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RESUMO

Avaliacao do epitélio pulmonar em ratos submetidos ao malation

O consumo de agrotéxicos no Brasil vem crescendo cada vez mais, provocando
alteracdes na saude humana e nos ecossistemas. Podemos identificar impactos na
saude tanto de trabalhadores, como consumidores dos alimentos contaminados com
residuos, sendo os aplicadores dos produtos os mais atingidos. A maior utilizagdo de
agrotoxicos organofosforados acontece na agricultura, mas também sao utilizados
em saude publica. O malation € um dos organofosforados mais utilizados no Brasil,
possui grande utilidade nas areas rurais e urbanas. A agao toxica dos compostos
acetilcolina ocorre através do processo de fosforilagdo do grupo hidroxila do residuo
de serina da enzima. A hidrélise do neurotransmissor acetilcolina estara
comprometida, levando ao acumulo deste neurotransmissor nas sinapses do
sistema nervoso central e periférico, promovendo uma hiperestimulacdo dos
receptores muscarinicos e nicotinicos (receptores colinérgicos) desencadeando uma
variedade de sinais e sintomas que caracterizam a “sindrome colinérgica”. O
presente estudo teve como objetivo analisar as alteragdes do epitélio pulmonar em
ratos submetidos ao inseticida organofosforado, Malation, através da analise
histopatoldgica do epitélio pulmonar de ratos submetidos ao Malation por via oral.
Foram utilizados 30 ratos fémeas da linhagem Wistar, com idade inicial de 21 dias,
provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina — UEL,
Protocolo CEUA- 7109. Os animais foram distribuidos casualmente em trés grupos
experimentais (n = 10). Dois grupos de animais foram tratados com Malation nas
doses de 10 mg/kg ou 50 mg/kg de peso corpdéreo via gavagem. Essas doses
correspondem a 0,5% e 2,5%, respectivamente da DL50 oral para ratos (DL50 oral =
2000 mg/kg) (U S EPA, 200). O outro grupo (grupo controle) recebeu apenas o
veiculo (6leo de soja) em igual volume. Os resultados foram obtidos através das
seguintes analises; células caliciformes; area do bronquiolo, area da luz, espessura
da camada muscular e score de inflamacdo. Observamos aumento das células
caliciformes no grupo M50, apesar de nao termos identificado valor com significancia
estatistica, os resultados foram apresentados em média, com p<0,05. Em relacéo a

area da luz do bronquiolo houve redugdo da area no grupo que recebeu maior



dosagem de malation, porém sem valor estatistico. Em relagdo a area do bronquiolo
identificamos aumento da area no grupo M10, comparado tanto com o controle
quanto com o M50, com valor estatistico. Em relagcdo a espessura da camada
muscular observamos aumento da espessura nos dois grupos que receberam
malation, porém sem valor estatistico. Na avaliacdo do score de inflamacéao
constatamos aumento do score no grupo M50, com significancia estatistica. Os
resultados do presente estudo demonstraram que a exposi¢cao ao malation provoca
alteragdes na histologia pulmonar, como por exemplo, a presenga de inflamagao dos
bronquiolos, comprovada pelo aumento do score de inflamagdo no grupo que
recebeu maior dosagem malation. Além disso, verificamos também aumento das
células caliciformes, aumento da area dos bronquiolos, reducdo da area da luz e
alteracdo da espessura da camada muscular, porém nao comprovamos valores de
significancia estatistica. Desse modo, nota-se a importancia em realizar novas
pesquisas em relagdo ao tema abordado, para que consigamos maiores dados para
implementagao de alternativas que evidentemente sdo mais seguras, tanto para o

meio ambiente e para a populacéio.

Palavras-chave: Inseticidas. Ratas W.istar. Sistema Respiratério. Malation.
Organofosforado.



ABSTRACT

Evaluation of the pulmonary epithelium in rats treated with malation.

The consumption of pesticides in Brazil has been growing more and more, causing
changes in human health and ecosystems. We can identify impacts on the health of
both workers and consumers of food contaminated with residues, with product
applicators being the most affected. The greatest use of organophosphate pesticides
is in agriculture, but they are also used in public health. Malathion is one of the most
used organophosphates in Brazil, it has great utility in rural and urban areas. The
toxic action of organophosphate compounds is related to the inhibition of numerous
enzymes. Inhibition of acetylcholine occurs through the process of phosphorylation of
the hydroxyl group of the serine residue of the enzyme. The hydrolysis of the
neurotransmitter acetylcholine will be compromised, leading to the accumulation of
this neurotransmitter in the synapses of the central and peripheral nervous system,
promoting a hyperstimulation of the muscarinic and nicotinic receptors (cholinergic
receptors) triggering a variety of signs and symptoms that characterize the
“cholinergic syndrome”. The present study aimed to analyze changes in the
pulmonary epithelium in rats submitted to the organophosphate insecticide,
Malathion, through histopathological analysis of the pulmonary epithelium of rats
submitted to Malathion orally. Thirty female Wistar rats were used, with an initial age
of 21 days, from the Central Animal Facility of the State University of Londrina — UEL,
Protocol CEUA-7109. The animals were randomly distributed into three experimental
groups (n = 10). Two groups of animals were treated with Malathion at doses of 10
mg/kg or 50 mg/kg of body weight via gavage. These doses correspond to 0.5% and
2.5%, respectively, of the oral LD50 for rats (oral LD50 = 2000 mg/kg) (US EPA,
200). The other group (control group) received only the vehicle (soybean oil) in equal
volume. The results were obtained through the following analyses; goblet cells;
bronchiole area, lumen area, muscle layer thickness and inflammation score. We
observed an increase in goblet cells in the M50 group, although we did not identify a
statistically significant value, the results were presented as an average, with p<0.05.
Regarding the area of the bronchiole lumen, there was a reduction in the area in the

group that received the highest dose of malathion, but without statistical value.



Regarding the bronchiole area, we identified an increase in the area in the M10
group, compared with both the control and the M50 group, with statistical value.
Regarding the thickness of the muscle layer, we observed an increase in thickness in
the two groups that received malathion, but without statistical value. In the evaluation
of the inflammation score, we found an increase in the score in the M50 group, with
statistical significance. The results of the present study demonstrated that exposure
to malathion causes alterations in lung histology, such as the presence of
inflammation of the bronchioles, as evidenced by the increase in the inflammation
score in the group that received the highest malathion dose. We observed an
increase in goblet cells in the M50 group, although we did not identify a statistically
significant value, the results were presented as an average, with p<0.05. Regarding
the area of the bronchiole lumen, there was a reduction in the area in the group that
received the highest dose of malathion, but without statistical value. Regarding the
bronchiole area, we identified an increase in the area in the M10 group, compared
with both the control and the M50 group, with statistical value. Regarding the
thickness of the muscle layer, we observed an increase in thickness in the two
groups that received malathion, but without statistical value. In the evaluation of the
inflammation score, we found an increase in the score in the M50 group,

statistical significance. The results of the present study demonstrated that exp«

to malathion causes alterations in lung histology, such as the presence of
inflammation of the bronchioles, as evidenced by the increase in the inflammation
score in the group that received the highest malathion dose. In addition, we also
found an increase in goblet cells, an increase in the area of the bronchioles, a
reduction in the lumen area and changes in the thickness of the muscle layer, but we
did not prove statistically significant values. Thus, it is important to carry out new
research in relation to the topic addressed, so that we can obtain more data to
implementation of alternatives that are evidently safer, both for the environment and

for the population.

Key-words: Insecticides. Rats Wistar. Respiratory System. Malathion.

Organophosphate.



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

LISTA DE FIGURAS

Ester dietil dimetoxifosfinotiol ............c.coveoeieieeeeeeeeee e
Visualizagdo do bronquiolo e alvéolos, corados com hematoxilina
eosina, com aumento 400x (A). Bronquiolo e alvéolos corados com
hematoxilina e eosina, com aumento 1000x (B) .........cccvvvvvvvvivnnrnnnnnn.
Comparacéao entre as médias dos animais que receberam malation
e 0 aumento das células caliciformes ............oiiiiiiiiii e
Comparacgéao entre o grupo controle com as diferentes dosagens de
malation em relacdo a area do bronquiolo ................coevveiiiiiiiiiin..n.
Comparacéao entre as diferentes dosagens de malation em relagao
a area da luz do bronquIolo ........ooeeiiiiiiiii e
Comparacado do aumento da espessura da camada muscular com
as dosagens de malation ..........coooviiiiiii i

Comparacéao dos grupos em relagédo ao score de inflamacéo ...........

20

21

22

23



SUMARIO

1 ARTIGO: AVALIAGAO DO EPITELIO PULMONAR EM RATOS SUBMETIDOS

AO MALATION ... ccccsserrre s s s s s s s s sss s s s e e s e s s s s s s snnnne s e e s e ssss s s s snnnnnneeeessnnnnnnnn 12
INTRODUGAOD ......ocotiieeeeeeteaeraeseesesassessessessssessessssssssssssesssssssessessesssssnssssssesesesasans 16
IMETODOS ......ccueueueerereseresees s ssssesese s s s ssss s et ss s s s ssa st s s s sssssse e s s sssnsnens 19
Aspectos de natureza €tica .......ccceeeeeiiiiiiiiiiii e ————— 19
Delineamento experimental.............cccciii 19
Coleta dos materiais ..........coccrriiiiiininrn i ———————— 19
Anadlise dos dados..........ccoiiiiiiiiiiiiiiii e ———————— 20
RESULTADOS........ceerrierrsesssssssssssssse s s ssssssssssssssse e s sssssssssssnsssnessssssssssssnnnnnnennsnsnn 20
DISCUSSAD ......ccicuieeieeiieeeessesessessessessessessessessssssssssssssessessessessssssesesssssssssssssnsnns 25
CONSIDERAGOES FINAIS .......ccecieeereeereeteseeessssessesseessessssessssssssssssssssssssssssssnes 28
REFERENCIAS.......c.ouitrtrieeeeasssesesesessssassssssssesessssassssssssesesssssssssssssssessssassssssnens 29
Y 1] = 1 33
ANEXO A - APROVAGAO DO TRABALHO PELO COMITE ETICA ................... 33

ANEXO B — NORMAS DE PUBLICAGAO DA REVISTA CIENTIFICA A QUAL O
ARTIGO SERA SUBMETIDO ........coereuccrereraeeneressssseesesssassesesssssssssssessssssessssnns 34



12

1 ARTIGO: Avaliacao do epitélio pulmonar em ratos submetidos ao malation
Evaluation of the pulmonary epithelium in rats treated with malation

Epitélio pulmonar de ratos submetidos ao malation

Gabriela Reigota Blanco', Ana Karina Marques Salge®, Ana Paula Alves Favareto?,
Débora Tavares de Resende e Silva®, Francis Lopes Pacagnelli®, Glaura

Scatamburlo Alves Fernandes’, Renata Calciolari Rossi®

T Universidade do Oeste Paulista, Presidente Prudente, SP, Brasil.
https://orcid.org/0000-0002-7751-5729

2 Universidade Federal de Goias, Goiania, GO, Brasil.

https://orcid.org/0000-0003-2718-1625

3 Universidade do Oeste Paulista, Presidente Prudente, SP, Brasil.

https://orcid.org/0000-0001-8634-9198

4 Universidade Federal da Fronteira Sul, Chapeco, SC, Brasil.

https://orcid.org/0000-0002-3813-7139

5 Universidade do Oeste Paulista, Presidente Prudente, SP, Brasil.

https://orcid.org/0000-0002-3813-7139

6 Universidade do Oeste Paulista, Presidente Prudente, SP, Brasil.

https://orcid.org/0000-0002-6043-1131

7 Universidade do Oeste Paulista, Presidente Prudente, SP, Brasil.
https://orcid.org/0000-0002-3311-064X

8 Universidade do Oeste Paulista, Presidente Prudente, SP, Brasil.

https://orcid.org/0000-0002-3311-064 X

Requisitos de Autoria:

Contribuigao substancial no esbog¢o do estudo ou na interpretagao dos dados:
G.RB.;AKMS,;APAF,;DTRS,;FLP,;GSAF,;RCR.

Participacao na redagcao da versao preliminar: G.R.B.; AKMS.; APAF,;
D.T.R.S,;F.L.P,;GSAF.,; R.CR.


https://orcid.org/0000-0002-7751-5729
https://orcid.org/0000-0003-2718-1625
https://orcid.org/0000-0001-8634-9198
https://orcid.org/0000-0002-3813-7139
https://orcid.org/0000-0002-6043-1131
https://orcid.org/0000-0002-3311-064X

13

Participacao na revisao e aprovacgao da versao final: G.R.B.; AK.M.S.; A.P.AF.;
D.T.RS,;F.L.P,;GSAF.;R.C.R.

Conformidade em ser responsavel pela exatidao ou integridade de qualquer
parte do estudo: G.R.B.; AK.M.S,; AP.AF,;D.T.RS,; F.LP.;GSAF.;R.CR.

Autor correspondente:

Renata Calciolari Rossi

Universidade do Oeste Paulista — Rua José Bongiovani, 700 — Cidade Universitaria
CEP: 19050-680 — Presidente Prudente — Sdo Paulo — Brasil.

E-mail: renatacalciolari@terra.com.br

Fontes de apoio: Universidade do Oeste Paulista.

Agradecimentos: Sem agradecimentos.
Este trabalho sera submetido a revista Medicina Qualis A3.


mailto:renatacalciolari@terra.com.br

14

RESUMO

Introdugdo: A maior utilizagcdo de agrotoxicos organofosforados acontece na
agricultura, mas também sao utilizados em saude publica, na eliminagdo e controle
de vetores transmissores de enfermidades endémicas. O malation € um dos
organofosforados mais utilizados no Brasil, possui grande utilidade nas areas rurais
e urbanas. A acdo toxica dos compostos organofosforados esta relacionada a
inibicdo de da enzima acetilcolinesterase. A hidrélise do neurotransmissor
acetilcolina estara comprometida, levando ao acumulo deste neurotransmissor nas
sinapses do sistema nervoso central e periférico, promovendo uma hiperestimulagao
dos receptores muscarinicos e nicotinicos, provocando sinais e sintomas que
caracterizam a “sindrome colinérgica”. Objetivo: analisar as alteragdes do epitélio
pulmonar em ratos submetidos por via oral ao inseticida, Malation, através da
analise histopatologica. Métodos: Foram utilizados 30 ratos fémeas da linhagem
Wistar, com idade inicial de 21 dias, provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual de Londrina — UEL, Protocolo CEUA- 7109. Os animais foram
distribuidos casualmente em trés grupos experimentais (n = 10). Dois grupos de
animais foram tratados com Malation nas doses de 10 mg/kg ou 50 mg/kg de peso
corpéreo via gavagem. Essas doses correspondem a 0,5% e 2,5%, respectivamente
da DL50 oral para ratos (DL50 oral = 2000 mg/kg) (U S EPA, 200). O outro grupo
(grupo controle) recebeu apenas o veiculo (6leo de soja) em igual volume.
Resultados apresentados em média (desvio padrao), p<0,05, Teste de ANOVA de 2
fatores. Resultados: Os resultados foram obtidos através de analise histopatoldgica.
Embora tenha existido um aumento das células caliciformes no grupo M50, nao
tivemos valores significativos, pois as médias foram proximas. Em relagéo a area do
bronquiolo comparando o grupo controle com o M10 tivemos um aumento da area,
considerado valor significativo. Na comparacgéo entre o grupo controle e o M50, nédo
tivemos valores significativos, as médias estdo proximas. Em relagdo a area da luz
quase nao observamos diferenca nas médias dos grupos, porém com redugao no
grupo M50, constatamos aumento da espessura da camada muscular no grupo M50
e aumento do score de inflamagdo. Conclusao e implicagdes para pratica:. Os
resultados do presente estudo demonstraram que a exposi¢cado ao malation provoca
alteracgdes na histologia pulmonar, como por exemplo, a presenga de inflamagéo dos
bronquiolos, comprovada pelo aumento do score de inflamagédo no grupo que
recebeu maior dosagem malation. Além disso, verificamos também aumento das
células caliciformes, aumento da area dos bronquiolos, reducdo da area da luz e
alteracdo da espessura da camada muscular, porém nao comprovamos valores de
significancia estatistica. Desse modo, nota-se a importancia em realizar novas
pesquisas em relagdo ao tema abordado, para que consigamos maiores dados para
implementagao de alternativas que evidentemente sdo mais seguras, tanto para o
meio ambiente e para a populacéao.

Palavras-chave: Inseticidas; Ratas; Sistema Respiratorio; Malation;
Organofosforado.
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ABSTRACT

Introduction: The greatest use of organophosphate pesticides occurs in agriculture,
but they are also used in public health, in the elimination and control of vectors that
transmit endemic diseases. Malathion is one of the most used OFs in Brazil, it is very
useful in rural and urban areas in a variety of situations (eradication of insects, ants
and even lice). The toxic action of OFs compounds is related to the inhibition of the
enzyme acetylcholinesterase, causing signs and symptoms that characterize the
“cholinergic syndrome”. Purpose: to analyze alterations in the pulmonary epithelium
in rats submitted to the organophosphate insecticide, Malathion, through
histopathological analysis of the pulmonary epithelium of rats submitted to Malathion
orally. Methods: Thirty female Wistar rats were used, with an initial age of 21 days,
from the Central Animal Facility of the State University of Londrina — UEL, Protocol
CEUA-7109. The animals were randomly distributed into three experimental groups
(n = 10). Two groups of animals were treated with Malathion at doses of 10 mg/kg or
50 mg/kg of body weight via gavage. These doses correspond to 0.5% and 2.5%,
respectively, of the oral LD50 for rats (oral LD50 = 2000 mg/kg) (US EPA, 200). The
other group (control group) received only the vehicle (soybean oil) in equal volume.
Results: The results were obtained through the analyses; goblet cells; bronchiole
area, lumen area, muscle layer thickness and inflammation score. Although there
was an increase in goblet cells in the M50 group, we did not have significant values,
as the averages were similar. Regarding the area of the bronchiole, comparing the
control group with the M10, we had an increase in the area, considered a significant
value. In the comparison between the control group and the M50, we did not have
significant values, the averages are close. Regarding the lumen area, we observed
almost no difference in the means of the groups, but with a reduction in the M50
group, we found an increase in the thickness of the muscle layer in the M50 group
and an increase in the inflammation score. Conclusion and implications for
practice:

Key-words: Insecticides; Rats; Respiratory System; Malathion; Organophosphate.
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INTRODUGAO

A utilizacdo de agrotéxicos no Brasil tem aumentado cada vez mais,
provocando alteracbes na saude humana e nos ecossistemas. Os impactos na
saude podem chegar a atingir tanto os trabalhadores, como os consumidores dos
alimentos contaminados com residuos, sendo os aplicadores dos produtos os mais
atingidos- Alguns problemas podem ser causados pela exposi¢do aos agrotéxicos,
como por exemplo, doencas respiratorias (bronquite asmatica) e efeitos
gastrointestinais. E para alguns compostos como organofosforados e
organoclorados existem os disturbios musculares, debilidade motora e fraqueza'2.

Em 1920 foi dado inicio a utilizagcdo de agrotdxicos na agricultura, porém
pouco se sabia sobre os efeitos colaterais. Em torno de 1960 os agrotoxicos foram
utilizados mais intensamente na agricultura, anteriormente eles foram utilizados para
programas de salde publica, como combate a vetores e controle de parasitas?.

Sabe-se que 20% do mercado mundial de agrotoxicos € composto pelos
paises em desenvolvimento, dessa forma, o Brasil se destaca como o maior
mercado individual, representando 35% do montante. O Brasil esta classificado no
mercado como o maior consumidor de agrotéxicos por hectare no mundo*.

O consumo de pesticida aumentou consideravelmente no Brasil, levando a
ocupar o quarto pais em nivel mundial na categoria de consumo de agrotoxicos. De
acordo com a visao histérica a populagédo esta mais exposta aos agrotoxicos, devido
ao aumento de consumo de alimentos de origem agropecuaria e também pelo
contato direto em aplicadores rurais ou manipuladores. Vale ressaltar também as
tentativas de suicidios, ou por contato indireto, como em populacdes que necessitam
da utilizagao de agrotdxicos para o controle de vetores nas endemias®?®.

Os pesticidas sao classificados de acordo com a sua natureza quimica e
fungdo. Em relagdo a natureza quimica sdo divididos em organicos e inorganicos®.
Os inseticidas organicos, conforme o mecanismo de acado sao divididos em
inibidores de colinesterase (organofosforados e carbamatos), piretrinas, piretroides e
organoclorados. Ja os inseticidas inorganicos ndo contém nenhum &atomo de
carbono em sua estrutura quimica e podem ser classificados em arsenicais,
fluorados e miscelanea. Estes quase nao sao utilizados devido ao alto risco no meio
ambiente, elevada toxicidade, baixo controle dos insetos e ndo possuem antidoto”-1%-
11

Devido a praticidade dos organofosforados, comegaram a ser mais utilizados,
pois degradam rapidamente no meio ambiente, causando impacto ambiental menos
significativo. Os inseticidas inibidores das colinesterases classificados como
organofosforados, sdo absorvidos pela pele, ingestao ou por inalagéo®.

Ester dietil dimetoxifosfinotiol (Malation)

O malation (éster dietil dimetoxifosfinotiol — Figura 1) € um dos OFs mais
utilizados no Brasil, possui grande utilidade nas areas rurais e urbanas em uma
variedade de situagbes (erradicagbes de insetos, formigas e até piolhos). Ele é
amplamente utilizado devido a sua alta eficacia como inseticida e sua baixa
toxicidade em mamiferos quando comparado a outros OFs. No entanto, algumas
impurezas presentes na sua formulagdo podem aumentar a toxicidade'2.



17

_0\ o—7

p=
o~ '\
I - O
O
3 L
Malathion C0HsO6sPS,

shutterstock.com - 2216829297

Figura 1: Ester dietil dimetoxifosfinotiol

Existe a inibicdo da enzima colinesterase, especialmente acetilcolinesterase,
causando o acumulo de acetilcolina nas sinapses nervosas, levando a uma série de
efeitos parassimpaticomiméticos. A inibicdo da colinesterase por meio dos
compostos fosforados provoca o acumulo de acetilcolina e o organismo comega a
apresentar muitas manifestagdes, tais como, os efeitos muscarinicos, nicotinicos e
centrais. A acdo da colinesterase € derivada de duas enzimas. Uma encontrada na
membrana dos eritrocitos (colinesterase eritrocitaria ou acetilcolinesterase), e outra
sérica (colinesterase plasmatica ou butiril-colinesterase). A reducdo da colinesterase
plasmatica pode durar por trinta dias e das hemacias por noventa dias apds o ultimo
contato com os fosforados organicos™3-1°.
enzimas. A inibicdo da AChE ocorre através do processo de fosforilagdo do grupo
hidroxila do residuo de serina da enzima. Dessa forma, a hidrélise do
neurotransmissor acetilcolina (Ach) estara comprometida, levando ao acumulo deste
neurotransmissor nas sinapses do sistema nervoso central e periférico. Desta forma,
havera uma hiperestimulagcado dos receptores muscarinicos e nicotinicos (receptores
colinérgicos) desencadeando uma variedade de sinais e sintomas que caracterizam
a “sindrome colinérgica”16-18,

Efeitos da exposi¢cao aos agrotéxicos

A maior utilizagdo dessas substancias acontece na agricultura, mas também
sao utilizados em saude publica, na eliminacdo e controle de vetores transmissores
de enfermidades endémicas como; doenga de Chagas, Malaria e Dengue®.

Segundo Domingues et al.’ em 2004 ja existia no Brasil cerca de 300
ingredientes ativos e 2000 formulagdes de agrotoxicos.

O governo brasileiro ndo esta dando a atengdo adequada ao problema de
intoxicagao ocupacional por agrotoxicos, € ao mesmo tempo incentivando o aumento
da produgado agricola, pois a exportagdo de produtos agropecuarios € responsavel
por uma grande parte da balanga comercial brasileira. Segundo o Sistema Nacional
de Informagdes Toxico-farmacologicas (SINITOX), em 2014 foram registrados 4.758
casos de intoxicagdo por uso de agrotéxicos na agricultura e manejo doméstico,
sendo a faixa etaria mais acometida de um a quatro anos de idade, representando
20,45% do total. Logo apds estdo os individuos entre vinte a vinte e nove anos,
equivalendo a 14,2%, sendo o maior registro de casos na zona rural 292",

O sucesso das plantagbes muitas vezes depende de acgdes de controle de
plantas daninhas, como o uso de agrotoxicos. Desde 2008, o Brasil é lider mundial
no consumo de defensivos agricolas. Com isso 0 uso abusivo de agrotoxicos esta
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diretamente relacionado a inumeros problemas de saude e atinge trabalhadores da
cadeia produtiva do agronegocio, moradores de areas proximas aos centros de
produgdo e consumidores que ingerem derivados de cultivos auxiliados por
herbicidas?>23.

Os pesticidas empregados nas atividades agricolas produzem efeitos diversos
a saude humana e ambiental. A contaminagao resultante do uso de pesticidas para
0 homem e para os animais pode ser aguda ou crbénica. No primeiro caso ha uma
exposicao direta a uma unica dose do produto, culminando com morte rapida ou
lenta. No segundo caso, ocorre uma exposicao constante a doses relativamente
baixas, levando ao aparecimento de sinais ou sintomas relativos a intoxicagao
crbnica®.

Os pesticidas mais utilizados na agricultura sdo os compostos
organofosforados (OFs), que derivam do acido fosférico e tiofosforico e geralmente
s30 aplicados como inseticidas?®.

A exposicao aos OFs geralmente ocorre em pessoas que estdo em contato
com tais produtos quimicos em consequéncia de sua ocupac¢ao, no habito de comer
durante o trabalho, no preparo do produto, ou individuos que residem proximo aos
locais de armazenamento desses produtos. Sabe-se que a populagdo em geral se
expde através da propagagao dos produtos quimicos no ambiente pelo consumo de
alimentos contaminados, além das intoxicagdes intencionais (homicidio e
suicidios)?®.

Sabemos que a absorgédo dos OFs pelo organismo humano acontece por via
dérmica, respiratéria e digestiva. A via oral assume importancia nas intoxicagdes
digestivas, principalmente em criangas em casos acidentais, e em adultos através do
consumo de alimentos contaminados'%27-29,

As formulagbes comercializadas do malation podem conter até doze
impurezas formadas durante a fabricagdo e armazenamento. A capacidade
mutagénica e alto potencial carcinogénico estdo sendo estudados e discutidos.
Porém, ainda necessitamos de mais estudos sobre a associacdo de malation,
cancer e efeitos respiratérios?°.

De acordo com os dados impactantes sobre o uso de agrotoxicos,
principalmente os organofosforados na saude, tanto como exposi¢cao direta ou
indireta, faz-se necessario cada vez mais estudos que avaliem os efeitos destes nos
sistemas do corpo humano. Como os inseticidas sao utilizados na parte agricola e
no controle de doencgas vetoriais, que sdo considerados agravos da saude publica,
precisamos avaliar os sintomas de intoxicagdo e exposicdo, para que O0s
profissionais de saude estejam aptos a identificar os sintomas e instalar tratamento
adequado.

Justifica-se que atualmente os agrotdxicos s&o considerados de extrema
importancia no modelo de desenvolvimento da agricultura no pais. Sabe-se que o
Brasil € o maior consumidor de produtos agrotéxicos no mundo e o uso estimulado
desses compostos proporcionou elevados indices de intoxicagdes induzidas por
essas substancias no campo ou em areas urbanas®'.

Os trabalhadores agricolas estdo em grande parte do tempo expostos aos
riscos de intoxicagdo, devido ao contato intenso com os inseticidas. Esses
compostos sdo potencialmente toxicos aos seres humanos, podendo causar efeitos
adversos ao sistema nervoso central e periférico, ter acdo imunodepressora ou
serem até cancerigenos, entre outros efeitos. Os organofosforados sdo uns dos
pesticidas mais utilizados e causadores de intoxicagdes ocupacionais, pertencentes
a classe dos inibidores das enzimas colinesterases3?-33,
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Os carbamatos e os organofosforados s&o absorvidos por via oral, respiratoria
e cutanea, aumentando as taxas de intoxicagdo em todo o mundo3*.

Com o aumento populacional e os avangos tecnoldgicos o uso de inseticidas
organofosforados tem sido cada vez mais utilizado para agricultura e também para o
controle de doencas causadas por vetores. Dessa forma, € necessario analisar os
possiveis danos ao sistema respiratério, através de analise histopatologica de
pulmdes de ratos expostos ao Malation. A fim de promover aumento do
conhecimento sobre os sinais de intoxicagc&do e alteragbes permanentes no epitélio
pulmonar.

O presente estudo tem como objetivo analisar as alteragbes do epitélio
pulmonar em ratos submetidos ao inseticida organofosforado, Malation.

METODOS
Aspectos de natureza ética

O projeto foi submetido ao Comité de Etica para uso dos Animais da
Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE) e foi realizado de acordo com o Guia
para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério do Instituto Nacional de Saude
(USA). Protocolo CEUA- 7109.

Este projeto utilizou os pulmdes provenientes dos ratos utilizados no estudo
intitulado “Avaliacdo dos efeitos do malation sobre o desenvolvimento do sistema
genital feminino de ratos desde o periodo juvenil até a puberdade”, aprovado em 17
de Novembro de 2021.

Delineamento experimental

Foram utilizados 30 ratos fémeas da linhagem Wistar, com idade inicial de 21
dias, provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina - UEL.
Os animais foram distribuidos casualmente em trés grupos experimentais (n = 10).
Dois grupos de animais serdo tratados com Malation nas doses de 10 mg/kg ou 50
mg/kg de peso corpdreo via gavagem. Essas doses correspondem a 0,5% e 2,5%,
respectivamente da DL50 oral para ratos (DL50 oral = 2000 mg/kg) (U S EPA, 200).
O outro grupo (grupo controle) recebeu apenas o veiculo (6leo de soja) em igual
volume.

Coleta dos materiais

No biotério de Londrina, as fémeas foram anestesiadas com associacédo de
xilazina e quetamina e submetidos a eutanasia por puncdo cardiaca, em fase de
estro, para a coleta dos pulmdes, os quais foram destinados ao processamento
histoldgico. Os pulmbes foram fixados na solucao fixadora de Alfac (85% de alcool
80%, 10% de formol e 5% de acido acético glacial). No laboratorio da UNOESTE foi
realizado o processamento dos pulmdes em parafina e realizado cortes histolégicos
de 5 ym de espessura (trés cortes nao seriados por animal) corados com
hematoxilina e eosina.
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Analise dos dados

A avaliagao do epitélio pulmonar, apds a confecgao das laminas, foi realizado
a captura de imagens em microscopio com camera acoplada (Leica ICC50 HD).

Foi realizada analise histopatolégica e morfométrica do tecido pulmonar, com
aumento microscopio de 400X e 1000x (Figura 2), foram analizadas 42 |laminas com
3 imagens de cada uma, totalizando 126 imagens.

Apds captura das imagens foi utilizado o software image-Pro Plus® (versao
7.0, Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA), para quantificagdo das células
caliciformes, area do bronquiolo e area da luz do tecido pulmonar dos ratos.

Feito analise cegada para evitar falsos resultados.

RESULTADOS

O presente estudo analisou o epitélio pulmonar de 30 ratas fémeas da raca
Wistar, através da administragdo por gavagem de Malation na dose de 10 mgkg, 50
mgkg e um grupo controle que recebeu 6leo de soja. Os resultados foram obtidos
através das seguintes analises; células caliciformes; area do bronquiolo, area da luz,
espessura da camada muscular e score de inflamagao. Nao houve morte de nenhum
animal durante o periodo experimental.

Figura 2: A) Identificacdo do grupo controle; bronquiolo e rede alveolar; B)
Grupo M10 (dosagem 10mgkg): visualizagdo dos bronquiolos e rede alveolar; C)
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Grupo M50 (dosagem 50mgkg); visualizagdo do bronquiolo e rede alveolar. LaAminas
coradas com hematoxilina e eosina com aumento de 1000X.

Na figura 3 s&o comparadas as relagbes entre o grupo controle e os que
receberam malation nas diferentes dosagens com a porcentagem das células
caliciformes. Constatamos aumento das células caliciformes no grupo que recebeu
maior dosagem de malation (M50).
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Legenda: letras minusculas diferentes representam a diferenca estatistica na comparagao entre os
grupos de acordo com as dosagens de malation. As letras minusculas iguais nado tiveram valores
significativos de acordo com nossa analise.

Figura 3: Comparagéo entre as médias dos animais que receberam malation e o
aumento das células caliciformes.

Resultados apresentados em meédia (Desvio Padréo), valor obtido pelo Teste de
ANOVA de dois fatores, com nivel de significancia de p<0,05.

Na Figura 4, podemos observar a comparagdo entre o grupo controle e as
diferentes dosagens de malation com a area do bronquiolo. Observamos um grande
aumento da area do bronquiolo no grupo M10, tanto em comparagdo com o controle
quanto ao grupo M50. Comparando o grupo controle com o M10 tivemos aumento
da area do bronquiolo com valor significativo, porém em comparagdo do grupo
controle com o M50, ndo obtivemos valores com significancia estatistica.
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Legenda: Letras mindsculas diferentes representam os valores obtidos com significAncia estatistica.
As letras minusculas iguais apresentam pouco valor estatistico em relagdo as médias de alteragéo.

Figura 4: Comparacédo entre o grupo controle com as diferentes dosagens de
malation em relagdo a area do bronquiolo.

Resultados apresentados em média (Desvio Padrao), valor obtido pelo Teste de
ANOVA de dois fatores, com nivel de significancia de p<0,05.

Na Figura 5, analisamos as alteragbes do tamanho da area da luz do
bronquiolo em relagdo as dosagens de malation. Observamos redugdo na area da
luz dos bronquiolos no grupo que recebeu maior dosagem (M50) de malation.
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Legenda: letras minusculas iguais denotam médias muito préximas, sem valor estatistico.

Figura 5: Comparacéao entre as diferentes dosagens de malation em relagao a area
da luz do bronquiolo.

Resultados apresentados em média (Desvio Padrao), valor obtido pelo Teste de
ANOVA de dois fatores, com nivel de significancia de p<0,05.

A figura 6 demonstra a comparagao entre as dosagens de malation e as
alteracdes na espessura da camada muscular. Constatamos que existe aumento da
espessura da camada muscular nos dois grupos que receberam o malation (M10 e
M50), pode-se ainda observar que a média do grupo M50 obteve maior aumento da
espessura da camada muscular em relagdo aos outros grupos, porém néao
significativo.
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Legenda: letras minusculas iguais, sem valor significativo.

Figura 6: Comparacdo do aumento da espessura da camada muscular com as
dosagens de malation.

Resultados apresentados em meédia (Desvio Padréo), valor obtido pelo Teste de
ANOVA de dois fatores, com nivel de significancia de p<0,05.

A figura 7 mostra o score de inflamagédo em relagdo ao grupo controle com os
grupos que receberam malation. Observamos aumento no score de inflamagao no
grupo M50, o qual recebeu maior dosagem de malation, com valores de relevancia
estatistica.
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Legenda: letras mindsculas iguais representam pouco valor estatistico e letras minusculas diferentes
demonstram valores com significancia estatistica.

Figura 7: Comparacao dos grupos em relagéo ao score de inflamacgao.
Resultados apresentados em meédia (Desvio Padréo), valor obtido pelo Teste de
ANOVA de dois fatores, com nivel de significancia de p<0,05.
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DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho demonstraram, que as concentracdes
utilizadas causaram alteragées na histologia pulmonar dos ratos submetidos ao
malation em diferentes dosagens. O que também foi verificado em 2014, por Inouye
et al.3%, mostrando aumento de infiltrado inflamatorio, espessamento alveolar e
bronquiolar com congestao pulmonar.

O uso de pesticidas quimicos em paises em desenvolvimento como Brasil e
seus impactos na saude humana e na seguranga alimentar € uma preocupagao
global, devido a este fato nosso trabalho realizou andlise sobre os efeitos que o
inseticida Malation, pode provocar no epitélio pulmonar.

Em 1983, Imamura et al.3¢ fizeram um estudo sobre a administragdo oral de
uma das impurezas do Malation (O, O, S-trimetilfosforotioato-OOS), onde
constataram alteragdes morfolégicas no epitélio bronquiolar dos pulmdes dos ratos.
Os pulmbes de ratos tratados com OOS tinham menos células Clara (n&o ciliadas),
porém, maiores do que os pulmdes de ratos de controle que receberam dleo de
milho ou malation purificado. Além disso, a atividade da lactato desidrogenase (LDH)
no liquido de lavagem broncopulmonar foi significativamente maior em OOS do que
em ratos controle. Esses dados demonstram que OOS e/ou seus metabdlitos
causam lesao pulmonar, provavelmente devido fatores inflamatérios. De acordo com
esse estudo o aumento dos niveis de LDH no liquido de lavagem broncopulmonar foi
demonstrado ser um marcador util para detectar lesdo pulmonar resultante de
pneumotoxicos.

O presente estudo analisou o pulmé&o de 30 ratos fémeas da linhagem Wistar,
submetidas ao malation. Os animais foram divididos casualmente em trés grupos
experimentais. Dois grupos de animais foram tratados com Malation nas doses de
10 mg/kg (M10) ou 50 mg/kg (M50) de peso corporeo via gavagem. O outro grupo
(grupo controle) recebeu apenas o veiculo (6leo de soja) em igual volume.

Foi realizada analise histopatoldégica do tecido pulmonar, coradas com
Hematoxilina e Eosina, com aumento microscépio de 400X e 1000X. Para avaliar a
organizagdo do epitélio pulmonar apds o uso de malation, realizamos analises a
respeito das células caliciformes, a area dos bronquiolos, espessura da camada
muscular, area de luz dos bronquiolos e do score de inflamacgéo.

A maior parte do epitélio respiratéorio € denominado pseudoestratificado
colunar ciliado e composto pelas células caliciformes, que sado responsaveis pela
producéo e excre¢do de muco ¥.

Observamos aumento da porcentagem de células caliciformes no grupo que
recebeu maior dosagem de Malation em relagdo ao grupo controle e o grupo M10.
De acordo com o teste estatistico, em relacdo ao valor de p<0,05 n&o constatamos
alteracado com significancia estatistica (Figura 3). Em relagdo a area do bronquiolo
observamos aumento significativo do grupo que recebeu menor quantidade de
malation (M10), mesmo se compararmos com O grupo controle € o0 grupo que
recebeu maior dosagem. O que nos chama a atengcdo também é a redugéo da area
do bronquiolo no grupo M50, o que pode indicar remodelamento bronquiolar (Figura
4).

Os OFs atuam inibindo a fungcéo de dois tipos de proteinas (enzimas da
classe das acetilcolinesterase - AChEs): a) acetilcolinesterase especifica, verdadeira
ou acetilcolinesterase, (AChE) encontrada principalmente nas sinapses do SNC,
periférico parassimpatico e jungdo neuromuscular; b) butirilcolinesterase,
pseudocolinesterase ou acetilcolinesterase inespecifica (BChE), encontrada no
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plasma, no intestino e, em menor concentracdo, em outros tecidos, esta também
presente nos eritrocitos29-38-39,

Através do metabolismo hepatico os OFs sofrem metabolizacdo, produzindo
os inibidores das enzimas colinesterases. Alteracdes bioquimicas e fisiologicas nos
eritrécitos e linfécitos podem ser causadas pelo Malation, além de induzir uma série
de aberragbes cromossémicas em animais 4042,

Pdvoa et al.*® expressam que estudos demonstram inclusive, a capacidade do
Malation em alterar o ciclo celular e produzir distor¢cdes em nivel de replicacdo do
DNA celular, aberragdes cromossdmicas e associam sua agao a diversas patologias
como o cancer, arteriosclerose, Parkinson, Alzheimer, malformag¢des congénitas,
infertilidade e esterilidade.

Em 2014, Inoyue et al.?®, realizaram um estudo experimental, com o objetivo
de analisar as alteragdes morfologicas ocorridas no figado e no pulmao de ratos
Wistar adultos, submetidos a doses do inseticida Malation, por 7, 14 e 21 dias. Os
animais foram divididos em quatro grupos, dos quais trés foram tratados com
Malation e um grupo controle recebeu soro fisiolégico. Na investigagdo, foram
utilizados 39 ratos albinos, adultos, machos e fémeas da linhagem Wistar, com peso
entre 240 g a 500 g. Estes foram divididos em quatro grupos denominados: 1, 2 e 3,
compostos por oito animais cada um, tratados com Malation (volume de 10 mL e
concentragdo de 250 mg/kg do peso corporal) e grupo controle, formado por 15
animais, administrado com soro fisiolégico 0,9% e volume variavel conforme o peso.
Na histopatologia do pulmdo dos mesmos ratos controle, encontraram-se aspectos
normais nas areas da regiao alveolar e bronquiolar. O que também observamos no
nosso trabalho. Ja os grupos tratados com a droga em diferentes tempos,
apresentaram consideraveis alteragées. No grupo 1 (receberam malation por 7 dias),
visualizaram areas fibrosadas, infiltrado inflamatério acentuado e um espessamento
alveolar, mas com preservacdo da luz alveolar. De acordo com nosso estudo
observamos que as doses de malation de 10 mgkg e 50 mgkg, apresentaram pouca
alteracdo da area da luz, apesar da amostra que recebeu maior dosagem houve
reducdo da area da luz (Figura 5). No grupo 2, constatou-se uma evidente
congestdo pulmonar, seguida de um espessamento de septos alveolares com a
presencga de capilares nestes septos. No grupo 3, foi também verificado um infiltrado
inflamatorio mononuclear constituido de macréfagos e linfécitos, uma descamagao
epitelial nos bronquiolos com presenca de hemacias na luz e espessamento de
tecido conjuntivo (submucosa) bronquiolar.

Em relagdo a espessura da camada muscular do bronquiolo, né&o
constatamos alteragdo com significancia estatistica (Figura 6). De acordo, com o
estudo de Inoyue et al.3®, com o maior tempo de exposicédo (21 dias) e uma dosagem
maior do que utilizamos no nosso trabalho, verificaram aumento da camada
muscular do bronquiolo.

De acordo com a avaliagdo do score de inflamacédo, notamos aumento
importante no grupo M50, comparado com o controle e o grupo M10. Os dados
estatisticos possuem maior relevancia, pois a média do grupo que recebeu maior
dosagem (m50), consequentemente apresentou maior score de inflamacéo (Figura
7).

No mesmo estudo de Inoyue et al.?®, além de analisaram a histopatologia
pulmonar de ratos expostos ao malation, analisaram também a presenca de
alteracdes hepaticas. Foi observado a presenga de nucleos pcnéticos, congestao
vascular, vacuolizacdo citoplasmatica e infiltrado inflamatério. Dessa forma,
podemos constatar que a exposi¢cao ao malation apresenta alteragdes sistémicas.
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Rezg et al.** ao analisarem os efeitos do Malation, calcularam o valor do
hematocrito, o teor de hemoglobina e a concentragdo de glicose no sangue de
animais submetidos a exposi¢ao subcrdnica do produto via intragastrica diariamente,
durante 32 dias. De fato, a unica modificacdo notada foi na quantidade de
hemoglobina, que aumentou significativamente, cujo resultado é justificado como
uma adaptagédo para melhor oxigenagéao, ja que o Malation provoca dano pulmonar.
Dado esse que revigora a nossa constatagao sobre as alteragdées pulmonares.

Em 1981, Wyatt et al.*®, publicou um trabalho sobre a instilag&o intrabrénquica
de paraquat em ratos e realizou estudo da morfologia e retencédo do inseticida.
Varias quantidades de paraquat (10(-5) a 10(-12) g) em 0,1 ml de solugéo salina
foram instiladas diretamente no brdonquio esquerdo de ratos machos adultos.
Estudos gravimétricos, macroscopicos e microscopicos no lobo esquerdo do pulmao
mostraram que 10(-5) g de paraquat levaram a edema pulmonar e lesbes
macroscopicas dois e 14 dias apos a aplicagdo. A patologia do pulmao foi
semelhante a observada apdés envenenamento sistémico. Quando 10(-6) g de
paraquat foram instilados, alguns animais desenvolveram edema pulmonar e lesbes
macroscopicas. Porém, no exame microscopico mostrou alteragdes sutis no
parénquima pulmonar.

Um recente estudo, publicado em 2022, por Shaikat et al.*5, avaliou o perigo
para a saude originado por produtos quimicos, como o malation e o nitrobenzeno em
humanos, através do modelo de coelho. Entre os pesticidas, os organofosforados
estdo relacionados ao crescimento e anormalidades reprodutivas em animais. O
acetilcolinesterase. Contudo, este pesticida agora esta sendo considerado um
provavel carcinégeno da Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC),
que tem efeitos deletérios relatados em humanos e animais 4748,

O malation € muito usado atualmente, pois é considerado de baixa toxicidade
em comparagao com outros organofosforados. No entanto, o uso generalizado pode
levar a exposicdo excessiva de multiplas fontes. Os mecanismos de toxicidade do
malation incluem a inibicdo da enzima acetilcolinesterase, alteracdo do equilibrio
oxidantes/antioxidantes, dano ao DNA e facilitacdo do dano celular apoptotico. A
exposicao ao malation tem sido relacionada a diferentes toxicidades que afetam
quase todos os 6rgéos de nossos corpos, sendo a toxicidade do SNC a mais bem
documentada. Os efeitos téxicos do malation no figado, rins, testiculos, ovarios,
pulmdes, pancreas e sangue também foram relatados. Além disso, também foi
considerado um composto quimico genotdxico e carcinogénico. Existem evidéncias
de efeitos adversos associados a exposicdo pré-natal e pds-natal em animais e
humanos.

Em nossa pesquisa bibliografica encontramos poucos estudos recentes sobre
as alteragdes que o malation pode provocar no pulmdes, o que dificultou o confronto
dos resultados. Portanto faz-se necessarios mais estudos sobre o assunto.

Um fator que também chama a atencgao esta relacionado ao impacto residual
dos pesticidas, pois as pessoas sdo expostas a pesticidas quimicos através do
contato com a pele, ingestdo ou inalagao. O tipo de pesticida, a duragao e a via de
exposi¢ao e o estado de saude individual sado fatores de risco que influenciam na
salide em uma determinada comunidade 4°-%.

A exposicédo a pesticidas organofosforados pode ser um fator de risco para
anomalias congénitas e outros resultados adversos do nascimento. No contexto dos
niveis de seguranga, as concentragbes podem nao exceder oS niveis seguros
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determinados pela legislacdo. Porém, esses "limites seguros" podem subestimar o
aspecto pratico do impacto residual dos pesticidas na satide humana 552,

Além disso, a identificacdo de pesticidas no leite materno realca a importancia
das preocupacdes de salde publica decorrentes de pesticidas residuais 3.

CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados do presente estudo demonstraram que a exposi¢ao ao malation
provoca alteragbes na histologia pulmonar, como por exemplo a presenga de
inflamacdo dos bronquiolos. Observamos que os ratos que receberam a maior
dosagem de malation (M50); apresentaram aumento de células caliciformes,
reducdo da area do bronquiolo, redugcdo da area da luz, com preservacdo da
espessura da camada muscular e aumento do score de inflamacédo, em comparagao
com o grupo controle e com o grupo que recebeu menor dosagem de malation
(M10). Isso nos mostra a presenga de alteragdo na histopatologia pulmonar, embora
em alguns aspectos avaliados ndo obtivemos valores estatisticamente significativos.

Desse modo, nota-se a importancia em realizar novas pesquisas em relacao
ao tema abordado, para que consigamos maiores dados para implementacéo de
alternativas que evidentemente sdo mais seguras, tanto para o meio ambiente e
para a populacao.

As politicas publicas de saude e praticas agricolas atuais devem implementar
protocolos ambientalmente amigaveis que representem menos riscos a saude.
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ANEXO B — NORMAS DE PUBLICAGAO DA REVISTA CIENTIFICA A QUAL O
ARTIGO SERA SUBMETIDO

REVISTA MEDICINA (RIBEIRAO PRETO)
Instrugoes aos autores

1. POLITICAS EDITORIAIS

A revista Medicina (Ribeirdo Preto) editada pela Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sdo Paulo em parceria com o Hospital das Clinicas de
Ribeirao Preto objetiva propiciar o avango e aprimoramento da pratica da medicina
multidisciplinar.

A revista publica artigos de pesquisas originais, relatos cientificos (artigos de reviséo
e relatos de caso), ensaios, temas de ensino em saude e gestdo em organizagdes
de saude, além textos cientificos divulgados em repositérios Preprints. A informacgéo
de que o texto é um Preprint deve constar em uma Carta de Apresentacao ao editor,
acompanhado do DOI e do nome do servidor em que se encontra depositado.

Esta destinada primordialmente aos estudantes de graduagdo e pdsgraduacgao,
médicos residentes, assistentes e docentes do sistema médicouniversitario, assim
como profissionais das areas afins a saude como enfermagem, fisioterapia,
fonoaudiologia, nutricdo, educacéo fisica, entre outros.

As submissdes sao abertas e sdo aceitos manuscritos em portugués, inglés ou
espanhol. O manuscrito na integra e os demais arquivos deverdo ser enviados
através da plataforma Open Journal Systems (OJS). Sugerimos que os autores
verifiguem as recomendacdes de boas praticas do Comité Internacional de Editores
de Periddicos Médicos (ICMJE) antes de iniciar a submissdo do material a revista.

Deverao ser seguidas as orientagcdes da rede internacional The Equator Network
para estruturar os diferentes tipos de relatos cientificos. Tais diretrizes ajudam os
autores a descreverem o estudo de forma mais completa a fim de serem avaliados
pelos editores, revisores e leitores.

2. INSTRUCOES GERAIS
2.1REQUISITOS DE AUTORIA

Recomendamos que os autores atendam os critérios de autoria estabelecidos pelo
ICMJE:

1- Contribuicdo substancial no esboc¢o do estudo ou na interpretacdo dos dados;

2- Participacao na redagao da versao preliminar;

3- Participagao na revisao e aprovacao da versao final;

4- Conformidade em ser responsavel pela exatidao ou integridade de qualquer parte
do estudo.

Os Editores da revista Medicina (Ribeirdo Preto) ndo se responsabilizardo em
determinar quem se qualifica ou ndo para ser autor e também nao realizardo
arbitragem de conflitos de autoria.
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O autor correspondente assumira a responsabilidade principal de comunicagao com
a revista, sendo importante que o mesmo esteja disponivel durante a revisdo por
pares, edicao e publicagdo para responder aos questionamentos editoriais em tempo
habil. Recomenda-se que o ultimo autor seja o coordenador do estudo e/ou lider do
grupo de pesquisa.

A secdo de agradecimentos, descrita na folha de rosto, podera ser utilizada para
prestigiar individuos que n&o atendam aos critérios de autoria acima, mas que
tenham contribuido com o estudo. (Vide QUADRO RESUMO pg.14)

2.2 IDENTIFICACAO DO AUTOR (ORCID ID)

Incentivamos todos os autores a se registrarem e utilizarem o ORCID ID
(identificador digital persistente para o autor) que distingue um autor de qualquer
outro, ainda que tenha homdénimo ou que tenha sido citado e/ou indexado de
variadas formas.

2.3 DIREITOS AUTORAIS

Ao assinarem a declaracido de responsabilidade e direitos autorais os autores
afirmam a participagdo suficiente de todos na realizagdo do trabalho e assumem,
publicamente, que sao responsaveis por seu conteudo.

A revista Medicina (Ribeirdo Preto) adota politica de acesso aberto e a licenga
Creative Commons CC-BY, portanto os textos estdo disponiveis para copia e
redistribuicdo em qualquer meio ou formato com a devida citagado da fonte e autoria.
Assim, ndo é necessaria permissao por parte dos autores ou editores.

2.4PROCESSO DE AVALIACAO

Todos os processos de revisdo da Revista Medicina (Ribeirdo Preto) sdo duplo-
cegos e revisados por pares. A selegao dos trabalhos para publicagdo € composta
por duas fases: na primeira, a Comissao de Publicagcdo analisa o interesse do tema
para o publico-alvo da revista e se o manuscrito esta de acordo com as normas de
publicagao.

Na segunda, a qualidade do artigo é avaliada por dois ou mais revisores, mantendo-
se sigilo sobre os autores do trabalho. Com base no parecer dos revisores o editor-
chefe decidira pela aprovacao, reformulacdo ou recusa dos textos. Sempre que
possivel, os trabalhos serdo publicados na ordem 5 cronoldgica do recebimento da
versao final (data de aceitagao), mas, a critério da Comissao de Publicagao, podera
haver antecipacdes. Estima-se que o tempo médio entre a submisséo e a publicacéo
seja em torno de 3 a 6 meses.

2.4.1 REENVIO DE ARTIGOS

O manuscrito revisado, contendo as modificagdes destacadas com marcatexto ou
em outra cor, devera ser enviado pela guia "Revisdes" da plataforma de submisséo
da revista Medicina (Ribeirdo Preto), acompanhado de uma “carta-resposta” que
inclua uma lista detalhada, ponto a ponto, de como os comentarios de cada um dos
revisores foram abordados.
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2.5 TAXAS DE PUBLICAGAO

Nao sado cobradas taxas para submissao e processamento dos artigos, exceto para
a publicagéo de anais de congressos, conforme descrito adiante.

2.5.1 TRADUGCAO PARA LINGUA INGLESA

Visando a internacionalizagdo da revista, a partir de Janeiro de 2021 todos os artigos
submetidos em lingua portuguesa ou espanhola, caso aprovados para publicagao na
Revista Medicina (Ribeirdo Preto), serdo publicados também em lingua inglesa. A
tradugao para o inglés é de inteira responsabilidade dos autores. Recomenda-se que
a traducao seja feita por um profissional especializado, pois a revista se reserva o
direito de devolver o manuscrito para corre¢gao caso o julgue mal traduzido.

2.6 POLITICA DE PREVENCAO AO PLAGIO EM PUBLICAGOES CIENTIFICAS

A revista Medicina (Ribeirdo Preto) publica exclusivamente material original, ou seja,
material que ndo foi publicado e nem esta em revisdo em outro periddico. Para
detectar ocorréncias de texto similar em manuscritos submetidos para publicacao,
sdo usados softwares especificos para prevengao de plagio.

Quando houver suspeita de plagio, o artigo podera ser rejeitado para revisdo ou
publicagdo conforme julgamento pelos editores. Alternativamente, autores poderao
ser convidados a prestar esclarecimentos, havendo a possibilidade de correcéo do
texto com nova redacao.

A reproducao de trechos ou da integralidade de outros artigos sem dar o 6 devido
crédito a fonte € inaceitavel, bem como a producdo de muitos artigos com quase o
mesmo conteudo pelos mesmos autores. O autoplagio ocorre quando autores
escrevem varios manuscritos em peridédicos diferentes que foram modificados
apenas ligeiramente, o que ndo € considerado ético.

Se o plagio for detectado apds a publicagdo, o conselho editorial podera solicitar
uma retratagcéo pelos autores, emitir uma corregao ou retirar o artigo. Pesquisadores
nao podem apresentar resultados obtidos por terceiros como se os tivessem
produzido e devem reconhecer o trabalho de outros usado em suas pesquisas,
citando-as e descrevendo como influenciaram a direcédo e o curso de seu estudo.

2.7 PERIODICIDADE

A revista Medicina (Ribeirdo Preto) € uma revista eletrbnica com publicagéo
trimestral. A partir de Janeiro de 2021 o sistema de publicacdo sera em fluxo
continuo (rolling pass).

3. CATEGORIA DOS MANUSCRITOS
3.1ARTIGO ORIGINAL
Sao artigos nos quais sado informados os resultados obtidos em pesquisas originais,

utilizando abordagens quantitativas ou qualitativas de interesse geral para area da
saude. Deverao conter as secdes: “Introducdo, Métodos, Resultados, Discussao e
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Conclusdo” que poderao, algumas vezes, necessitar de subtitulos dentro dessas
secOes para melhor organizar o conteudo.

Os artigos originais devem ser enviados juntos a uma carta de apresentacao.
Ensaios clinicos devem seguir a diretriz CONSORT e estudos observacionais devem
seqguir a diretriz de redacdo STROBE que sao preenchidas e enviadas em conjunto
com o artigo.

a) Introdugdo Fornecer um contexto e os conceitos essenciais ao projeto, assim
como declarar o proposito especifico ou o objetivo da investigagdo, a lacuna do
conhecimento que se pretende preencher, ou a hipdtese a ser testada pela
pesquisa. Sugerimos a restricdo as citagdes de referéncias diretas, sem incluir
dados ou conclusdées do estudo que esta sendo relatado. Sugerimos de 3 a 5
paragrafos na introdu¢cado com a explicitagado dos objetivos ao final.

b) Métodos Parte do manuscrito que permite que as pessoas que acessam os dados
sejam capazes de reproduzir os resultados. O principio orientador da secédo de
métodos deve ser clareza sobre como e por que o estudo foi investigado daquela
maneira em particular. A secao de métodos pode ser subdividida e detalhada para
facilitar a compreensdo. Nesta secao, deve-se incluir uma declaragao para informar
que a pesquisa foi aprovada ou foi isentada de apreciagdo pelo comité de ética
responsavel.

c) Resultados Os resultados deverdo ser apresentados em sequéncia légica no
texto, nas tabelas e figuras. Restringir tabelas e figuras aquelas informacdes
necessarias para explicar o argumento do artigo e como dados de apoio. Usar
graficos como alternativa a tabelas com muitos dados. Nao duplicar os dados em
graficos e tabelas. Nao repetir informagdes dos graficos e tabelas no texto.

d) Discussao Os resultados deverao ser apresentados em sequéncia légica no texto,
nas tabelas e figuras. Restringir tabelas e figuras aquelas informag¢des necessarias
para explicar o argumento do artigo e como dados de apoio. Usar graficos como
alternativa a tabelas com muitos dados. Nao duplicar os dados em gréficos e
tabelas. Nao repetir informagdes dos graficos e tabelas no texto.

e) Conclusao Essa sessdo deve responder de forma objetiva as formulagbes dos
objetivos.

3.2 ARTIGO DE REVISAO

Trata-se de artigos de revisdo critica da literatura sobre um tema ou problema
especifico. Somente serdo aceitas as revisbes sistematicas e metanalise. As
submissdes para esta seg¢do deverdo ser feitas seguindo a diretriz PRISMA e o
checklist comentado deve ser enviado junto com o texto. Espera-se que os artigos
de revisdo sejam de autoria de pessoas com reconhecida experiéncia na area de
estudo, a fim de garantir que a revisao critica da literatura esteja instrumentalizada
pela experiéncia real na questdo formulada. Qualquer outro tipo de texto de revisao
somente sera publicado a convite dos editores.

3.3 RELATO DE CASO

As submissdes para esta sec¢ao deverao ser feitas seguindo a diretriz CARE. Deve-
se inicialmente apresentar o caso, descrever os procedimentos diagndésticos e
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apresentar as imagens relativas a exames complementares histopatolégicos ou de
imagem. Os autores devem enfatizar os aspectos inovadores ou inusitados do caso,
que o diferenciam de alguma forma e justificam sua publicagdo, como nos exemplos
a segquir: 1. Apresentagao clinica incomum de uma doenga comum que tenha
dificultado o seu diagnéstico; 2. Doenga rara na qual o diagnéstico diferencial deve
ser apontado; 3. Doenca comum de tratamento ainda ndo consolidado. A CONEP
deliberou documento obrigando a presenca de TCLE previamente aprovado para
relato de caso. Nos casos de 6bito, mesmo assim devera ser aprovado pelo CEP tal
pedido solicitando formalmente dispensa do TCLE.

3.4 ENSAIOS

Estes textos tém formato livre, sendo sempre recomendavel a apresentacao inicial
de conceitos na introducéo e a delimitagdo dos objetivos a fim de guiar o interesse
do leitor. A exploragdo do tema pode ser organizada na forma que parecer mais
adequada para o autor, e é recomendavel que seja encerrada com conclusdes ou
consideracgodes finais.

3.5 TEMAS DE ENSINO EM SAUDE

Estes textos tém formato livre, sendo sempre recomendavel a apresentacao inicial
de conceitos na Introducéo e a delimitagdo dos Objetivos a fim de guiar o interesse
do leitor. A exploragdo do tema pode ser organizada na forma que parecer mais
adequada para o autor, e é recomendavel que seja encerrada com conclusées ou
consideragdes finais. Quando estes artigos envolverem algum tipo de
experimentagdo, deverdo ser organizados segundo a estrutura descrita para os
artigos originais.

3.6 GESTAO EM ORGANIZACOES DE SAUDE

Estes textos tém formato livre, sendo sempre recomendavel a apresentacéo inicial
de conceitos na Introducéo e a delimitagdo dos Objetivos a fim de guiar o interesse
do leitor. A exploragdo do tema pode ser organizada na forma que parecer mais
adequada para o autor, e é recomendavel que seja encerrada com conclusées ou
consideragdes finais. Quando estes artigos envolverem algum tipo de
experimentacdo, deverdo ser organizados segundo a estrutura descrita para os
artigos originais.

3.7 SUPLEMENTOS

Os suplementos sdo fasciculos de uma revista com tematicas especificas. Em geral
estdo relacionados a eventos (também chamados ,anais de eventos®) ou versam
sobre um assunto especifico, selecionado a partir de uma proposta dos editores ou
dos proprios autores, sendo chamados ,suplementos tematicos".

Enquanto a publicacdo da revista Medicina (Ribeirdo Preto) ocorria de forma
impressa, os suplementos tematicos serviam como verdadeiros livros ou manuais do
assunto selecionado, assim era muito conveniente que todos os artigos estivessem
no mesmo fasciculo. Todavia, com a migragdo da publicagcdo da revista
exclusivamente para o meio eletronico e o final dos fasciculos para que a publicagao
passe a ser continua, os editores entendem 10 que n&o ha necessidade de atrasar a
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publicagdo de artigos para que se agrupem por tema visto que poderdo ser
identificados por qualquer ferramenta de busca bibliografica. Nesses casos, o0s
autores interessados em organizar publicagdes tematicas sao convidados a entrar
em contato direto com os editores da revista.

Os anais de congresso podem ser publicados na revista Medicina (Ribeirdo Preto)
quando os eventos estiverem diretamente relacionados a Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da USP ou ao Hospital das Clinicas de Ribeirao Preto, contando com
docentes em seus quadros organizadores e comissdes cientificas. Para a publicagéo
de resumos de trabalhos cientificos apresentados em eventos, sera cobrada uma
taxa, relacionada as despesas de revisdo dos textos e preparo editorial.

4. SECOES DO MANUSCRITO

Apresentamos abaixo os requisitos gerais para todos os tipos de manuscritos a
serem submetidos a revista Medicina (Ribeirdo Preto).

4.1 FOLHA DE ROSTO/PAGINA INICIAL

Incluir os itens abaixo:

a. Titulo do artigo no idioma da submissdo e em lingua inglesa — sucintos,
chamativos e representativos do conteudo do manuscrito (n&do ha um limite rigido
para o tamanho do titulo);

b. Titulo abreviado/resumido no idioma da submisséo (limitado a até 50 caracteres
incluindo letras e espagos);

c. Nome completo dos autores, separados por virgula, na ordem em que devem
aparecer na versao final, com indicacéo de afiliagcido por meio de numero sobrescrito;

d. Afiliagao (Instituicdo, cidade, estado, pais) dos autores, precedidos de numeros
sobrescritos correspondentes; Ex: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Departamento de Pediatria, Ribeirdo Preto, SP, Brasil;

e. Titulagao (titulo maximo de pds-graduacgao, atividade profissional e/ou académica
relevante) e URL completa do registro no ORCID iD;

f. Indicacdo sobre as contribuicbes especificas de cada autor para o trabalho
submetido, inserindo as iniciais dos autores envolvidos em cada uma das tarefas
listadas, Conforme descrito em REQUISITOS DE AUTORIA

g. Informar as fontes de apoio ou financiamento que tenham contribuido para o
desenvolvimento do trabalho;

h. Na sec&o de agradecimentos incluir os “nao autores” Informando abaixo do seu(s)
nome(s) uma breve descri¢do das contribuicbes especificas a pesquisa.

Observacao: Sera considerado para indexacao o vinculo profissional mais forte para
autores com mais de uma afiliacio institucional.

4.2 RESUMOS

Os autores precisam garantir que o resumo represente com precisdo o conteudo do
texto.
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Artigos originais, revisdes sistematicas e metanadlises requerem resumos
estruturados (objetivos, métodos, resultados e conclusdes); ensaios clinicos incluirdo
os itens que o grupo CONSORT identifica como essencial. Relatos de caso
requerem resumos “ndo-estruturados”, que descrevem de forma sucinta e objetiva o
artigo, sua importancia clinica, desfechos e conclusdo sumaria em um unico

paragrafo. Recomendamos o limite de até 400 palavras no resumo.
4.3 PALAVRAS-CHAVE / DESCRITORES

Incluir, apds o resumo e abstract, entre 3 e 5 palavras-chave e keywords separadas
por ponto e virgula. Os descritores deverdao ser obtidos, obrigatoriamente, no
vocabulario DeCS e/ou MeSH.

4.4 TEXTO (PADRONIZACAO)

O texto de um manuscrito s6 pode ser aceito como um arquivo do Microsoft Word
criado com o MS Word como um documento "doc" "docx" ou "rtf".

No arquivo da versao a ser submetida use de preferéncia a fonte Arial, tamanho 12
com espagamento simples; inclua o titulo, resumo e palavraschave (no idioma da
submissdo e em lingua inglesa), texto (estruturado conforme a categoria do
manuscrito contendo as tabelas e figuras) e referéncias.

Nao identifique no corpo do texto informag¢des dos autores e instituigdo a qual
pertencem de forma a assegurar uma revisdo cega. 12 Observar os quantitativos de
palavras recomendadas do texto principal no quadro de resumo.

4.5 TABELAS

As tabelas capturam informacdes de maneira concisa e as exibem eficientemente e
nao deverdo conter dados previamente informados no texto. Sugerimos limitar o
numero maximo de tabelas conforme o quadro de resumo.

S&o inseridas no texto principal, numerando-as sequencialmente, juntamente com
seus titulos e enviadas no Word (.doc) ou Excel (.xls), ndo como uma imagem.

O titulo da tabela deve ser claro, explicativo e deve ser colocado acima da mesma,
no canto superior esquerdo, logo apdés a palavra “Tabela” acompanhada de sua
numeracéao (Tabela 1, Tabela 2, etc).

Os marcadores (*, 1, 1, §, //, 1, #, ™, 11, etc) sdo indicados no rodapé da tabela.
Linhas verticais e diagonais ndo devem ser usadas em tabelas; em vez disso, recuo
e espaco vertical ou horizontal devem ser usados para agrupar dados.

4.6 FIGURAS (FOTOGRAFIA, GRAFICO, IMAGEM ENTRE OUTROS)

As Figuras incluem ilustragcbes, imagens, esquemas ou qualquer outro elemento
grafico que nao seja uma tabela e devem ser numeradas de forma sequencial com
chamadas no texto. Sugerimos limitar o numero maximo de figuras conforme o
quadro de resumo.

O titulo da figura deve fornecer explicagdo de maneira concisa de forma que o leitor
compreenda do que se trata sem necessidade de se remeter ao texto. As legendas
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acrescentam informagdes sobre aspectos das figuras que necessitem detalhamento.
Observe que nao deve haver titulo na parte superior da figura.

E de responsabilidade do(s) autor(es) obter permissdo do detentor dos direitos
autorais para reproduzir figuras (ou tabelas) que foram publicadas anteriormente em
outros lugares. Se forem usadas fotografias de pessoas, os sujeitos ndo devem ser
identificaveis ou suas fotografias devem estar acompanhadas por consentimento
escrito.

Utilizar figuras em alta resolugédo (minimo de 300 dpi), nos formatos JPG, GIF ou
TIFF. Caso sejam enviadas figuras com resolugcédo inadequada, os autores seréao
convidados a substitui-la por outra de melhor qualidade.

4.7 ABREVIACOES E NOMENCLATURAS

Quando se mencionar pela primeira vez um termo a ser abreviado, deve-se
descrevé-lo inteiramente e a seguir escrever a abreviagdo apropriada entre
parénteses. Nao use abreviagdes no titulo e limite seu uso no resumo e no texto.

Encorajamos o uso de unidades do sistema internacional de medidas (Sl): s por
segundo; min por minuto; h por hora; L por litro; m por metro; nomes de espécies
(por exemplo, Homo sapiens), genes, mutagdes, gendtipos e alelos devem estar em
italico.

As medidas de comprimento, altura, peso e volume devem ser relatadas em
unidades métricas (metro, quilograma ou litro) ou em seus multiplos decimais.

4.8 REFERENCIAS

Os autores devem fornecer referéncias diretas de fontes originais de pesquisas
sempre que possivel. Listas menores de trabalhos “originais-chave” muitas vezes
servem tao bem quanto listas mais exaustivas de referéncias.

As citagbes ao longo do texto sdo feitas por numeros em sobrescrito antes da
pontuagdo, sem espacos:

De acordo com Moura's, o indice de vacinagio...

...de forma significativa® . (detalhe importante: observar que o ponto é inserido apos
a citacado).

...foi descrita considerando alérgenos inalados??, na ocasido... (a virgula devera ser
inserida apos a citagéo).

Se duas ou mais referéncias forem citadas em sequéncia, apenas a primeira e a
ultima devem ser digitadas, separadas por um trago (exemplo:"").

As referéncias ficam organizadas de acordo com a ordem em que sdo citadas no
texto e padronizadas no estilo Vancouver.

Sugerimos limitar o numero maximo de referéncias conforme o quadro de resumo.
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Resumo Texto
Tipo de | N° de | Titulo (n° | (n° principal (n° | N° de
artigo autores | max. maximo maximo de | tabelas /| Referéncias
Caracteres) | de palavras) figuras
palavras)
Artigo 8 Sem limite 400 7000 8 40
original
Artigo de |6 Sem limite 400 7000 8 80
revisao
Relato de | 6 Sem limite 400 3000 6 20
caso
Demais 6 Sem limite 400 7000 10 50

categorias
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