungos ocasionando
efeitos nocivos em seres humanos e animais. A contaminacéo de alimentos e racdes por micotoxinas
representa um sério problema de salde publica, além de se constituir em consideravel obstaculo a
economia de paises produtores de grdos, como o Brasil. O conhecimento dos efeitos toxicos
causados pelas micotoxinas nos alimentos e ragbes é, sem dulvida, o primeiro passo para a
implementacdo de programas que permitam a ado¢do de medidas apropriadas para a prevencéo e
reducdo do problema.t

A zearalenona, uma micotoxina derivada do fungo Fusarium graminearum, é produzida
em condicdes de estresse. No armazenamento de graos, a contaminacdo com fungos toxigénicos e a
producdo de micotoxinas sdo resultado da relagdo entre umidade, temperatura, substrato,
concentracdo de oxigénio e dioxido de carbono, presenca de insetos e fungos.2 Além disso, esta
micotoxina é termoestéavel sobrevivendo a altas temperaturas de coc¢do além de permanecer ativa
durante toda a cadeia de producao agricola.?

Os efeitos toxicos da ZEA tém sido atribuidos principalmente a sua estrutura quimica
muito parecida com a dos estrégenos naturais.* A ZEA afeta principalmente o sistema reprodutivo, no
entanto, ela pode produzir efeitos adicionais, como a hematoxicidade. O sistema hematolégico
apresentou os efeitos nocivos induzidos pela ZEA através do aumento do niumero de leucécitos totais
e suas fracoes (bastdes, segmentados, eosindfilos e mondcitos) e diminuicao do nimero de linfécitos
e plaguetas sugerindo que esta micotoxina atua por diminuir a imunidade dos animais acometidos
levando a alteracdes nas células sanguineas.®

Entre as muitas classes que compdem os compostos fendlicos, os flavonoides sdo
considerados importantes para a alimentagdo animal e humano, devido a sua ampla distribuicdo em
frutas, hortalicas e legumes, além de gréos, cereais e leguminosos. Os flavonoides tém varias
fungdes nutricionais que tém sido descritas como modificadores da resposta biolégica onde a maioria
atua como antioxidantes, e alguns tém propriedades anti-inflamatérias.® O composto hesperidina é um
subproduto abundante e barato do cultivo de citros e é o principal flavonoide encontrado em laranja. E
um glicosideo da sua forma aglicona hesperitina. A hesperitina junto com o dissacarideo rutinose € o
mesmo que o composto hesperidina.” E de conhecimento que as frutas citricas possuem quantidades
apreciaveis destes compostos, como os flavonoides citricos (hesperitina e naringina), além da
vitamina C, que apresentam acdo antioxidante, vaso protetora e hipocolesterolémica. A hesperitina
(HT), um flavondide encontrado em frutas citricas, € amplamente conhecida por sua atividade
antioxidante e antiinflamatéria. Estudos demonstraram a a¢éo deste flavonoide natural no aumento da
imunidade em humanos através do aumento no numero de linfécitos e outros marcadores
sanguineos. Assim, este trabalho avaliou a agédo protetora deste flavonoide em funcdo das alteracdes
hematolégicas induzidas pela micotoxina zearalenona em camundongos machos.8

MATERIAL E METODOS

Delineamento experimental conduzido no Laboratério de Analises Farmacolégicas e
Toxicoldgicas aplicadas as moléculas bioativas (Laftambio Pampa) da Universidade Federal do
Pampa — Campus Itaqui entre os periodos de abril/junho do ano de 2015. Para a amostra desse
estudo utilizaram-se 20 camundongos Swiss machos de 90 dias de idade com pesos entre 25-35
gramas, provenientes do Biotério da Universidade Federal de Pelotas (UFPEL). Ressalta-se que este
experimento foi aprovado pelo Comite de ética para estudos com animais.

Os animais foram divididos aletoriamente em diferentes grupos, integrando o grupo
controle e 0s grupos experimentais para assim fazer a comparacdo dos valores obtidos ao final do
experimento. Foi dividido o nimero total de animais em 4 grupos (n=5), constituindo-se a cada grupo
um tratamento especifico, conforme é mostrado logo abaixo:
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Grupo 1: Salina (0,9%)+ Azeite de oliva (10 ml/Kg)

Grupo 2: Hesperitina 25 mg/Kg + Azeite de oliva

Grupo 3: Salina + ZEA 40 mg/Kg

Grupo 4: Hesperitina 25 mg/Kg +ZEA 40 mg/Kg

Os animais de cada grupo foram abrigados em caixas de polipropileno em condi¢cdes
controladas de luz (ciclo claro/escuro de 12 horas), temperatura controlada (22 + 2 °C), com agua e
alimentos ad libitum.

A HT (25 mg/Kg) e o veiculo foram administrados por via oral (p.0), via gavagem, durante
10 dias consecutivos. No 11° dia os animais receberam uma dose de ZEA (40 mg/Kg) por via oral, via
gavagem. Apds 48 horas do tratamento com a micotoxina, 0os animais receberam uma dose de
pentobarbital (180 mg/kg, i.p.) e o sangue foi coletado por puncédo cardiaca e colocado em tubos
contendo o anticoagulante EDTA.

As amostras foram analisadas em contador automatico Mindray, BC-2800 Vet model
para a contagem total de RBC (glébulos vermelhos), WBC (leucécitos), VCM (volume corpuscular
meédio), HCM (hemoglobina corpuscular média), CHCM (concentracdo de hemoglobina corpuscular
média), HTC (hematdcrito), HGB (hemoglobina), VPM (volume plaquetario médio) e Plaquetas.
Posteriormente, as amostras de sangue foram utilizadas para a realizacdo da técnica do esfregacgo
sanguineo para a contagem diferencial de neutréfilos (segmentados e bastdes), eosinofilos, basofilos,
linfécitos e mondcitos com 5ul de sangue. Apés a realizacdo do mesmo com a utilizagdo do corante
panético rapido, as laminas serdo visualizadas em microscopio da marca Nycon em aumento de
100x.

Para a realizacé@o da estatistica foi utilizado o programa Graph Pad Prism 5. Inicialmente
foi realizada a Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias. Com a interagdo de uma das vias, foi
realizado o teste Newman-Keuls para comparagéo dos grupos tratados com o grupo controle. O nivel
de significAncia considerado foi de p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitem inferir que a administracdo da ZEA na
dosagem de 40 mg/Kg provocou danos nos parametros hematoldgicos avaliados. O quadro clinico
das intoxicagfBes causadas pela ZEA varia muito, de acordo com a quantidade de toxina ingerida, o
tempo de ingestdo, sexo do animal e estagio reprodutivo.® Observou-se que ZEA foi capaz de
aumentar o nimero de leucécitos totais indicando uma possivel resposta inflamatéria, como mostra a
Fig. 1. Os leucécitos séo as células responsaveis pela defesa do nosso organismo, agem diretamente
contra microrganismos patdégenos e qualquer outra substancia estranha que venha a se instalar em
nosso corpo. No grupo Hesperitina/ZEA, podemos observar que este antioxidante deteve o aumento
de leucécitos, indicando um controle a micotoxina.

Figura 1 - Efeito da administracdo da hesperitina (25 mg/kg, p.o.) e da ZEA (40 mg/kg, p.0.) no
namero de células sanguineas vermelhas (A) e brancas (B) nos camundongos. Os dados séao
demonstrados através de média + erro padrao para um namero=5 animais por grupo. *** indica uma
diferenca significativa (p < 0.001) comparada ao grupo veiculo/veiculo. * indica uma diferenga
significativa (p < 0.05) comparada ao grupo veiculo/veiculo. # indica uma diferencga significativa (p <
0.001) comparada ao grupo veiculo/ZEA.
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A hematoxicidade da ZEA ainda é pouco relatada na literatura 1951112 @ em consequéncia
disto ndo ha um mecanismo definido para explicar a toxicidade desta micotoxina nas células
sanguineas. Um estudo feito indicou que uma Unica dose intraperitoneal de zearalenona induziu a
mudancas nos parametros hematoldgicos, assim como em nosso estudo.*!

A HGB e HTC sao variaveis importantes no contexto da avaliacdo nutricional através de
exames laboratoriais.’® A hematoxicidade da ZEA pode ser observada no estudo feito com ratos, no
qual foram submetidos a intoxicacdo superior a 10mg/kg de ZEA, resultando em alteracdes em
alguns parametros hematolégicos, como o aumento de hemacias, hemoglobina, hematdcrito,
leucécitos e reducao no volume plaquetério.t!

No presente trabalho, foi possivel demonstrar o aumento de hematocrito e hemoglobina (Fig.
2), bem como a diminuicdo no nimero de hemécias predizendo que a ZEA foi capaz de induzir a
hemdlise (destruicdo prematura das hemacias) e levar os animais ao quadro de anemia. Ja no grupo
interacao Hesperitina/ZEA, a HT atuou como um efetivo protetor reequilibrando o nimero de
hemaceas, HTC, HGB.

Figura 2 - Efeito da administracdo da hesperitina (25 mg/kg, p.o.) e da ZEA (40 mg/kg, p.0.) no
hematécrito (A) e contagem de hemoglobina (B) no sangue dos camundongos. Os dados sao
demonstrados através de média + erro padrdo para um ndmero=5 animais por grupo. *** indica uma
diferenca significativa (p < 0.001) comparada ao grupo veiculo/veiculo. # indica uma diferenca
significativa (p < 0.001) comparada ao grupo veiculo/ZEA.
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Hematocrito

Contagem de hemoglobina

No estudo desenvolvido com camundongos Balb/C, a toxicidade aguda com ZEA promoveu
alteracdo na coagulacdo e um aumento nos niveis de hematdcrito, hemoglobina, hemécias e
leucécitos, semelhante ao encontrado em nosso estudo, diferindo-se apenas da diminuicdo do
ndmero heméacias.°

Responsaveis pelo inicio do processo de coagulacdo, gracas a acdo das plaquetas, o
organismo tem tempo de reparar os tecidos lesados sem que haja muita perda de sangue. A ZEA por
ser imunossupressora, € capaz de promover alteracdes no tempo de protrombina, dificultando o
tempo de coagulacdo do sangue através da sua acao sobre os fatores de coagulacdo.** Em nosso
trabalho a ZEA foi capaz de diminuir significativamente a contagem plaquetaria como é possivel
observar na Figura 3 (A). A diminuicdo do numero de plaquetas pode estar relacionada com
alteracGes na coagulacdo sanguinea.l!

Autores observaram uma reducao significativa, do nimero de plaquetas apds o tratamento
com a ZEA, mostrando assim os efeitos deletérios da ZEA sobre o sistema plaquetario. Em nosso
trabalho, além da diminuicdo do nimero de plaquetas, a ZEA provocou aumento do volume
plaguetario e a HT atuou de modo preventivo nos dois parametros analisados.® O aumento da
destruicdo periférica das plaquetas com consequente aumento da trombopoiese pode ser um fator
que justificaria o aumento do VPM pela acgéo toxica da ZEA.'®

Figura 3 - Efeito da administracdo da hesperitina (25 mg/kg, p.o.) e da ZEA (40 mg/kg, p.o.) na
contagem de plaquetas (A) e do volume principal de plaguetas (B) no sangue dos camundongos. Os
dados sdo demonstrados através de média + erro padrdo para um ndmero=5 animais por grupo. ***
indica uma diferenca significativa (p < 0.001) comparada ao grupo veiculo/veiculo. * indica uma
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diferenga significativa (p < 0.05) comparada ao grupo veiculo/veiculo. # indica uma diferenca
significativa (p < 0.001) comparada ao grupo veiculo/ZEA.
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Alteracdes nos parametros sanguineos foram relatados, em um trabalho onde usou-se
camundongos, dos quais foram tratados via gavagem com uma Unica dosagem de ZEA de 40 mg/kg
10, semelhante ao presente trabalho, demonstrando assim a toxidade que a zearalenona tem sobre os
parametros hematolégicos. Nosso trabalho mostra que a hesperitina foi capaz de proteger contra o
aumento de CHCM, HCM e VCM (Fig. 4).

Figura 4 - Efeito da administragdo da hesperitina (25 mg/kg, p.o.) e da ZEA (40 mg/kg, p.o.) na
concentracdo de hemoglobina corpuscular principal (A), hemoglobina corpuscular principal (B) e
volume corpuscular principal (C) no sangue dos camundongos. Os dados sao demonstrados através
de média + erro padrao para um ndmero=5 animais por grupo. *** indica uma diferenca significativa (p
< 0.001) comparada ao grupo veiculo/veiculo. # indica uma diferenca significativa (p < 0.001)
comparada ao grupo veiculo/ZEA.
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O tratamento com a ZEA aumentou significativamente o nimero de leucécitos totais e suas
fracOes (bastdes, segmentados, eosindfilos e mondcitos), enquanto que a HT agiu de modo
preventivo (Fig. 5). Em um trabalho similar, o licopeno, um importante antioxidante, foi capaz de
prevenir as alteragGes provocadas pela ZEA nas mesmas células sanguineas analisadas.®
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Ainda, verificou-se que semelhante ao estrogénio, a ZEA, pode modular grande parte das
respostas imunitarias e prejudicar 6rgdos linfoides, resultando na atrofia do timo e assim na
diminuicdo na produgd@o de linfocitos.” Quanto a diminuicdo de linfocitos, a mesma reforga a
capacidade imunossupressora desta micotoxina e corrobora com os resultados de outros estudos.18:19

Figura 5 - Efeito da administragdo da hesperitina (25 mg/kg, p.o.) e da ZEA (40 mg/kg, p.o.) no
namero de segmentados (A), bastbes (B), eosindfilos (C), linfécitos (D) e monécitos (E) no sangue
dos camundongos. Os dados sdo demonstrados através de média + erro padrdo para um nimero=5
animais por grupo. *** indica uma diferenca significativa (p < 0.001) comparada ao grupo
veiculo/veiculo. * indica uma diferenca significativa (p < 0.05) comparada ao grupo veiculo/veiculo. #
indica uma diferenca significativa (p < 0.001) comparada ao grupo veiculo/ZEA.
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O tratamento com a hesperitina se mostrou benéfico, pois foi capaz de impedir os efeitos que
a ZEA provoca nos parametros hematolégicos, com possivel envolvimento de propriedades
antioxidantes e anti-inflamatérias deste flavonoide.

CONCLUSAO

Diante do exposto, podemos concluir que a ZEA induziu hematotoxicidade e que a HT,
através de suas propriedades, atuou como preventivo nos eventos toxicos induzidos pela ZEA.
Assim, os resultados obtidos comprovam a eficiéncia do efeito protetor que o flavondide hesperitina
tem frente os danos hematolégicos que a zearalenona provoca no organismo. Os dados obtidos
neste trabalho reforcam a importancia dos flavonoides como antioxidantes.
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ANEXO |

Artigos clentificos inéditos. como ra-
balhos de pesquisa, revisbes de liters-
tura & relatos de caso, enviados & reda-
gdo 580 avalisdos pela eguipe editorial.
Em face do paracer inicial, o material &
encaminhade os consultores clentifi-
cos. A equipe decidird sobre a conve-
niéncia da publice¢do, de forma integral
ou parcial, encaminhando ao subor
sugesties e possivels comeces.

Relatos de casos s8o ulilizados
para apresentagio de casos de inte-
resse, guer s=ja pela randede, evole-
gdo inusiteda ou técnices especiss,
que 580 discutidas detalhadamente.

Revisbes s&0 utilizadss para o estu-
do aprofundado de informagdes atuais
referentes & um determinado assunto,
& partir da andlise critericsa dos trabe-
Ihos de pesquisadores de iodo o meio
cientifico, o5 em periddicos de
gualidade. Uma revisio deve apresen-
tar no maximo até 15% de seu conted-
do provenientes de livros & no maximo
20% de artigos com mais de dez anos
de publicagao.

Trabalhos de pesguisa s&o utiizs-
@05 para apresentar resultsdos, disous-
stes e condusfes de pesquisadores
que exgploram fendmenos ainda néo
completamente conhecidos ou estuds-
dos. Messes trabalhos. o bem-estar ani-
mal dewe sampre receber slengao espe-
cial.

Para a primeira avaliagéo, os auto-
res dewem enviar pela internst
{evredacaoiieditoraguara.com.br)
um arquivo teceto (doc) com o trabalho,
scompanhado de imagens digitalizs-
das am formato jpg . As imagens digi-
talizadas devemn ter, no minimo, resolu-
Ao de 300 dpis na largura de Scm. Se
oS Butores n&o possuirem imagens
digitalizadas, devem encaminhar pelo
cofreio ao nosso departamento de
redacdo copiss das imegens oniginais
({fotos, slides ou ilustraghes — acomps-
nhadas de identificegio de proprieds-
de & autor). Devem ser enviadas tam-
bem a identificagio de fodos o= Buto-
res do trabalho (nome completo por
extenso, RE, CPF, enderego residen-
cial com cep, telefones e e-mail). Além
dos nomes completos, devem ser infor-
madas &5 instituigies &5 guais os Bulo-
res estejam wvinculados, bem como
geus tiubos no momento em que o tra-
balho foi escrito.

Todos os artigos, independentamen-
te da sua categoria, devemn ser redigi-
dos am lingua porfuguesa & acompa-
nhados de wersfes em lingua inglesa &
espanhola de: tiula, resumo (de 700 a
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800 carscieres) e unitermas (3 a 6). Os
titulos dewvemn ser caros e ser grafados
em letras mindsculas — somente & pri-
meira lefra da primeira palavra deve
ser grafada em letra maidscula. Os
resumos devem ressaltar o objetivo, o
método, os resultados e as conclu-
stes, de forma concisa, dos pontos
relevanies do trabalho apresentado.
Os uwnitermos n&o devem constar do
titulo. Devern ser dispostos do mais
abrangente para o mais especifico (eg

“cfes, crungias, sboessos, pﬂ':nslﬂta:l
‘“erificar s& 03 unitermos escolhidos
constam dos *Descritores em Cidncizs
de Sadde” da Bireme
{http:idecs.bvs. brf). Revistes de lite-
ratura n&o devem apresentar o subtitu-

13 “Conclusbes®. Sugere-se
“Considerapbes finais”.
M&o ha para a quani-

dade de paginas, dependendo esta do
conteddo exploredo. Os  assunios
devem ser abordados com objetividede
g clareza, visando o pdblico leitor — o
clinico weteringrio de peguencs ani-
mais.

LHilizar fonte arial tamanho 10, espa-
po simples @ uma Unica coluna. As
margens superior, infedor e lstersis
dewem apresentar até Jcm. Mao deixar
linhas em branco ao longo do texto,
entre tiulos, aphs subtitulos & entre &s
referéncias.

Mo caso de todo o material ser
remetido pebo comeio, devem necessa-
riamente ser enviados, além de uma
Bpresentacso impresssa, uma copis em
CDO-rom.

Imagens como fotos, tabelas, grafi-
cos & llustragtes ndo podem ser copias
da litergtura, mesma que seja indicada
a fonte. Devem ser utilizadss imagens
origingis  dos  proprios  Eutores.
Imagens folograficas devem possuir
indicagio do fotdgrafo @ proprietario; &
quando cedidas por terceinos, deverfo
ser obrigatoriaments acompanhadas
de sutorizacéo pars publicacho e ces-
=80 de direitoe para & Edilora Guard
{fomecida pela Editora Guard).
Ouadros, tabelas, fotos, desenhos,
graficos deverfo ser demominados
figuras & numerados por ordem de
aparecimento das respectvas chama-
das no texto. Imagens de microscopia
devem sSer sempre scompanhadss de
bama de tamanho e nas legendas
devem constar as objetivas utilizadss.

Ewitar citar comentarios que constem
das introdugtes de rabalhos de peagui-
g8 parea néo incomer em  apuds.
Procurar se restringir so “Material &
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métodos™ & s “Conclusbes® dos traba-
Ihos. Sempre buscar pelas referéncias
originais consultadas por esses autoras.

As referénoias serfio indicadas ao
longo do texto apenss por mdmeros
sobrescrilos ao texto, que comespon-
derio a listagem ao final do artigo —
aufores & datas nio devem ser citados
no texts. Esses nimeros sobrescritos
devemn =& disposins em ordem cres-
cente, seguindo & ordem de apareci-
mento no texio, & ceparados apeEnss
por virgulas (sem espagos). Quando
houver mais de dois niameros em
sequéncia, utilizar apenas hifen (-}
enire o primeirc & o Okimo dessa
sequéncia, por exemplo clo WW-B 4
apresentagio das referéncizs ao final
do artigo deve seguir as normas atusis
da ABMT 2002 (NBR 10520). Ltilizar o
formato v para volume, n. para ndme-
ro & p. para pagina. Nao wtilizar “et al®
— todos o8 Butores devem ser relacio-
nados. M&o abreviar tiulos de periddi-
cos. Sempre utilizar as edigbes abusis
de livros — edigies anteriores néo
devem ser utilizadas. De modo geral,
n&o serdo aceiios apuds, somente
sendo utiizados para literatura nBo
localizads & obras antigas de dificil
acesso. As citagies de obras da inter-
net devem seguir o mesmo procedi-
mento das citagdes em papel, apenas
com o acréscimo das seguintes infor-
magies: “Disponivel &m:
<hittp: s oooom>. Acesso em: dia
de més de ano.” Somente utilizar o
local de publice¢as de periddicos para
titulos com incidéncia em locais distin-
tos, como, por exemplo; Revista de
Sadde Publica. 530 Paulo & Revista de
Salde Pulblica. Rio de Janeiro. De
modo geral, n&o =80 aceitas como fon-
tes de referéncia penddicos ou sites
ndo indexados.

Meo utiizar SID, BID e outros.
Escrever por extenso "a cada 12
hores®, "a cada 6 horas® etc.

Com redagBo sos principios aticos
da experimentacio animal, o3 autores
deverdo considerar as normas do
SBCAL (Sociedade Brasileira de
Ciéncia de Animais de Laboratdrio).

Informagbes referentes a produtos
utilizados no trabalho devemn ser apre-
sentadas em nodaps, com chamada no
texin com letra sobrescrita so princlpio
ativo ou produto. Mo rodapé dewem
constar o nome comercisl, fabricante,
cidade & estado. Para produtos impor-
tados, informar também o pals de ori-
gem, o nome do importadonidistibui-
dor, cidade & estado.



