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Resumo

O objetivo desse estudo foi avaliar o comportamento alimentar e desenvolvimento de
ratos expostos a poluigdo do ar em longo prazo e a participagdo dos agentes
oxidantes. Ratos Wistar machos foram divididos em dois grupos: ar filtrado (FA, n=
15) exposto desde o periodo intrauterino ao ar filtrado, e ar néo filtrado (NFA, n= 13)
exposto desde a fase intrauterina a poluicdo do ar em nivel ambiental. O consumo
de ragao foi monitorado por todo o experimento. O teste de consumo do alimento
palatavel foi realizado nas fases: infancia, puberdade e adulta. Aos 150 dias, os
animais foram eutanasiados e o hipotdlamo dissecado para analise de estresse
oxidativo. O grupo FA reduziu o consumo de ragdo ao longo da vida enquanto o
grupo NFA aumentou o seu consumo nas fases infancia e puberdade (p< 0,01), na
fase adulta ndo houve diferenga para o consumo de ragao entre os grupos. Houve
interagcdo entre os fatores exposigao aos poluentes e fase da vida (F(2,210) =42,629
p<0,001). NFA apresentou menor massa corpérea em relagdo a FA durante todo o
experimento, FA consumiu mais alimento palatavel na fase adulta enquanto NFA na
puberdade. NFA apresentou menor consumo de alimento palatavel em todas as
fases da vida em relagdo a FA (p<0,01). A analise para estresse oxidativo nao
apresentou diferenca entre os grupos. A poluicdo do ar prejudicou o
desenvolvimento e interferiu no consumo alimentar, mas a acdo de agentes

oxidantes n&o parece estar envolvida nesse processo.

Palavras chave: poluicdo do ar, comportamento alimentar, estresse oxidativo,
hipotalamo, peso.



Abstract

The aim of this study was to investigate feeding behavior after prenatal and during
post natal long-term exposure to air pollution and the role of oxidants in theses
parameters. Male wistar rats were divided into two groups: filtered air (FA, n= 15)
exposed since intrauterine life to filtered air and non-filtered air (NFA, n=13) exposed
since intrauterine life to ambient levels of air pollution. Food consumption was
monitored since post natal day 21, and the rats were tested for palatable food
consumption in childhood, youth and adulthood. When they reached 150 days, rats
were euthanized and hypothalamus was dissected for oxidative stress analysis. FA
group reduced the food consumption during life (p<0,001) NFA group raised the food
consumption in childhood and youth (p<0,001) but in adulthood there was no
difference from youth and no difference when compared to FA consumption on this
same life stage. There was an interaction between exposure and life stages (F
(2,210) =42,629 p<0,001). NFA had a lower body weight than FA group during the
whole experiment. FA had more palatable food in adulthood while NFA group on
youth. NFA group had a significant lower consumption of palatable food in all life
stages (p<0,001). Oxidative stress analysis had no difference between groups.
Therefore, exposure to air pollution seems to impair weight gain since birth and the
pup are not able to catch up this damage during life, and also alters food
consumption. The oxidative stress didn’t seem to mediate these behavioral changes.

Keywords: air pollution, feeding behavior, oxidative stress, hypothalamus
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1. INTRODUGCAO

1.1 Poluicao Atmosférica

A poluigdo atmosférica é definida como uma suspensao de gases
(mondxido e dioxido de carbono, Oxidos de nitrogénio e enxofre, o0zbnio),
compostos organicos (hidrocarbonetos, pdlen e material particulado) (BLOCK;
CALDERON-GARCIDUENAS, 2009). Sua composicdo varia conforme a regido
e depende de diversos fatores tais como: umidade do ar, clima e tipo de fontes
poluidoras (BRUNEKREEF; HOLGATE, 2002)

Os poluentes do ar podem ser gerados por dois tipos de fontes:
naturais ou antropogénicas. A primeira trata-se de erupg¢des vulcanicas,
incéndios florestais e poeira a partir da erosao dos solos (OMS, 2005; BRAGA
ET al., 2007). Um exemplo de fonte natural foi a erupgéo do vulcdo Tambora na
Indonésia. Em 1815, esse vulcao alcangou a maior erupgao dos ultimos tempos
deixando um somatdrio de 100 mil mortes diretas e indiretas associadas a ele
(SCHWARTZ, 1994). As fontes antropogénicas correspondem a queima de
combustiveis por industrias e veiculos automotores, queima de biomassa (ex.:
queima da cana de acgucar), atividade industrial (ex: (DE MIRANDA ET al.,
2012)).

A partir da Revolugao Industrial (Séc. XIX), técnicas novas de produgao
foram adotadas e utilizavam como fonte de energia a queima de carvéo, lenha,
e, posteriormente, 6leo. Somou-se a isso a presenga cada vez maior de
automoveis e industrias. Em 1930, na Bélgica, o acumulo de poluentes no ar
resultou em 60 mortes e muitos registros de sintomas respiratorios
(SCHWARTZ, 1994). Na Inglaterra, em 1952, o episodio conhecido como “The
Great Smog” deixou quatro mil mortes diretas e mais de oito mil indiretas. A
causa dessa tragédia foi a grande emissao de poluentes originados da queima
de carvado e oOleo associada a um fenbmeno climatico chamado inverséo
térmica (BREUNEKREEF; HOLGATE, 2002). Eventos como o0s que
aconteceram em Londres e na Bélgica impulsionaram a preocupagdo de
orgaos governamentais para estabelecer regulamentagdes na emissao de

poluentes.
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Os principais representantes dos poluentes atmosféricos sao:
monodxido de carbono (CO), dioxido de enxofre (SO3), didxido de nitrogénio
(NOy), ozbnio (O3) e o material particulado (MP), definidos em 1970 pela US
Environmental Protection Agency (EPA) através do Clean Air Act, lei norte-
americana que estabelece as emissdes de poluentes por fontes fixas e moveis.
Além dessa lei, foram publicados padrboes de emissdo de poluentes para
assegurar a saude publica e bem estar da populacdo dos Estados Unidos
(National Ambient Air Quality Standards — NAAQS, EPA 1970). No decorrer da
década de 70, mais publicagbes e decretos foram feitos nos Estados Unidos
reforcando a preocupacao dos efeitos dos poluentes sobre a saude.

No Brasil, foi criado em 1989 o Programa Nacional de Controle de
Qualidade do Ar (PRONAR). No ano seguinte, o Conselho Nacional de Meio
Ambiente (CONAMA) publicou a Resolugédo n° 03 onde foram feitas defini¢des
de conceitos de poluentes atmosféricos, e padrdes de qualidade do ar.
Segundo o CONAMA, poluente atmosférico € qualquer forma de matéria que
exceda os padrbes estabelecidos e torne o ar ofensivo a saude, inconveniente
ao bem estar publico e prejudicial a seguranga de atividades normais de uma
comunidade. Em 2005, a Organizagdao Mundial da Saude (OMS) publicou
novos padrées de qualidade do ar e define novas concentragdes de poluentes
atmosféricos. Dentre os poluentes mencionados, o MP foi classificado como
um dos mais toxicos e com maior poder de dano a saude.

Nos Estados Unidos, um estado criou politicas para reduzir a
circulagao de veiculos de passeio. Pesquisadores analisaram o impacto dessas
politicas sobre beneficios a saude da populagdo. A melhora da conectividade
entre as ruas colaborou para redugao da emissdo dos poluentes CO, MP, e
NO2. Além disso, o aumento dos custos para veiculos com apenas um
passageiro (preco do combustivel, taxas de estacionamentos) colaborou com a
reducdo de acidentes, com o aumento da atividade fisica da populacédo e
reducado de poluentes (PERDUE ET al., 2012). Em S&o Paulo, a politica de
rodizio de automéveis foi implantada para dois grandes objetivos: reduzir o
congestionamento e reduzir as emissées de CO. Pesquisadores comprovaram
que o rodizio de veiculos contribuiu para reducdo da maioria dos poluentes do
ar e admissao hospitalar por problemas nas vias aéreas superiores (MARTINS,
2001).
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Desta forma, podemos perceber que a poluigdo do ar € um problema
grave de saude publica e que merece atengdo dos governos e cidadados. No
Brasil, pesquisas mostram de diversas maneiras que a morte, por razdes
cardiacas e respiratorias, tem colaboragao significativa da poluigdo. Estima-se
que a cada aumento de 10 pyg/m?® na concentragédo de MP ha entre 3% a 4% de
aumento diario em mortes por doengas cardiovasculares, e 6% por
respiratorias. A poluicdo € especialmente prejudicial as pessoas que ja
possuem doencgas cardiacas e respiratérias e, para criangas e idosos. Em Sao
Paulo (SP), estudo conduzido por Miraglia ET al.(2005) mostrou que em idosos
com doengas respiratdrias a poluigdo do ar reduz em quatro anos a expectativa
de vida, e, em dez anos quando na presenca de doenca cardiovascular. Os
autores ressaltam que o prejuizo pode ser ainda maior quando se trata de
criangas com doengas respiratérias, pois a poluicéo as atinge antes mesmo de
elas alcancarem a idade mais produtiva da vida. Em 2009, um estudo norte-
americano, utilizando metodologia diferente, concluiu que viver em ambientes
poluidos pode reduzir a expectativa de vida em até 1,6 anos. Nesse estudo,
como em tantos outros, o MP recebe atengao especial em razdo da amplitude
de seus danos a saude e os pesquisadores expdem que a reducdo na
concentragdo de MP pode aumentar a expectativa de vida em até 9,6 meses
(POPE; EZZATI; DOCKERY, 2009).

1.2 Material Particulado

O MP é uma mistura complexa de componentes que fica suspensa no
ar. E composto de carbono, sulfato, metais de transi¢cdo (cadmio, chumbo,
ferro, niquel e silicio), componentes bioldgicos (polen, esporos) (AUST ET al.,
2002; CRAIG ET al.,, 2008; GENC ET al., 2012; SEIGNEUR, 2009). As
particulas de MP sao divididas conforme o diametro aerodinamico. As
particulas grossas, MP1y, com diametro inferior a 10uym se originam de poeira,
erosao do solo e rodovias e incéndios; as particulas finas, MP>, 5, tem didmetro
inferior a 2,5um sdo formadas a partir de combustao de combustiveis fésseis e
atividade industrial com grande produgdo de vapor. Por fim, as particulas

ultrafinas, MPg, 1 s&o inferiores a 0,1um de diametro, formadas também pelas
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mesmas fontes das particulas finas e tem alto poder de penetracdo no
organismo. (CRAIG et al., 2007). A composig¢do do MP varia de acordo com as
fontes emissoras de poluentes, clima e topografia do local (POPE; DOCKERY,
2006).

As particulas grossas entram pelas vias aéreas e atingem o sistema
respiratorio, mas ndo conseguem gerar uma agao sistémica direta, sua agao
toxica ocorre localmente. As particulas finas conseguem penetrar as vias
aéreas e atingir a circulagéo sistémica e propagam os efeitos do MP a diversos
orgaos e tecidos. (BLOCK ET al., 2012; CALDERON-GARCIDUENAS ET al.,
2008A; KAISER, 2000;) Estudos apontam que as particulas ultrafinas sao
capazes de atingir 6érgdos e se depositar nos mesmos, ainda que em menor
concentracdo (CALDERON-GARCIDUENAS ET al., 2008a; KAWANAKA ET
al., 2011; LOANE ET al., 2013; LONDAHL ET al., 2012).

Inicialmente, altas concentracdes de MP foram relacionadas a aumento
da mortalidade e morbidade das pessoas expostas; desfecho que foi
observado em episodios isolados. Em seguida, as concentragdes maiores de
MP estavam associadas a aumento de mortes por causas cardiovasculares e
respiratorias (POPE; DOCKERY, 2006). Nas décadas de 70 e 80 n&o havia um
conhecimento coeso sobre os niveis de MP que de fato representavam perigo
a saude. Alguns autores alegavam que somente niveis extremos poderiam
fazer mal, e outros acreditavam que niveis mais baixos e constantes também
tinham tal poder (EPA, 2009; POPE; DOCKERY, 2006). Nas décadas
seqguintes, varios estudos mostraram impacto dos niveis de MP, 5 sobre a
mortalidade. Recentemente, estudos multicéntricos mostram que em todo o
mundo o MP;, 5 esta relacionado com o aumento da mortalidade.

O MP2 5 (fino) em especial € mais nocivo a saude em razado da sua
composicao. As particulas adsorvidas na superficie do MP;, 5 sdo geralmente
metais, sulfatos e nitratos tornando-as especialmente danosas ao organismo
(WILSON; MAR; KOENIG, 2007). Laden ET al. (2006) estudaram a associagao
da concentragdo de MP, 5 com a mortalidade em seis cidades norte-
americanas. Os autores relatam que a cada aumento de 10 pg/m* ha um
aumento de 1,5% na mortalidade diaria. Corroborando com esses achados, O
‘Neil ET al., 2008 analisaram as cidades latino-americanas: Cidade do México

(México), Sao Paulo (Brasil) e Santiago (Chile). A pesquisa revelou que a cada
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aumento de 10ug na concentragdo diaria de MP a mortalidade aumenta em
0,39%, 1,04% e 0,61% ,respectivamente nas cidades citadas. Nesse estudo,
também foi apontado um efeito acumulativo na mortalidade para um periodo de
seis dias, sendo os indices 0,86% para Santiago e 1,38% para Sdo Paulo
demonstrando que a exposi¢ao aos poluentes do ar tem efeito acumulativo e
nao apenas agudo. Posteriormente, Pope ET al.(2009) estudaram a exposi¢ao
ao MP,, 5 e a expectativa de vida nos Estados Unidos de forma que foi
considerada a exposigéo entre as décadas de 70 e 80, através de regressao
linear. Os autores relatam que a cada diminuigdo de 10 uyg/m® ha um aumento
de 6 meses na expectativa de vida. A OMS publicou em 2011 um ranking de
emissao de MP com dados coletados entre 2003 e 2010. A média anual
mundial € de 71ug/m?, o Brasil tem média anual de 40ug/m3, enquanto o
padrao recomendado pela OMS é de 25 ug/m3/ano (OMS, 2011). Entretanto, os
dados foram coletados apenas no estado de Sao Paulo, SP, em 2009. Dados
do nosso laboratério constataram concentragao de 55 ug/m?®* de MP durante o
inverno de 2013 em Porto Alegre, RS, sendo a cidade com mais alto indice
deste poluente na regido metropolitana (FLECK, 2012).

Altas concentragdes de MP, 5 estdo associadas a danos a saude da
populagdo nos mais diversos aspectos. Estudos tém comprovado que pessoas
residentes préximas a rodovias tém maior risco de infarto agudo do miocardio,
exacerbacéo de sintomas respiratérios e incidéncia de asma (BECKERMAN et
al., 2012; PUETT et al., 2009; SCHIKOWSKI et al., 2005). O MP5, 5 é inalado
atingindo os alvéolos no pulmdo. Dessa forma, particulas que possuem
compostos mais soluveis adsorvidos em sua superficie tém maior facilidade
para atravessar a barreira entre ar e sangue e, assim, alcangam a circulagao
sanguinea periférica (NEMMAR ET al., 2001; POPE; DOCKERY, 2006). As
particulas que nao fazem essa ultrapassagem ficam presas nos alvéolos e,
imediatamente apods esse contato, os niveis de oxidantes nesse tecido
comegam a aumentar e o estresse oxidativo se instala gerando dano,
primeiramente no pulmdo (GURGUEIRA ET al., 2002). Posteriormente, o dano
oxidativo se instala no coragao prejudicando o funcionamento do sistema
nervoso autbnomo, que por sua vez dispara uma resposta que aumenta ainda
mais o estresse oxidativo, culminando com arritmias cardiacas e
vasoconstricdo (GHELFI et al., 2010; RHODEN et al., 2005). Outro estudo
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mostrou que o MP altera a coagulagdo sanguinea, o que também aumenta
risco para eventos cardiovasculares (SEATON ET al., 1999).

Em todo o mundo pesquisadores alertam sobre a abrangéncia dos
danos da poluicdo a saude publica. O estudo conhecido como APHENA
envolveu cidades dos Estados Unidos, Canada e Europa. Os pesquisadores
encontraram um aumento de 0,3% no numero de mortes relacionado a cada
aumento de 10 pg/m?® na concentracdo de MP (SAMOLI et al., 2008). Nessa
amostra estudada, os idosos também se mostraram mais suscetiveis a esses
efeitos. Ja o estudo ESCALA que teve objetivo de estudar efeitos do MP e
ozOnio na América Latina, constatou que dependendo da cidade a faixa etaria
mais afetada era diferente (ROMIEU et al., 2012). Na Cidade do México, as
criancas com idade entre um e quatorze anos apresentaram maior risco de
morte por infecgédo do trato respiratério; em todas as cidades os idosos foram o
grupo mais afetado. De forma geral, o aumento na concentragdo de MP na
América Latina representou um aumento de 0,7% nas mortes por causa
natural, 0,94% nas por razbes respiratorias, e 1,19% nas cardiovasculares
(ROMIEU, 2012). E importante ressaltar que a maioria desses estudos trata de
exposicao de curta-duracédo, e, portanto, trazem a preocupacado sobre as
concentragcbes de MP do dia-a-dia da populacdo, e ndo a eventos extremos
como se pensava antigamente.

Contudo, os efeitos toxicos do MP n&o se limitam ao sistema
cardiorrespiratorio. Recentemente o sistema nervoso central (SNC) tem sido
alvo de pesquisas sobre poluicdo do ar. Atualmente, sabe-se que o MP
consegue atingir o SNC, lesar a barreira-hematoencefalica (BHE), e pode estar
relacionado ao surgimento de doengas neurodegenerativas, bem como,
diminuicdo da cognicdo em criangas (CALDERON-GARCIDUENAS, 2008a,
2008b). Dados do nosso laboratério corroboram achados em humanos e
demonstraram alteragdes em nivel comportamental e de memdéria em ratos
submetidos a inalagao da polui¢gao atmosférica em nivel ambiental (ZANCHI ET
al., 2008, 2010).

1.3 Estresse oxidativo e danos ao SNC

O oxigénio & essencial a vida e foi fundamental para a evolugdo na
Terra. O aumento da complexidade dos organismos celulares foi registrado no
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periodo em que a concentragdo de oxigénio em nosso planeta aumentou
consideravelmente, de forma que os organismos aerobios foram naturalmente
selecionados pela evolugado (KOCH; BRITTON, 2008).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) compreendem um grupo de radicais
livres e espécies ndo radicais que possuem oxigénio em sua composigao. As
principais ERO compreendem: radical anion superoxido, oxigénio singlet,
peréxido de hidrogénio e radical hidroxil. O radical anion superéxido possuli
apenas um elétron desemparelhado em sua configuragdo e é gerado
principalmente na cadeia de transporte de elétrons na mitocéndria
(HALLIWELL, 2006). O oxigénio singlet € uma versdo do oxigénio carregada
com mais energia, isso o torna mais reativo, tem capacidade de danificar
proteinas lipidios e proteinas (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010). O peroxido
de hidrogénio ndo € uma espécie radical, mas € capaz de reagir com metais e
formar radicais livres. Também é essencial na sinalizagcdo de macrofagos e
liberacdo de mediadores inflamatérios. O radical hidroxil € o mais reativo de
todas ERO sendo capaz de reagir com qualquer estrutura préxima,
principalmente metais, danificando rapidamente proteinas e lipidios. Em fungcao
da sua instabilidade sua meia vida é curta (BLOCK, 2009).

Os radicais livres fazem parte do equilibrio do funcionamento de
organismos aerébios. Embora se pense muito no dano que eles sao capazes
de gerar, eles exercem papéis importantes em nivel de sinalizagao celular,
processos inflamatérios e de fagocitose. Para que haja um equilibrio nesse
sistema de oxidacdo e reducdo contamos com defesas antioxidantes. Na
presenga de uma concentragcdo maior de espécies reativas do que a
capacidade de defesa ocorre o fendbmeno chamado estresse oxidativo. Nessa
condicdo, as espécies reativas permanecem por mais tempo na célula e
reagem com componentes da membrana celular, enzimas e proteinas. De
forma geral, os maiores efeitos gerados sdo a perda da seletividade da
membrana celular, danos a proteinas e DNA, ruptura de lisossomos, inativagéao
de enzimas, de canais ionicos e de receptores (GUTTERIDGE; HALLIWELL,
2010).
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Contamos com defesas enzimaticas e n&o enzimaticas no combate aos
agentes oxidantes. Das enzimas, as mais importantes sdo: a superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx).

A SOD é responsavel pela reagcdo de transformacdo do radical anion
superéxido em peréxido de hidrogénio, que por sua vez sera metabolizado pela
CAT produzindo agua e oxigénio (SALVADOR; HENRIQUES, 2005). A SOD
contém manganés quando esta na matriz mitocondrial ou cobre/zinco quando
esta na matriz extracelular.

O peroéxido de hidrogénio pode ser reduzido pela CAT ou pela GPx. A
familia das GPx encontra-se em maior concentragcao no cérebro do que a CAT.
Essas enzimas removem o perdxido de hidrogénio através da oxidagdo da
glutationa reduzida (GSH) produzindo glutationa oxidada (GSSG) mais duas
moléculas de agua (HALLIWELL, 2006).

Espécies reativas podem reagir com estruturas nao radicalares
provocando uma reacdo em cadeia. Esse efeito € observado na
lipoperoxidacdo onde uma cadeia de acidos graxos ao ser fragmentada gera
como produtos aldeidos e hidrocarbonetos. Essa liberagdo em cadeia levara
eventualmente a ruptura de outras estruturas celulares, que por sua vez podem
liberar metais e peroxido de hidrogénio desencadeando uma propagacgao
descontrolada do dano oxidativo (HALLIWELL, 2006). Cabe ressaltar que
alguns produtos da lipoperoxidagao sao téxicos a célula e capazes de causar
danos irreparaveis. A ocorréncia de dano a uma cadeia de acido graxo
poliinsaturado leva a geragédo de hidroperdxidos e peroxidos ciclicos, além do
aumento de prostaglandinas. Essa informacao é relevante porque a maior
concentragdo de prostaglandinas esta relacionada com a sinalizagcao
inflamatdria de macréfagos (HALLIWELL, 2006).

Outro recurso importante na reducdo do estresse oxidativo sdo as
defesas antioxidantes ndao enzimaticas. Esses compostos sdo encontrados
principalmente na alimentagdo. O acido ascorbico, vitamina C, é encontrado
em frutas citricas e em alguns vegetais verde escuro e tem capacidade de
“varrer” radicais livres devido sua estrutura facilitar a doacao de elétrons. Essa
vitamina € hidrossoluvel e atua melhor no plasma. O tocoferol, vitamina E, &
encontrado nos vegetais verde escuro e frutos oleaginosos. Caracteriza-se por

ser lipossoluvel e tem melhor desempenho antioxidante nas membranas
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celulares. Também podemos mencionar os carotenoides, cujo principal
representante é o -caroteno, vitamina A, encontrados nas frutas e vegetais de
cor alaranjada. Esse composto tem atuagdo sobre lipideos oxidados
(RAFNSSON, 2013).

O cérebro representa 20% do consumo de oxigénio do corpo de um
adulto; contém grande presenca de lipidios, alto consumo de energia e pouca
presenga de antioxidantes n&o enzimaticos (como o acido ascorbico e o
tocoferol). Somado a isso ele conta com uma quantidade importante de metais
— ferro e cobre - no interior de suas células e baixa atividade das enzimas
antioxidantes (GENC ET al., 2012). Nao obstante, a injuria a uma célula pode
levar a liberacao de perdxidos, aldeidos e metais de forma que uma reagdo em
cadeia acontecera as células vizinhas. O dano causado pelo estresse oxidativo
faz parte do processo normal de envelhecimento, pois apdés o periodo
reprodutivo nossas defesas antioxidantes diminuem. (HALIWELL, 2006, apud
Kirkwood, 2005).

Ja foram constatadas algumas particularidades de certas doencas
neurodegenerativas no que tange o dano oxidativo. Na doenga de Parkinson, a
regiao afetada (substantia nigra) apresenta menores quantidades de GSH e
maiores concentragcdes de peroxidos lipidicos, carbonilas, além de oxidagao da
proteina constituinte da SOD. Na doenga de Alzheimer foi demonstrado o
mesmo dano a SOD, e a inativacdo de outras enzimas relacionadas com a
sintese proteica e metabolismo energético Além disso, ambas as doengas
apresentam agregados de proteinas defeituosas e modificagdo no metabolismo
do ferro (HALLIWELL, 2006 apud Sultana ET al., 2006).

O que move a comunidade cientifica no estudo do envelhecimento
cerebral ¢é identificar fatores exdgenos ao metabolismo natural que
desencadeiam processos patoldgicos e provocam o envelhecimento precoce.
Recentemente os estudos sobre poluicdo do ar caminharam nesse sentido, e
apontam que a poluicdo € um fator prejudicial a saude do SNC e o afeta
através de diferentes modos, dentre eles a neuroinflamagcédo e o estresse

oxidativo.



18

1.4 Poluicao do ar e SNC

As primeiras constatagdes do envolvimento da poluicdo com o dano ao
SNC foram feitas em estudos que ao verificarem mortalidade de determinadas
populagdes encontraram, além de eventos cardiovasculares e respiratorios,
uma maior frequéncia de derrame cerebral (OBERDOSTER, 2004; POPE,
DOCKERY; 2006). Um dos primeiros estudos sobre esse assunto encontrou
um aumento no numero de acidente vascular encefalico em pessoas que
estavam expostas a fumaca da queima de carvao (ZHANG; YU; ZHOU, 1988).
Na medida em que as pesquisas progrediram, a exposi¢ao aos poluentes do ar
foi considerada um fator de risco para eventos cerebrovasculares, apesar de
nao se saber claramente os mecanismos envolvidos, uma vez que esse
desfecho é causado por razdes multifatoriais (KETTUNEN et al., 2007;
LOKKEN et al., 2009; POPE; DOCKERY, 2006). Nascimento e cols., (2012)
demonstraram um aumento de 12% do risco relativo para internacéo hospitalar,
por razdes cerebrovasculares, para cada aumento de 10ug de MP no ar.
Entretanto, a literatura coloca que esse desfecho pode estar relacionado a
efeitos causados pela exposicdo crénica a poluicdo como, por exemplo:
inflamacgao sistémica, alteragdes cardiovasculares e preexisténcia de doencas
crbnicas nao transmissiveis como enfisema pulmonar, diabetes e hipertensao
(MAHESWARAN et al., 2010; NASCIMENTO et al., 2012).

A forma pela qual os poluentes atingem do SNC ainda é fonte de
debates. Em 2001, Calderdon-Garcidueias ET al. analisaram o epitélio nasal,
bulbo olfatério e cérebro de céaes expostos a altas concentragdes de poluigao.
Os autores encontraram no epitélio nasal e no trato respiratério alteracoes
histolégicas compativeis com inicio precoce de patologias. A alteracdo no
epitélio nasal implica em suscetibilidade a passagem de agentes téxicos para
os neurdnios olfativos e diminuicido da protegcao da barreira que separa a via
aérea superior do bulbo olfatério, permitindo o acesso de substancias ao
enceéfalo. Outra constatacdo importante foi que esses animais tinham uma
expressdo maior da enzima Oxido nitrico sintase nas células endoteliais e
astrocitos. Esses dois tipos de células sao cruciais no funcionamento da BHE.
A liberacao de 6xido nitrico por parte delas leva a abertura da BHE, além da
formacdo de espécies reativas de nitrogénio capazes de lesar a BHE
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interrompendo de vez o funcionamento em algumas regidées. Em uma pesquisa
subsequente feita com criangas e adultos jovens, foi encontrada uma alteragéo
na regulagcado da enzima ciclooxigenase 2 interleucina 1B e receptor CD14 no
bulbo olfatoério, nervo vago, cortex frontal, substéncia nigra, além de ruptura nas
juncdes das veias nessas areas (CALDERON-GARCIDUECNAS 2008b). A
neuroinflamagao estava presente, pois a microglia encontrava-se ativada com
uma maior produ¢ao de NFkB e circulagao aumentada de células imunes. A
informacdo mais preocupante nessa pesquisa foi a presenga precoce de
proteina B-amildide no bulbo olfatério e cortex frontal de criangas que ainda nao
haviam atingido a puberdade (CALDERON-GARCIDUENAS ET al., 2008b). Por
fim, ao passo que esses mecanismos estao ativados, a BHE esta ineficiente e
circulagdo de células imunes aumentada, o MP ultrafino penetra o SNC
trazendo consigo metais e lipopolissacarideos adsorvidos em sua superficie,
capazes de induzir o estresse oxidativo e propagar reagdes de lipoperoxidagao
e dano as proteinas e ao DNA (BLOCK et al., 2004; CALDERON-
GARCIDUENAS ET al., 2008a, 2008b DONALDSON; STONE, 2003;
OBERDORSTER et al., 2004).

Concomitante a isso, temos outra teoria em discussao que ¢é o efeito da
inflamacao sistémica gerada pela poluicdo. A passagem do MP para além da
barreira entre o ar e 0 sangue desencadeia resposta inflamatéria generalizada.
A superproducao de citocinas pro-inflamatérias por parte dos pulmdes afetados
pela toxicidade do MP leva ao aumento na circulagdo de células imunes e
mediadores inflamatérios (BLOCK et al.,, 2004). A presenga constante de
citocinas pro-inflamatérias na circulagado estimula a producado de macréfagos,
pois a producao desses componentes esta associada a presenca de agentes
biolégicos nocivos ao organismo ou processos infecciosos. Uma vez que essas
células atravessam essa barreira, elas se diferenciam em microglia — as células
de defesa do cérebro. A microglia ativada pela inflamagao sistémica
desencadeia varias secrecdes de mediadores inflamatdrios que inclui liberagéo
de oxido nitrico, ERO, proteases, prostaglandinas, interleucinas e fatores de
necrose tumoral (BLOCK; HONG, 2005). No meio desse processo inflamatorio
temos a ocorréncia de estresse oxidativo em nivel celular devido a produgao de
EO ser muito maior do que a capacidade das enzimas antioxidantes. Esse
desequilibrio lesa lipidios de membrana celular, inativa receptores e proteinas
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que formam agregados. (MUHLFELD et al., 2008; SIMKHOVICH; KLEINMAN;
KLONER, 2008).

O efeito de poluentes especificos nos ajuda a elucidar os mecanismos
envolvidos mais especificamente. O MP chama a atenc&o devido a sua alta
toxicidade e diversidade de componentes. Um estudo realizado para estudar os
efeitos das nanoparticulas no SNC foi realizado com carbono e concluiu que
essas particulas provocaram neuroinflamacdo. A importancia dessas
nanoparticulas de carbono € que elas sdo o material particulado sem os
componentes adsorvidos em sua superficie (metais, lipopolissacarideos,
nitratos, aménia, etc.), e por essa razdo pode-se afirmar que o MP € um agente
pré- inflamatério por si s6 (BLOCK et al., 2012; CAMPBELL et al., 2012; NIWA
et al.,, 2008; TIN TIN WIN et al., 2008). O material adsorvido no MP varia
conforme as fontes emissoras deste. Muitos dos componentes na superficie do
MP séao tdxicos, como os metais ferro, cadmio, manganés e chumbo.

Considerando que diferentes regides do encéfalo sdo afetadas, é
natural a busca por alteragdes comportamentais associadas a polui¢gao do ar.
As doencgas neurodegenerativas sao foco de pesquisas para descobrir até que
ponto a poluicdo contribui para esse surgimento. As doengas de Alzheimer
(DA) e Parkinson (DP) sao as mais prevalentes e a participagao dos poluentes
tem se demonstrado notéria. Os primeiros estudos nesse ambito foram
conduzidos com cdes cronicamente expostos a poluicdo em nivel ambiental.
Esses animais apresentaram deposi¢gdao de proteina amildide mesmo com
idade inferior a um ano de vida. Os caes mais velhos tinham apoptose de
células da glia, rupturas das barreiras da mucosa nasal e olfativa; além de
placas de proteina amiloide uma década antes dos animais que viviam em
areas menos poluidas (CALDERON-GARCIDUENAS, 2001, 2002, 2008b). Um
estudo com particulas de diesel encontrou um aumento de TNFa no sangue e
cérebro e ativagdo da microglia em ratos. Os autores ressaltam que a
exposicao ao diesel ativa a microglia e aumenta a sensibilidade dessas células
a mediadores inflamatérios, além de provocar uma inflamagdo sistémica e
neuroinflamacgao local nas areas cerebrais relacionadas a DA e DP. O modelo
utilizado nesse estudo foi de exposicdo aguda através de instilacdo
intratraqueal e o efeito observado apods vinte e quatro horas. A instilacdo
intratraqueal de residual oil fly ash (ROFA), particulas liberadas pela atividade
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industrial, promoveu lipoperoxidagao do tecido estriado, hipocampo e cerebelo
e alteragbes comportamentais motoras (ZANCHI ET al., 2008, 2010).

As pesquisas envolvendo poluicdo atmosférica e SNC tém buscado
estudar os mecanismos envolvidos no efeito toxico sobre este tecido,
correlacionando com aqueles envolvidos na génese das doengas
neurodegenerativas. . Estudo realizado com criangas com idade média de 10
anos apontou que as que viviam em ambiente poluido apresentavam também
menor desempenho cognitivo (CALDERON-GARCIDUENAS ET al., 2008a).
Em um estudo prospectivo, a exposi¢ao a particulas de carbono foi apontada
como fator para redugao na fungéo cognitiva verbal e ndo verbal de criangas
com idade média de nove anos (SUGLIA ET al., 2008). Outras pesquisas que
tangenciam o assunto se referem a exposi¢ao ao cigarro e sao consistentes na
afirmagao que € um fator que contribui para um menor desempenho cognitivo e
escolar (CLIFFORD; LANG; CHEN, 2012).

Para estudar efeitos da poluicdo em nivel ambiental in vivo foram
desenvolvidos diferentes modelos de exposicao. A instilagcdo intratraqueal e
intranasal consiste na deposi¢cao de particulas de poluentes direto nas vias
aéreas e exemplifica um modelo de exposicdo aguda (GARDNER, 2000). O
concentrador de particulas também permite utilizar particulas presentes no
ambiente e em concentragdes altas para averiguar efeitos de curta duragéo
(RHODEN, 2004). Nesses modelos, foram encontradas informagbes
importantes para compreender os efeitos da poluicdo do ar, como danos
cardiacos, lipoperoxidacdo em regides do encéfalo e efeitos pulmonares
(ZANCHI, 2008; 2010; ARANTES-COSTA, 2008; DAMIANI, 2012). O modelo
de estudo in vivo através de exposicao crénica a poluicdo em nivel ambiental
tem vantagens metodoldgicas por representar os efeitos em longo prazo dos
poluentes do sobre a saude, pois mimetiza a exposi¢cao que as pessoas de
centros urbanos vivem todos os dias. Estudos realizados em nosso laboratorio
apontam que a poluicao de Porto Alegre danifica a memdria espacial de ratos
idosos e o estresse oxidativo nesses animais pode ter gerado também um
comportamento ansiogénico (CICCONE, 2012). A poluicdo crénica também
provoca alteracdo na meméria discriminativa de curta duracdo de ratos. E
importante considerar que os efeitos dos poluentes do ar ndo se limitam ao
SNC, tampouco a vida adulta. O baixo desempenho cognitivo e
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comportamental tem origem calcada também em outras questdes toxicologicas
como exposi¢cdo a agentes toxicos no periodo intrauterino, baixo peso ao
nascer e exposigao neonatal a agentes adversos (NEGRATO; GOMES, 2013).
Fatores que se somam ao longo da vida e culminam em prejuizos diversos ao
SNC.

1.5 Poluicao do ar no inicio da vida

A infancia tem como caracteristica principal o crescimento rapido,
intensa renovagao celular e desenvolvimento de 6rgaos. Para verificar se o
desenvolvimento do bebé esta de acordo com o esperado para a idade
gestacional, sdo utilizados parametros como peso ao nascer (PN), perimetro
cefalico (PC), braquial e de térax. Dentre esses, 0 baixo peso ao nascer (BPN)
— classificado como inferior a 2500g - tem grande importancia, pois reflete a
condi¢cdo de nutricdo e desenvolvimento na vida intrauterina (BERNSTEIN et
al.,, 2000; BRYANT et al., 2006; NEGRATO; GOMES, 2013). Para
compreender a extensao dos danos que a polui¢cdo do ar pode causar na vida
intrauterina, é necessario entender o grau de comprometimento que
deficiéncias nessa fase da vida podem acarretar. Criangas nascidas
prematuramente (ou pré-termo, antes de 37 semanas) podem ser classificadas
como BPN porque o peso alcangado até o nascimento € inferior a 2.500g, mas
nao necessariamente sdo criangas pequenas para a idade gestacional (PIG).
Um nascimento PIG implica obrigatoriamente na restricdo no crescimento
intrauterino (RCUI) seja por razdes nutricionais ou toxicolégicas. Por exemplo,
criangas que nascem dentro do tempo esperado, mas sofreram privagdes no
periodo na gestacdo nascem PIG em fungdo da RCUI culminando em BPN
pela restricdo que sofreram. Ao passo que um bebé prematuro nasce BPN,
mas porque nasceu antes do esperado e provavelmente se tivesse completado
toda a gestagdo nasceria com peso e tamanho adequados para a idade
gestacional, pois ndo sofreu RCUI (NEGRATO; GOMES, 2013).

Estudos alertam que a gravidez em ambiente poluido é fator de risco
para BPN, prematuridade, bebés PIG e abortos (HANSEN ET al. 2008;
PERERA ET al., 2004; SAPKOTA ET al., 2012; SHAH, 2011). Desde 1980
existe a discussdo na literatura pediatrica sobre até que ponto os prejuizos
intrauterinos s&o capazes de afetar a vida adulta. As respostas que surgem s&o
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preocupantes, pois 0 BPN e RCUI estdo associados a maior risco de diabetes
tipo 2 hipertensdo arterial sistémica, doencas cardiovasculares e obesidade
(BARKER; OSMOND, 1986; BERNSTEIN et al., 2000; HALES; BARKER,
1992)). Desta forma, embora as metodologias nos estudos epidemioldgicos
sobre a poluicdo do ar e nascimentos sejam diferentes e muitas vezes
incomparaveis entre si, a OMS classificou a poluicdo do ar como nociva e
prejudicial a saude fetal (OMS, 2007).

Pesquisas na area da epigenética colocam que existem alteragbes de
transcricdo de genes em bebés que sofreram RCUI (NEGRATO; GOMES,
2013). Janssen ET al. (2012) analisaram alteragdes moleculares no DNA
mitocondrial de placenta e cordao umbilical de mulheres participantes de um
estudo de coorte sobre poluicdo. Foi concluido que a cada aumento de
10ug/m? de MP no ultimo més de gravidez estava associado a uma diminuigcao
16% no conteudo de DNA mitocondrial, mas ndo houve diferengas importantes
para o corddo umbilical. Esse efeito observado do MP é semelhante ao
encontrados em estudos com cigarro, e o resultado encontrado esta associado
a um aumento do estresse oxidativo (JANSSEN ET al., 2012). A transcricéo de
genes estd modificada em criangas que sofreram RCUI, uma das
caracteristicas de problemas nesse mecanismo € através da deteccido de
acetilagéo e metilagdo (NEGRATO; GOMES, 2013). Em 2013, foi analisada a
metilacado do DNA placentario de mulheres que vivem em ambiente poluido, e
foi encontrada hipometilagdo em diferentes fases gestacionais associada a
variacao na concentraciao de MP, resultados semelhantes aos encontrados em
estudos feitos com tabaco (JANSSEN ET al., 2013). Ha& também relatos de
marcadores inflamatérios, presenca de estresse oxidativo e diminuicdo da
funcao endotelial da placenta (SLAMA ET al., 2008; YORIFUJI ET al., 2012).

Diversos estudos encontraram resultados sobre peso da placenta e
funcionalidade, baixo peso ao nascer, prematuridade em populacdes expostas
aos poluentes do ar. Contudo, os autores dessas pesquisas colocam as
dificuldades de controle sobre algumas variaveis como: dispersdo dos
poluentes na area acessa a hospitais publicos e privados, fatores
comportamentais das maes (CHOI et al., 2012; VAN DEN HOOVEN et al.,
2012; YORIFUJl et al., 2011).
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Segundo meta-analise publicada por Shaw ET al. (2011), o dioxido de
nitrogénio teve efeito de causa para o BPN, nascimento prematuro e tamanho
pequeno do bebé para a idade gestacional, mas também houve estudos
inconclusivos sobre este poluente. Estudos com dioxido de enxofre foram
inconclusivos a respeito do baixo peso ao nascer, mas ha indicios de
associagao com nascimento prematuro (LIU ET al., 2003; SAGIV ET al., 2005).
O mondxido de carbono pareceu ter menos participagao sobre efeitos adversos
de desenvolvimento fetal, embora seja um dos poluentes cujo possivel
mecanismo de dano ao feto esteja mais bem descrito. Esse poluente liga-se a
hemoglobina, diminuindo o oxigénio circulante e, como o feto tem menor
capacidade de excretar esse componente, a oxigenagdo de seus tecidos é
prejudicada causando retardo do crescimento intrauterino (RITZ; YU, 1999;
SARTIANI et al., 2010).

Assim, ainda resta a duvida sobre qual periodo gestacional € o mais
suscetivel a consequéncias causadas pela poluicdo. Diferentes periodos
gestacionais foram avaliados em diferentes pesquisas, o que prejudica
conclusdes a respeito da participagdo dos poluentes (INIGUEZ ET al., 2012;
SHAH, 2011). Sabe-se, por exemplo, que o primeiro trimestre € extremamente
delicado por se tratar da formagao do tubo neural e insultos nessa fase
acarretam alteragées no metabolismo lipidico; enquanto, o terceiro trimestre é
marcado principalmente pelo ganho de peso e cumprimento fetal as privagdes
nesse periodo causam RCUI, BPN e alteragcdo no metabolismo da glicose
(ARNOLD et al., 1991; KRAMER, 1987; RAVELLI et al., 1998). Além disso, a
necessidade de conhecimento sobre os poluentes especificos € necessaria
para promover medidas de controle ambiental e cuidados a saude. Nesse
sentido, os estudos experimentais sao de grande valia para poder mimetizar
condicbes ambientais e controlar fatores como alimentacdo, estresse,
exposicao a outros quimicos; além de permitirem aprofundar o conhecimento
nos periodos gestacionais especificos.

Estudo feito com ratas em Sdo Paulo aponta a primeira semana de
gestacdo como a de maior suscetibilidade aos efeitos dos poluentes do ar por
terem encontrado menor peso dos fetos e peso da placenta (ROCHA, 2008).
Uma placenta com sua funcionalidade prejudicada acarreta menor fluxo

sanguineo para o feto e por consequéncia, RCUl e BPN. Dados na literatura
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apontam que a poluicdo do ar em nivel ambiental no nosso pais prejudica a
viabilidade fetal e a implantagcdo embrionaria no inicio da gestacdo
(MOHALLEM et al., 2005). Em 2008, pesquisadores de S&o Paulo expuseram
camundongos a poluicdo em nivel ambiental e encontraram um aumento na
difusdo da placenta nas fémeas expostas a poluigéo, e diferengas que sugerem
que o ambiente com ar filtrado ofereceu menor estresse ambiental para esses
animais (VERAS ET al.,, 2008). Posteriormente, os autores encontraram
alteragdes no ciclo estral, foliculos ovarianos além de diminuigdo da fertilidade,
maior tempo para acasalamento e menor numero de nascimentos em relagao
aos animais que viveram em ambiente de ar filtrado (VERAS ET al., 2009).
Nesse mesmo estudo, foi encontrada a presenca de metais pesados que estao
adsorvidos na superficie do MP, sugerindo que esse poluente pode ter
contribuido para o desfecho encontrado.

A literatura, embora ainda inconclusiva, mostra que a polui¢cao afeta o
desenvolvimento fetal e traz efeitos deletérios no nascimento. As limitagdes
metodolégicas em estudos de epidemiologia parecem ser alguns dos fatores
que fazem os resultados serem divergentes (SHAH, 2010). Estudos
experimentais sdo necessarios no ambito de investigagdo de mecanismos,

periodo de maior susceptibilidade embrionaria, poluentes envolvidos.

1.6 Comportamento alimentar

O ato de se alimentar e cessar o consumo de alimento envolve uma série
de etapas e processos que se estendem desde a sinalizacdo interna do
organismo até aos estimulos externos que podem ativar o interesse pela
comida. Exemplos de estimulo interno envolvem redug¢ao da glicose, aumento
na producao de insulina, peristalse, condi¢cdo de estresse, ciclo circadiano, etc.
Além destes estimulos, existem também os ofertados pelo ambiente externo,
tal como cheiro, palatabilidade, memaria relacionada ao alimento, dentre outros
(BENOIT e TRACY, 2009).

Inicialmente, o comportamento alimentar era entendido como um
mecanismo muito bem regulado por algumas estruturas do hipotalamo (HT). O
nucleo lateral e paraventricular eram responsaveis por induzir a ingestdo de

alimentos, e, os nucleos ventromedial e arqueado se encarregavam da
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saciedade (ELMQUIST, 1999). Hoje, a literatura demonstra que esse
comportamento se trata de um complexo mecanismo integrado por
sinalizagbes oriundas do sistema digestério, homeostase energética, tecido
adiposo e neurotransmissores (SCHWARTZ, 2000).

Assim como os humanos, os ratos consomem o seu alimento varias vezes
ao longo de um dia. Um estudo que controlou a quantidade ingerida de comida
e a frequéncia de ingestédo revelou que a quantidade de ragdo consumida por
refeicdo era variavel, mas que quanto maior a quantidade ingerida maior o
intervalo de tempo entre as refeicdes (SQUIRE, 2008). O volume gastrico
também é um fator controlador do tamanho da refeigdo. Quando o estébmago
distende em razdo do volume de alimento, receptores emitem sinal para o
nucleo do trato solitario e area postrema, esses sinais chegam ao HT e,
posteriormente, ao cortex quando a distensdo gastrica é registrada (SQUIRE,
2008). Outro recurso utilizado para controlar a ingestao alimentar é a liberagéo
do peptideo colecistoquinina (CCK) que age nos receptores do nervo vago.
Estudo realizado com antagonista da CCK demonstrou a incapacidade de
cessar o consumo mesmo quando o estdmago esta distendido pelo alimento
(GIBBS, 1973; SQUIRE, 2008). Além da CCK, a grelina exerce papel
importante na regulagdo da ingestao de alimentos, porém seu efeito é voltado
para o aumento do consumo alimentar. Esse horménio é liberado pelo
estbmago e é um forte desencadeador na produgdo do horménio do
crescimento. Quando atravessa a BHE, a grelina atua nos centros
hipotalamicos e estd em maior concentragdo em momentos de jejum. Os
efeitos dela sdo a diminuigdo na oxidagao de lipideos, aumento na ingestao de
alimentos e a diminuicao no gasto energético (GIBBS, 1973; SQUIRE, 2008).

A homeostase energética também exerce papel fundamental no controle da
ingestao de alimentos. O primeiro sinalizador hormonal relacionado ao controle
alimentar foi a insulina. Quando liberada na circulagdo sanguinea, ela transmite
a informagdo para cessagdao do consumo (SCHWARTZ, 2000). Esta
relacionada com o metabolismo energético, pois € a chave de entrada da
glicose nas células. Um exemplo claro do seu envolvimento no controle do
peso € o diabetes, situagdo em que a glicose ndo consegue entrar nas células
e, mesmo assim, o individuo apresenta hiperfagia como mecanismo

compensatorio a essa disfungdo energética. N&o raramente o diabético
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apresenta emagrecimento, em razdo da energia consumida n&o estar sendo
armazenada nos adipocitos (SQUIRE, 2008).

Os adipécitos tém se mostrado importantes na questao metabdlica, e sao
células com fungdes muito mais complexas do que armazenar energia. Sao
eles os responsaveis pela producao parcial da leptina, um horménio que reduz
a ingestdo alimentar e aumenta o gasto energético através de sinalizagéo
hipotaldamica (TRACY, 2001). O receptor para este hormdnio no cérebro é o
ODbRDb, expresso no HT e também na BHE, e outras isoformas dele tem sido
encontradas em diferentes tecidos. No momento da descoberta da leptina, a
ideia que se tinha era que ela seria um horméOnio capaz de prevenir a
obesidade. Hoje se sabe que, assim como no diabetes, individuos com grande
adiposidade desenvolvem resisténcia a leptina. A acdo desse horménio no HT
promove a redugao da ingestdo de alimento e aumento do gasto energético,
porém o SNC também exerce poder sobre a expressao de leptina, pois se sabe
que uma reducao de 10% do peso corporal provoca redugao de apenas 53%
na producdo da molécula. Além disso, a concentracdo sofre influéncia de
fatores como estresse metabdlico, inflamagao, inanicdo e privagdo de sono
reforcando a ideia de que a homeostase da leptina € uma via de mao dupla
entre SNC e tecido adiposo (van DJIK, 1997; SCHWARTZ, 2000).

No HT, a leptina liga-se ao receptor ObRb inibe a produgdo do
neuropeptideo Y (de efeito orexigénico) e aumenta a expressdo dos
neuropeptidios anorexigénicos como o hormbnio estimulante de alfa-
melandcito e horménio liberador de corticotropina (SQUIRE, 2008).

Outros neurotransmissores estdo envolvidos na regulagdo do
comportamento alimentar. A noradrenalina esta relacionada ao estimulo do
consumo de alimento quando atua no nucleo paraventricular do HT. Alguns
estudos reportam que na deficiéncia ou deplecdo de dopamina, o individuo
reduz drasticamente o consumo alimentar, e, esse sintoma estaria relacionado
ao mau funcionamento do nucleo de recompensa no encéfalo (SCHWARTZ,
2000).

Apesar de hoje sabermos que a execugdo desse comportamento nao esta
relacionada apenas a nucleos hipotalamicos, eles ainda s&o principais
envolvidos no recebimento de informagdes sobre o estado alimentar. Estudos

classicos demonstraram através de estimulacdo elétrica que os nucleos
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paraventricular e lateral do HT eram os centros da fome, enquanto o nucleo
arqueado e o ventromedial eram centros de saciedade. Atualmente, sabe-se
que ha envolvimento de outros centros cerebrais como o de motivacdo e
recompensa, memoria e estruturas como o hipocampo e amigdala medial
(TRACY, 2001; SOHN, 2013). Contudo, os nucleos hipotalamicos representam
a maior parte de receptores relacionados a efeitos orexigénicos e
anorexigénicos. Os neurbnios chamados de NPY/AGP produzem o
neurotransmissor agouti related protein (AGP) e estdo localizados
principalmente no nucleo arqueado e ventromedial do HT. Seu efeito principal €
0 aumento no consumo alimentar e redugdo do gasto energético. Outros
neurbnios expressam o0 neuropeptidio pro opiomelanocortina (POMC)
responsavel por efeito anorexigénico (SCHWARTZ, 2000; SOHN, ELMQUIST,
2013).

Como visto até o momento, o comportamento alimentar envolve rotas
neuroquimicas complexas e de funcionamento ainda nao totalmente
compreendido. Ainda assim, a literatura revela que lesdes no hipotalamo e
alteragdes nos neurotransmissores comprometem de forma substancial o bom
funcionamento desse comportamento.

Fei ET al.(2013) induziram obesidade em ratos através de dieta
hiperlipidica. Apds alcancgar a obesidade, alguns animais tiveram estimulagao
elétrica no nucleo arqueado do HT. Como resultado, os animais diminuiram o
consumo alimentar, perderam peso e tiveram um aumento na expressao de
dois peptideos de efeito anorexigénico. Quando provocada uma lesdao no
mesmo nucleo, os autores ndo encontraram essas diferencas de controle
alimentar. Eles concluiram que estimulagdes elétricas podem modular a
neuroquimica envolvida nessa estrutura especifica.

Em outro estudo, autores provocaram lesées no nucleo paraventricular do
HT e injetaram neuropeptideo Y ou grelina. Eles constataram que mediante
lesdo nesse nucleo, o primeiro perde seu efeito orexigénico, enquanto a grelina
continua a agir e tem seu efeito otimizado em relagdo aos animais controle
(WIATER, 2011; FEI, 2013).

Uma pesquisa feita com ratas gravidas desnutridas demonstrou que a prole
teve menor peso ao nascer, e maior expressao de receptores para serotonina e

leptina no nucleo arqueado do HT, indicando uma programacao fetal para
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maior consumo alimentar ao longo da vida (MANUEL-APOLINAR, 2010).
Existem relatos de obesidade hipotalamica, um efeito observado em pessoas
vitimas de lesdes nessa estrutura (EFFERS, 2012). Frequentemente as
pessoas que desenvolvem essa doenga sao do sexo feminino, e um estudo
observou que as mulheres com essa enfermidade apresentam volumes
reduzidos de HT (TAYLOR, 2012; HA, 2013).
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2. JUSTIFICATIVA

A poluigdo do ar é um problema de saude publica e, conforme o relatério da
OMS de 2013 € considerada um fator de risco para o desenvolvimento de
cancer de pulméo e contribui para o aparecimento do cancer de bexiga. Seus
maleficios sdo relatados em diversos sistemas do organismo e se estendem

desde danos teciduais locais até danos sistémicos.

Dados da literatura apontam para o fato de que o SNC é também suscetivel
aos efeitos dos poluentes do ar, podendo sofrer danos irreversiveis.
Possivelmente, a poluicdo atmosférica seja um dos fatores de causa do
surgimento de muitas doencgas, especialmente as neurodegenerativas. Hoje,
contamos com estudos que demonstram prejuizos em estruturas encefalicas e
nas suas execucdes de funcdo. Entretanto, o hipotalamo n&o se encontra
nessas pesquisas, € pouco € conhecido sobre os possiveis efeitos dos

poluentes do ar sobre esta estrutura cerebral.

Desta forma, esse estudo trata da investigagdo da exposigdo crbénica aos
poluentes atmosféricos em nivel ambiental e influéncia sobre o comportamento

alimentar de ratos e geracgao de estresse oxidativo no hipotalamo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da exposigao crénica a poluicao atmosférica em nivel ambiental
na cidade de Porto Alegre sobre o comportamento alimentar de ratos em
diferentes fases da vida, verificando a participacdo dos oxidantes neste
processo.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a lipoperoxidagao no hipotalamo de ratos expostos cronicamente
a poluicao atmosférica em nivel ambiental na cidade de Porto Alegre através

da técnica das substancias reativas ao acido tiobarbiturico;

b) Avaliar a atividade da enzima catalase em hipotalamo de ratos expostos
cronicamente, a poluicdo atmosférica em nivel ambiental na cidade de Porto

Alegre;

c) Avaliar a atividade da enzima superéxido dismutase em hipotalamo de
ratos expostos cronicamente, a poluicdo atmosférica em nivel ambiental na

cidade de Porto Alegre;

d) Avaliar consumo de alimento palatavel dos ratos expostos cronicamente,
a poluicdo atmosférica em nivel ambiental na cidade de Porto Alegre nas fases

da vida: infancia, puberdade e adulto;

e) Avaliar consumo de alimento padrao dos ratos expostos cronicamente, a
poluicdo atmosférica em nivel ambiental na cidade de Porto Alegre nas fases

da vida: infancia, puberdade e adulto;

f) Avaliar ganho de peso dos ratos expostos cronicamente, a poluigao
atmosférica em nivel ambiental na cidade de Porto Alegre nas fases da vida:
infancia, puberdade e adulto.
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A exposigao a poluicao do ar em nivel ambiental, durante o periodo pré e
poés natal, altera o ganho de peso e comportamento alimentar de ratos,
mas nao causa lipoperoxidagao.

Lucianna Schmitt', Ana C.T. Zanchi', Claudia Ramos Rhoden’

' Departamento de Ciéncias Basicas da Salde, Laboratério de Estresse
Oxidativo e Poluicao Atmosférica, Universidade de Ciéncias da Saude de Porto
Alegre (UFCSPA), Rio Grande do Sul, Brasil.

Resumo
O objetivo desse estudo foi avaliar o comportamento alimentar e

desenvolvimento de ratos expostos a poluigdo do ar em longo prazo e a
participacdo dos agentes oxidantes. Ratos Wistar machos foram divididos em
dois grupos: ar filtrado (FA, n= 15) exposto desde o periodo intrauterino ao ar
filtrado, e ar nao filtrado (NFA, n= 13) exposto desde a fase intrauterina a
poluicao do ar em nivel ambiental. O consumo de rag¢ao foi monitorado por todo
o experimento. O teste de consumo do alimento palatavel foi realizado nas
fases: infancia, puberdade e adulta. Aos 150 dias, os animais foram
eutanasiados e o hipotalamo dissecado para analise de estresse oxidativo. O
grupo FA reduziu o consumo de ragéo ao longo da vida enquanto o grupo NFA
aumentou o seu consumo nas fases infancia e puberdade (p< 0,01), na fase
adulta ndo houve diferenga para o consumo de ragao entre os grupos. Houve
interacdo entre os fatores exposicdo aos poluentes e fase da vida
(F(2,210)=42,629 p<0,001). NFA apresentou menor massa corporea em
relagcdo a FA durante todo o experimento, FA consumiu mais alimento palatavel
na fase adulta enquanto NFA na puberdade. NFA apresentou menor consumo
de alimento palatavel em todas as fases da vida em relagdo a FA (p<0,01). A
andlise para estresse oxidativo ndo apresentou diferenga entre os grupos. A
poluicdo do ar prejudicou o desenvolvimento e interferiu no consumo alimentar,

mas a agao de agentes oxidantes nao parece estar envolvida nesse processo.

Palavras chave: poluicdo do ar, comportamento alimentar, estresse oxidativo,
hipotalamo, peso.
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Abstract

The aim of this study was to investigate feeding behavior after prenatal and
during post natal long-term exposure to air pollution and the role of oxidants in
theses parameters. Male wistar rats were divided into two groups: filtered air
(FA, n= 15) exposed since intrauterine life to filtered air and non-filtered air
(NFA, n=13) exposed since intrauterine life to ambient levels of air pollution.
Food consumption was monitored since post natal day 21, and the rats were
tested for palatable food consumption in childhood, youth and adulthood. When
they reached 150 days, rats were euthanized and hypothalamus was dissected
for oxidative stress analysis. FA group reduced the food consumption during life
(p<0,001) NFA group raised the food consumption in childhood and youth
(p<0,001) but in adulthood there was no difference from youth and no difference
when compared to FA consumption on this same life stage. There was an
interaction between exposure and life stages (F(2,210)=42,629 p<0,001)). NFA
had a lower body weight than FA group during the whole experiment. FA had
more palatable food in adulthood while NFA group on youth. NFA group had a
significant lower consumption of palatable food in all life stages (p<0,001).
Oxidative stress analysis had no difference between groups. Therefore,
exposure to air pollution seems to impair weight gain since birth and the pup are
not able to catch up this damage during life, and also alters food consumption.
The oxidative stress didn’t seem to mediate these behavioral changes.

Keywords: air pollution, feeding behavior, oxidative stress, hypothalamus
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Introducgao
A poluigdo do ar é uma mistura de gases, componentes organicos e material
particulado (MP) que representa um sério problema ambiental. Estudos
epidemiologicos mostram a associacdo entre a exposicdo a altas
concentragbes de poluentes atmosféricos e o aumento no numero de
admissbes hospitalares por causas respiratérias, infarto e acidente vascular
encefalico (Saldiva PH et al. 1995; Pope & Dockery, 2006; Forastiere F &
Agabiti N.2013). O MP alcanga a circulagdo sanguinea periférica, sendo capaz
de atingir varios érgéaos, inclusive o sistema nervoso central (SNC) onde causa
inflamacdo (Shimada et al. 2006; Calderon-Garciduefias et al.2008;
Oberdorster et al. 2004; Peters et al.2006). A Inflamagado estd envolvida na
etiologia de diferentes doengas, principalmente neurodegenerativas.
O SNC corresponde a um érgéo alvo ao estresse oxidativo em fungao do seu
alto consumo de energia e conteudo celular rico em proteinas e lipidios. Zanchi
et al. 2008 relataram presenca de lipoperoxidacédo no tecido estriado e cerebelo
de ratos cronicamente expostos a instilagao intranasal de residual oil fly ash
(ROFA), associado a uma diminuigdo na atividade motora. Em outro estudo, o
mesmo grupo de pesquisadores observou que a exposi¢cao a poluicdo do ar
desde a fase intrauterina até os 150 dias de vida produziu estresse oxidativo no
cortex e menor desempenho no teste de memaria discriminativa de curto prazo
(Zanchi et al.2010A exposicao crbnica aos poluentes causa danos desde a
fase pré-natal e tem como desfecho o baixo peso ao nascer e danos no
funcionamento placentario mediado por estresse oxidativo tanto em animais,
quanto em humanos (Veras et al. 2008; van den Hooven et al. 2012; Janssen
et al. 2013, Laurent O et al. 2013). ). Estes achados corroboram dados da
literatura que demonstram que o estresse oxidativo € um mediador dos efeitos

adversos causados pela polui¢cao do ar.

Até o momento, a polui¢ado do ar foi associada a danos em diferentes fases da
vida e em diferentes 6rgados. Os danos que os poluentes podem causar no
SNC representam uma importante area de estudo, porém, poucas pesquisas

relacionaram reflexos comportamentais as areas afetadas no cérebro.
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O objetivo desse estudo foi investigar o comportamento alimentar de ratos apos
a exposicao pré e pos natal a poluigdo do ar e verificar o papel dos agentes
oxidantes nesse processo.

Métodos

Cuidados Eticos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (CEP 1093/10). O presente
estudo foi conduzido de acordo com as diretrizes nacionais e internacionais de

bem estar animal.

Desenho Experimental

Ratas gravidas oriundas das camaras FAC e NFAC tiveram seu estado clinico
monitorado até a data do parto. Cada ninhada teve seu peso aferido
semanalmente até que completasse 21 dias. O grupo de ratos machos
nascidos no ar filtrado compds o grupo FA (n = 15); enquanto, os ratos do
ambiente de ar nao filtrado compés o grupo NFA (n = 13). Os animais foram
alocados em caixas moradia com 4 animais por caixa, € permaneceram em
seus ambientes desde o nascimento até que se completasse 150 dias. Esse
desenho experimental foi utilizado para avaliar as variaveis: consumo alimentar
padrao, teste de alimento palatavel e ganho de peso nas fases da vida infancia,

puberdade e adulto.

Camaras de Exposicdo

As camaras de exposicdo a poluicdo ambiental sdo constituidas de uma
estrutura metalica com térreo e mezanino, revestida com filme plastico de
protecdo ultravioleta. No mezanino estido localizadas duas salas que
correspondem a camara de ar nao filtrado (NFAC) e a camara de ar filtrado
(FAC).NFAC temo fluxo de ar com um filtro mecénico para impedir a passagem
de poeira, insetos e folhas. A cdmara de ar filtrado (FAC) recebe o ar que
passa pelo mesmo filtro mecéanico, e também por mais cinco filtros: filtro para
particulas grossas; filtro de carvao ativado com capacidade de neutralizar os
gases HyS, SO,, Cl, em 20%, 5% e *% respectivamente; filtro quimico de
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permanganato de potassio (Purafil Chemi Select®) capaz de neutralizar 14%,
7% e 4,9% dos gases HyS, SO, e NO,; filtro de alta eficiéncia para MP com
capacidade de retengao de 99,97% de poeira e MP com diametro de até 0,3um
( HEPA High Efficiency Particulate Air — Borges e Katayama, Brasil). A pressao
dentro de ambas as camaras nao excede a pressao atmosférica. Os ratos
Wistar matrizes que deram origem aos animais utilizados nesse estudo foram
mantidos dentro de cada camara desde o periodo de espermatogénese e

previamente a gestacéo.

Determinag&o do consumo alimentar, monitoramento do ganho de peso e teste

do alimento palatavel

O consumo de ragao por rato foi medido desde o dia do desmame (21° dia de
idade) até o final do experimento, com exce¢ao dos dias em que era realizado
o teste de alimento palatavel. O consumo de ragdo foi obtido através da
diferenga entre a ragao fornecida (300g) e o restante apds 24h, dividido pelo
numero de animais em cada caixa moradia.

O peso dos animais foi determinado semanalmente através da utilizagao de
balancga digital com 5g de precisao. O resultado esta exibido em ganho de peso
durante as fases da vida.

O teste de consumo de alimento palatavel foi aplicado conforme o protocolo
estabelecido por Ely et al. (1997), disposto no Quadro 1, nas fases: infancia,
puberdade e adulto. Essas fases foram divididas em: 21° ao 45° dia
corresponde a infancia, do 46°ia ao 90°dia corresponde a puberdade e do
91°dia aos 150°dia corresponde a fase adulta (Quinn RDMV, 2005; Andreollo,
2012). Na fase de adaptacdo, cada animal foi submetido ao teste de trés
minutos por cinco dias consecutivos. O rato era colocado em uma caixa
retangular de madeira branca (40x15x20 cm) com tampa de acrilico que
permitisse a circulacdo de ar. Dentro da caixa estavam dispostos 10 unidades
de cereal de milho doce (Kellogs - Froot Loops®). Durante os cinco dias de
adaptacgao, os animais receberam 80% da quantidade de racdo. No sexto dia,
os animais ficaram em privagéo de ragéo por 12 horas antes do teste (teste em
jejum). Apos completar o teste no 6° dia, os animais receberam ragdo e agua
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ad libitum e realizaram novamente a tarefa no sétimo dia (teste alimentado).
Para mensurar a quantidade ingerida, foi considerado a unidade de fragdo do
Froot Loops® (Ely et al., 1997; Gamaro et al., 2003; Pettenuzzo, 2008).
Quando os animais completaram 150 dias de vida, foram eutanasiados por
decapitagao, o cérebro foi retirado e o hipotalamo (HT) dissecado e congelado
rapidamente em nitrogénio liquido, e posteriormente em biogreezer-80°C para
determinacgao de parametros deestresse oxidativo.

Analise de Estresse Oxidativo

Preparacgao do tecido

O HT foi homogeneizado em nove partes de 120 mM de cloreto de potassio, 30
mM de tampéao fosfato de sédio (pH 7.2) acrescido de inibidor de protease (1
pg/ml leupeptina, 1 pg/ml aprotinina, 1 pg/ml inibidor de tripsina, 1 pg/mi
pepstatina, e 0,5 mM PMSF). O homogeneizado foi centrifugado a 600 G
durante dez minutos em temperatura entre 0° e 4°C, e o sobrenadante foi
coletado e utilizado para determinagcdo da lipoperoxidagéo e atividade das
enzimas antioxidantes (Neves, 1997).

Determinacgao da lipoperoxidacao

A determinacao da lipoperoxidagao (LP) foi realizada através do protocolo de
Buege e Aust, 1978, determinagao das espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS). O homogeneizado foi precipitado com 10% de acido tricloroacético,
centrifugado a 200 rpm durante dez minutos, e incubado com TBA (Sigma
Chem.Co.,St. Louis, MO, USA) por quinze minutos a 100°C. TBARS foram
extraidas usando butanol (1:1; v/v). Depois da centrifugacao, a absorbancia da
camada de butanol foi mensurada em espectrofotdbmetro a 535nm. A
concentragdo de TBARS foi expressa em nmol de malonodialdeido (MDA) por
mg de proteina total (Buege & Aust, 1978; Neves, 1997). MDA padrao foi
preparado usando 1.1.3.3-tetrametoxipropano. A concentracado de proteina foi
determinada através do ensaio de proteina de Bradford, considerando
albumina sérica bovina (1mg/ml) como padréo (Schleicher & Wieland, 1978).
Determinacgao da atividade da superéxido dismutase

A atividade da superéxido dismutase (SOD) foi medida conforme o protocolo
estabelecido por Marklund e Marklund, 1974. A reagao consiste em inibir a
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autoxidacao do pirogalol através da SOD. Em uma cubeta, foi adicionado 930
pl de 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3diol (TRIS), tampao TRIS 50 mM,
acido ethilenodiaminotetraacético TmM, pH 8,2), 4 pl de catalase (CAT, 30 pyM)
e 50 pyl de homogeneizado. Posteriormente, foi acrescentado pirogalol (24 mM
em HCI 10 mM) para verificagdo da atividade enzimatica a 25°C, com a leitura
feita em 420 nm nos tempos 60 e 120 segundos. Uma unidade de SOD
corresponde a quantidade necessaria de enzima pra inibir 50% da reag¢ao. Os
resultados foram expressos em unidade de SOD/mg de proteina total.
Determinacgao da catalase

A atividade de catalase (CAT) foi executada conforme protocolo definido por
Aebi, 1984. Em uma cubeta de quartzo, misturou-se 30 ul de homogeneizado e
2,865 pl de tampao fosfato (50 mM, pH 7,4). Em seguida, acrescentou-se 105
pl de perdxido de hidrogénio (0,01 mM). A leitura da atividade enzimatica foi
feita pela decomposicado do perdxido de hidrogénio, lido em 240 nm a 25°C
apo6s 120 segundos. Os resultados foram expressos em pmol/mg de proteinas
totais.

Analise estatistica

Os resultados estdao apresentados em média + erro padrdo. Foi utilizada a
analise de variancia de duas vias de medidas repetidas (Two Way ANOVA)
para comparar o ganho de peso ao longo das fases da vida, teste de consumo
de alimento palatavel e consumo de ragao. Teste t de Student foi utilizado para
comparar os valores de SOD, CAT e MDA dos dois grupos. Foi utilizado o
programa Sigma Plot® versao 12.1. Para execugao destes testes, foi utilizado o
Sigma Plot 12.1.

Resultados

Conforme mostra a Figura 1, o grupo NFA apresentou menor peso desde o
nascimento quando comparado com o grupo FA; essa diferenga permaneceu
ao longo de todo o experimento (P= 0,025).

Com relagdo ao consumo de ragéo, o grupo FA apresentou uma diminuicdo
significativa deste na transicdo da infancia para a puberdade, mas n&o na fase
adulta (F2.210=14,464; P <0,001). Ja o grupo NFA aumentou o seu consumo
da infancia para a puberdade e, embora, tenha apresentado esse aumento, o
seu consumo absoluto foi menor nessas fases quando comparado ao FA
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(F(1,210=114,585, P <0,001). Na fase adulta, ndo houve diferenga no consumo
de ragao entre os grupos (P =0,32). Houve interagc&o entre os fatores exposicéo
a poluigéo e idade (F2210=42,629; P<0,001).

Na Figura 2, podemos observar os resultados para o teste de consumo do
alimento palatavel. NFA teve consumo significativamente menor que FA em
todas as fases da vida, independente de estado alimentado ou em jejum
(F(954,965=109,7; P <0,001). Quando observamos NFA isoladamente, ndo houve
diferenca de consumo do teste em jejum para o alimentado em nenhum
momento do experimento. No entanto, quando observa-se o consumo total de
alimento palatavel, a puberdade teve o maior consumo absoluto (F2, 3s12) = P
<0,001). Ja o grupo FA, quando analisado separadamente, apresentou
diferenga entre jejum e alimentado apenas na fase adulta, sendo que seu maior
consumo foi no estado alimentado(F (s, 132)= 7,50; P < 0,001).

Os parametros de lipoperoxidacao e atividade enzimatica da SOD e CAT nao
sofreram modificagdes pela exposicdo a poluicdo, conforme demonstrado na

Figura 3.
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Discussao

Os resultados obtidos revelaram que NFA apresenta menor peso que FA
durante todo o experimento. O consumo de ragcao de NFA também se mostra
menor nas fases da infancia e puberdade. Ja se observarmos o padrao de
consumo de ragdo em cada grupo, percebemos que mesmo que NFA aumente
a ingestao de ragdo da infancia para a puberdade, seu consumo absoluto ainda
€ menor que FA; o qual diminui a ingestdo de ragdo da infancia para a
puberdade. Quanto ao teste de alimento palatavel, NFA consumiu menos que
FA em todas as fases da vida. No mesmo parametro, quando observamos os
grupos separadamente, notou-se que o consumo de alimento doce por NFA é
maior na puberdade do que nas outras fases; o grupo FA apresenta uma
diferenga de ingestao entre o estado jejum e alimentado na fase adulta.

Baixo peso nos recém-nascidos tem sido relatado, tanto por estudos
experimentais quanto epidemiolégicos, como um dos efeitos que o ambiente de
ar poluido pode causar (Hansen et al. 2008; Jansen 2013; Stieb et al. 2012;
Gehring U et al. 2013). Nossos resultados sugerem que com a exposi¢cao
crbnica a poluigdo do ar, esse prejuizo seja levado para durante toda a vida.
Auten et al. (2009) expuseram ratas gravidas a insuflagao orotraqueal com MP
ou solucéo fisiolégica. Apds o nascimento, as ninhadas foram expostas ao MP,
ozOnio ou ar ambiente. As ninhadas ndo apresentaram diferenga no peso ao
nascer, no entanto, ao final do experimento aqueles que haviam sido expostos
ao MP na fase intrauterina e ao 0z6nio apds o nascimento apresentaram menor
peso ao final do tratamento, sugerindo que a exposigao continua aos poluentes
do ar pode afetar a velocidade de ganho de peso. Em outro estudo, ratas
gravidas foram expostas as particulas da combustdo de diesel (2mg/m?) ou ao
ar filtrado durante toda gravidez (Bolton et al. 2012). Controversamente, os
animais expostos ao diesel nasceram com maior peso que os expostos ao ar
limpo, e essa diferenga também permaneceu ao longo do experimento. Embora
esses resultados de peso ao nascer, inicialmente, ndo corroborem com os
dados do presente estudo, a maneira com que 0s animais expostos aos
poluentes do ar ganharam peso apds o nascimento, concorda com nossos
achados: existe uma alteracdo que vem do periodo intrauterino e se perdura

durante toda a vida.
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Mesmo que o grupo NFA tenha aumentado seu consumo alimentar em relagao
a FA isso nao foi suficiente para compensar o prejuizo ponderal. No mesmo
estudo citado, Bolton et al. encontraram diferengas no consumo alimentar entre
os grupos. Os animais expostos ao diesel apresentaram maior consumo da
dieta hiperlipidica quando comparado ao grupo que respirava ar filtrado, a
racao padréo ndo foi mensurada nesse estudo. Por outro lado, Meng et al.
(2005) expuseram ratos a diferentes concentragdes de dioxido de enxofre pelo
tempo de uma semana; os autores n&o encontraram diferenga no ganho de
peso ou consumo alimentar, apesar de constatarem que o DNA em éareas do
cérebro estava danificado.

O grupo NFA claramente apresentou um padrao de consumo de alimento
palatavel diferente de FA, ao passo que FA na fase adulta apresentou seu
maior consumo e com uma ingestdo significativamente maior no estado
alimentado do que em jejum. No estudo mencionado anteriormente, os ratos
expostos ao diesel na fase pré-natal tiveram maior consumo de dieta rica em
gordura, uma dieta mais palatavel que a dieta padrdo. O estudo dos efeitos dos
poluentes do ar no comportamento em geral apresenta uma série de limitagdes
que devem ser consideradas, como por exemplo, a concentracdo dos
poluentes, métodos de exposicdo e duracdo da mesma. Existem poucos
estudos que tratem especificamente de comportamento alimentar e poluigdo do
ar e, até o momento, foi constatada interacdo entre os poluentes e alteracdes
no peso corporal e consumo alimentar. Embora os resultados ainda sejam, por
vezes, conflitantes em alguns pontos, nossos achados fortalecem a ideia de
que a exposigao a poluicdo na fase pré-natal acarreta em consequéncias que
sao levadas para toda a vida, e possivelmente, irreversiveis em termos de
desenvolvimento.

Outras alteragcdes comportamentais tém sido atribuidas a poluicdo do ar. Ratos
cronicamente expostos ao ROFA demonstraram uma diminuigcdo na atividade
motora atrelado a lipoperoxidagao no tecido estriado e cerebelo (Zanchi et al.
2008). Posteriormente, os autores desse mesmo estudo relacionaram o
estresse oxidativo como mediador no processo de diminuicdo da memoria
discriminativa por parte da poluigao.

Em nosso estudo, a exposicao cronica aos poluentes do ar em nivel ambiental

nao mostrou causar lipoperoxidagdo no HT. Todavia, outros estudos de nosso
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laboratério constataram estresse oxidativo em outras regides encefalicas, tais
como estriado, cerebelo, cortex e hipocampo; algumas dessas associadas a
prejuizo em fungdes comportamentais. Auten et al. (2009; 2011) encontraram o
resultado que mais se aproxima ao nosso, no que tange a diferenga na
exposicao pos-natal sobre o ganho de peso. Nao obstante, uma hipotese a ser
investigada em estudos futuros é a alteragdo no bulbo olfatério e tecidos
olfativos influenciar no consumo de alimento, visto que ha uma grande
interagcdo entre olfato e paladar.

Em suma, NFA apresentou menor peso durante todo o experimento e maior
consumo de ragao na infancia e puberdade, enquanto FA comportava-se de
maneira oposta no mesmo periodo. Esse padrao alimentar ndo se replicou para
o alimento palatavel, cujo consumo também foi menor que FA. Em nosso
estudo, o estresse oxidativo ndo pareceu mediar essas alteragdes no padrao
alimentar e desenvolvimento.

Alteracoes no SNC tém encenado um importante papel em consequéncias a
saude e representam uma area emergente que necessita de mais pesquisas
para que possamos estimar o dano que a poluicao do ar tem causado a
diversas geragdes. Outros estudos devem ser feitos com modelos que se
aproximem mais da realidade e mimetizem a exposicdo crdnica que
vivenciamos no dia a dia, para que se possa elucidar com mais clareza os

mecanismos envolvidos.
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6. Figuras
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Figura 1. Peso quinzenal nas fases da vida de ratos expostos a poluicdo do ar em nivel
ambiental. Grupos: FA (ar filtrado; n = 15) exposicao pré e pds natal ao ar filtrado; NFA (ar ndo
filtrado; n = 13) exposicéo pré e pos natal aos poluentes do ar em nivel ambiental. Valores
apresentados como média do grupo + erro padrdo. (l) infancia (21° dia ao 45° dia) (P)
puberdade (46° dia ao 90° dia) (A) adulto (91° dia ao 150° dia). Analise de varidncia de duas
vias de medidas repetidas (Two way ANOVA) *P = 0,025; F(8,88) = 2,337diferenca em relagao
ao grupo FA.
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Figura 2. Consumo de alimento palatavel de ratos expostos a poluigao do ar em nivel ambiental. Grupos: FA
(ar filtrado; n = 15) exposigéo pré e pos natal ao ar filtrado; NFA (ar n&o filtrado; n = 13) exposigéo pré e pds
natal aos poluentes do ar em nivel ambiental. Valores apresentados como média do grupo + erro padrado. (A)
infancia (21° dia ao 45° dia) (B) puberdade (46° dia ao 90° dia) (C) adulto (91° dia ao 150° dia). Analise de
variancia de duas vias de medidas repetidas (Two way ANOVA)*P<0,001 F(954,965) = 109,7 diferenga em
relagdo a FA; # P <0,001 F(6,132) = 7,50 diferenga de FA no dia do teste em jejum em relagdo ao teste ao

alimentado na fase adulta.
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Figura 3. Andlise dos parametros de estresse oxidativo. Grupos: FA (ar filtrado; n = 15)
exposigao pré e pos natal ao ar filtrado; NFA (ar nao filtrado; n = 13) exposi¢do pré e pds natal
aos poluentes do ar em nivel ambiental. Valores apresentados como média do grupo * erro
padrdo. Andlise de varidncia de duas vias de medidas repetidas (Two way ANOVA. (A)
malonodialdeido (MDA) nmol/mg proteina total, P = 0,86; (B)superdxido dismutase unidade de
SOD/mg proteina total P = 0,19; (C) catalase (CAT) pmol CAT/ mg proteina total P = 0,052.
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Adaptagdo Teste Jejum Teste Alimentado

* 5 dias * Jejum prévio de « Teste de trés
« 80% da 12horas minutos em estado
quantidade de * Teste de trés alimentado
racao habitual minutos
* Simulacdo do teste * Racdo a vontade
de alimento doce pos teste
3 minutos/dia

Quadro 1. Representacdo esquematica do teste de comportamento alimentar para
consumo de alimento palatavel. Fase de habituagdo durou cinco dias, onde os
animais recebiam 80% do alimento padrao e passavam pela simulagao do teste de
consumo de alimento palatavel uma vez ao dia. Teste em jejum realizado com 12
horas de jejum prévio. Teste Alimentado realizado vinte e quatro horas apés o teste
de jejum com os animais alimentados a vontade.
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7. CONCLUSAO

a) A poluigao do ar em nivel ambiental n&o provocou lipoperoxidagao no

hipotalamo e alteragdes nos parametros enzimaticos.

b) O peso dos animais expostos a poluigdo do ar foi prejudicado no inicio da

vida e esse prejuizo permaneceu ao longo do estudo.

c) O comportamento alimentar para alimento palatavel parece sofrer influéncia

dos poluentes do ar e pode ter influéncia da faixa etaria.

d) O consumo de alimento padréao teve padrées opostos entre os grupos e a

poluicado do ar pode ter mediado esse comportamento.

Nosso estudo observou que existe uma diferenca no consumo alimentar de
alimento padrdo e também no de alimento palatavel. O peso sofreu prejuizos
que nao puderam ser compensados ao longo da vida. Os agentes oxidantes
nao parecem mediar esses processos € mais estudos sdo necessarios para

elucidar os mecanismos envolvidos.
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8. ANEXOS

8.1 Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

Parecer Consubstanciado de Projeto de Pesquisa

Titulo do Projeto: Exposicédo crénica a polui¢do do ar em nivel ambiental na cidade de Porto
Alegre pode afetar a ingestao alimentar de ratos via estresse oxidativo hipotalamico?

Pesquisador Responsavel Claudia Rhoden Parecer 1093/10 |
[Data da Versio 13/05/2010 | | Cadastro 549/09 | [Data do Parecer 13/05/2010 ]

[ Grupo e Area Tematica Classificacdo utilizada pela CONEP |

Objetivos do Projeto

Verificar se a exposic¢ao a poluicdo ambiental modifica o comportamento alimentar ou ganho
de peso de ratos e o papel da lipoperoxida¢ao no hipotalamo para as alteragcoes
comportamentais

Sumario do Projeto

Ratos serdo expostos a ambiente poluido ou ndo poluido na infancioa e na adultez terao
ganho ponderal, comportamentos alimentares avaliados in vivo e alteracGes de estresse
oxidativo avaliados ex-vivo, logo apés.

[introdugdo Sl | Adequada |

C ios sobre a || d

[Objetivos ! - |Comentario |
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Inhalation Toxicology is a peer-reviewed monthly publication providing a key
forum for the latest accomplishments and advancements in concepts,
approaches, and procedures presently being used to evaluate the health risk
associated with airborne chemicals.

The journal publishes original research, reviews, symposia, and workshop
topics involving the respiratory system“s functions in health and disease, the
pathogenesis and mechanism of injury, the extrapolation of animal data to
humans, the effects of inhaled substances on extra-pulmonary systems, as well
as reliable and innovative models for predicting human disease.

Editor-in-Chief

Donald E. Gardner, PhD Savannah, GA USA

Manuscript Submission

All  submissions should be made online at Inhalation Toxicology’s
ScholarOne Manuscripts site. New users should first create an account. Once
a user is logged onto the site, submissions should be made via the Author
Center. If you experience any problems with your submission or with the site,
please contact ScholarOne support through the ,get help now" link.

All submissions to the journal must include full disclosure of all relationships that
could be viewed as presenting a potential conflict of interest. If there are no
conflicts of interest, authors should state that there are none. This must be
stated at the point of submission (within the manuscript, after the main text
under a subheading "Declaration of interest”).

We also request that all authors complete an International Committee of
Medical Journals Editors' conflict of interest form in advance of submission; the
submitting author must upload each author®s form as supplemental files along
with the manuscript.

Please see our full Declaration of Interest Policy for further information.
Manuscript Preparation

File preparation and types

Manuscripts are preferred in Microsoft Word format (.doc files). Documents
must be double-spaced, with margins of one inch on all sides. Tables and
figures should not appear in the main text, but should be submitted as separate
digital files and designated with the appropriate file type on ScholarOne
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Manuscripts. References should be given in Harvard style (see References
section for example).

Manuscripts should be compiled in the following order: title page; abstract; main
text; acknowledgments; Declaration of Interest statement; appendices (as
appropriate); references; tables with captions (on separate pages); figures;
figure captions (as a list).

Inhalation Toxicology publishes the following manuscript types:

Original papers

Reviews

Measurement technology

Modelling/symmetry

Letters to the Editor

Title Page

A title page should be provided comprising the manuscript title plus the full
names and affiliations of all authors involved in the preparation of the
manuscript. One author should be clearly designated as the corresponding
author and full contact information, including phone number and email address,
provided for this person.

Abstract

All original articles and reviews should start with an abstract of 250 or fewer
words, summarising the central core of knowledge that is the focus of the paper.
The recommended format is as a structured abstract, with the following
headings for an original article: context, objective, materials and methods,
results, discussion and conclusion. For a review article, it should be structured
as follows: context, objective, methods (including data sources, study selection
and data extraction), results and conclusion. It should be written in an
informative style permitting its use, without revision, by abstracting services,

give essential details of
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research findings without further reference to the text, and avoid generalisations
and nonessential information.

Main Text

Original articles

The body of the article should include the following sections: introduction;
methods; results; discussion; conclusions.

Introduction: This section should state the relevance and background to the
study, and its rationale and purpose.

Methods: This section should include only information that was available at the
time the plan or protocol for the study was being written. You should describe
your selection of the observational or experimental participants, identify the
methods, apparatus and procedures in sufficient detail to allow others to
reproduce the results, and describe statistical methods with enough detail to
enable a knowledgeable reader with access to the original data to verify the
reported results. Inhalation Toxicology requires that studies involving humans,
both volunteers and patients, or animals be approved by an institutional review
board, in accordance with approved published guidelines, prior to actually
performing the research and publishing the data. Details including clinical trial
registration number must be provided in the methods section if research
includes studies conducted on human volunteers.

Results: Present your results in logical sequence in the text, tables, and
illustrations.

Discussion: This should include implications of the findings and their limitations,
with reference to all other relevant studies and the possibilities these suggest
for future research.

Conclusions: This must summarize the main paper. Ensure that extrapolations
are reasonable and that conclusions are justified by the data presented, and
indicate if the study design can be generalized to a broader study population.
Please also include an additional paragraph describing:

What is new/novel about this research

What critical issues this research addresses

Relevance of the research to humans
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Reviews

The body of a review article should be a comprehensive, scholarly evidence-
based review of the literature, accompanied by critical analysis and leading to
reasonable conclusions. Wherever appropriate details of the literature search
methodology should be provided, i.e. the databases searched (normally
Medline and at least one or two other databases), the search terms and
inclusive dates, and any selectivity criteria imposed.

Wherever possible, use primary resources, avoiding “Data on File”, “Poster” or
other unpublished references.

Acknowledgments and Declaration of Interest sections

Acknowledgments and Declaration of interest sections are different, and each
has a specific purpose. The Acknowledgments section details special thanks,
personal assistance, and dedications. Contributions from individuals who do not
qualify for authorship should also be acknowledged here.

Declarations of interest, however, refer to statements of financial support and/or
statements of potential conflict of interest. Within this section also belongs
disclosure of scientific writing assistance (use of an agency or agency/
freelance writer), grant support and numbers, and statements of employment, if
applicable. For a more detailed list of points to include, please see “Declaration
of Interest section” below.

Acknowledgments section

Any acknowledgments authors wish to make should be included in a separate
headed section at the end of the manuscript preceding any appendices, and
before the references section. Please do not incorporate acknowledgments into
notes or biographical notes.

Declaration of Interest section

All declarations of interest must be outlined under the subheading ,Declaration
of interest”. If authors have no declarations of interest to report, this must be
explicitly stated. The suggested, but not mandatory, wording in such an
instance is: The authors report no declarations of interest. When submitting a
paper via ScholarOne Manuscripts, the ,Declaration of interest® field is
compulsory (authors must either state the disclosures or report that there are
none). If this section is left empty authors will not be able to progress with the

submission.
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Please see our full Declaration of Interest Policy for further information.
Please note: for NIH/Wellcome-funded papers, the grant number(s) must be
included in the Declaration of Interest statement.

References

References should be given in the Harvard style. Citation in the text is by author
and date (Smith, 2001). The list of references appears alphabetically by primary
author's last name. Examples:

Journal: lyengar BS, Dorr RT, Remers WA. 2004. Chemical basis for the
biological activity of imexon and related cyanaziridines. J Med Chem 47:218—
223.

Book: Vyas SP, Khar RK. 2001. Targeted and Controlled Drug Delivery. New
Delhi, India: CBS Publisher and Distributor.

Contribution to a Book: Chandrasekaran SK, Benson H, Urquhart J. 1978.
Methods to achieve controlled drug delivery: The biochemical engineering
approach. In: Robinson JR, ed. Sustained and Controlled Release Drug
Delivery Systems. New York: Marcel Dekker, 557-593.

Electronic Resources: Lin A-S, Shibano M, Nakagawa-Goto K, Tokuda H,
Itokawa H, Morris-Natschke, SL, Lee K-H, (2007). Cancer Preventive Agents. 7.
Antitumor-Promoting Effects of Seven Active Flavonolignans from Milk Thistle
(Silybum marianum) on Epstein-Barr Virus Activation. Pharm Biol [Online]
Available at:
http://www.informapharmascience.com/doi/abs/10.1080/13880200701585592.
Accessed on 12 April 2009

Periodical abbreviations should follow the style given by Index Medicus.

Tables

Tables should be used only when they can present information more efficiently
than running text. Care should be taken to avoid any arrangement that unduly
increases the depth of a table, and the column heads should be made as brief
as possible, using abbreviations liberally. Lines of data should not be numbered
nor run numbers given unless those numbers are needed for reference in the
text. Columns should not contain only one or two entries, nor should the same
entry be repeated numerous times consecutively. Tables should be grouped at
the end of the manuscript on separate pages.
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lllustrations

lllustrations (line drawings, halftones, photos, photomicrographs, etc.) should be
submitted as digital files for highest quality reproduction and should follow these
guidelines:

300 dpi or higher

Sized to fit on journal page

EPS, JPG, TIFF, or PSD format only

Submitted as separate files, not embedded in the text

Legends or captions for figures should be listed on a separate page, double

spaced

For information on submitting animations, movie files and sound files or any
additional information including indexes and calendars please click here.

For information on color figures and charges please click here.

Notes on Style

General Style

Authors are asked to take into account the diverse audience of the journal.
Please avoid the use of terms that might be meaningful only to a local or
national audience, or provide a clear explanation where this is unavoidable.
However, papers that reflect the particularities of a social and cultural system
are acceptable. Some specific points on style follow:

1. Authors should write in clear, concise US English. Language and grammar
should be consistent with Fowler's English Usage; spelling and meaning of
words should conform to Webster's Dictionary. If English is not your native
language please ensure the manuscript has been reviewed by a native speaker.
Please note: extensive rewriting of the text will not be undertaken by the
editorial staff.

2. Latin terminology, including microbiological and species nomenclature,
should be italicized.

3. Use standard convention for human and animal genes and proteins: italics for
genes and regular font for proteins, and upper case for human products and
lower case for animal products.

4. “US” is preferred to “American”, “USA” to “United States”, and “UK” to “United
Kingdom”.
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5. Double quotation marks rather than single are used unless the “quotation is
,within* another”.

6. Punctuation of common abbreviations should adhere to the following
conventions: “e.g.”; “i.e.”; “cf.”. Note that such abbreviations should not
generally be followed by a comma or a (double) point/period.

7. Upper case characters in headings and references should be used sparingly,
e.g. only the first word of paper titles, subheadings and any proper nouns begin
upper case; similarly for the titles of papers from journals in the references and
elsewhere.

8. Apostrophes should be used sparingly. Thus, decades should be referred to
as follows: “The 1980s [not the 1980"s] saw ...”. Possessives associated with
acronyms (e.g. APU), should be written as follows: “The APU"s findings that ...”
but note that the plural is “APUs”.

9. All acronyms for national agencies, examinations, etc., should be spelled out
the first time they are introduced in text or references. Thereafter the acronym
can be used if appropriate, e.g. “The work of the Assessment of Performance
Unit (APU) in the early 1980s ...” and subsequently, “The APU studies of
achievement ...”, in a reference “(Department of Education and Science [DES]
1989a)”.

10. Brief biographical details of significant national figures should be outlined in
the text unless it is quite clear that the person concerned would be known
internationally. Some suggested editorial comments in a typical text are
indicated in the following with square brackets: “From the time of H. E.
Armstrong [in the 19th century] to the curriculum development work associated
with the Nuffield Foundation [in the 1960s], there has been a shift from
constructivism to heurism in the design of [British] science courses”.

11. The preferred local (national) usage for ethnic and other minorities should
be used in all papers. For the USA, “African-American”, “Hispanic” and “Native
American” are used, e.g. “The African-American presidential candidate, Jesse
Jackson ...”; for the UK, “Afro-Caribbean” (not “West Indian”), etc.

12. Material to be emphasised by italicisation in the printed version should be
italicized in the typescript rather than underlined. Please use such emphasis

sparingly.
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13. Numbers in text should take the following forms: 300, 3000, 30 000 (not
30,000). Spell out numbers under 10 unless used with a unit of measure, e.g.
nine pupils but 9 mm (do not use full stops (periods) within units). For decimals,
use the form 0.05 (not .05, x 05 or 0% 05). “%” (not “per cent”) should be used in
typescripts.

14. Appendices should appear before the references section and after any
acknowledgments section. The style of the title is shown by the following

example:

“Appendix C: The random network generator”.

Figures and tables within appendices should continue the sequence of
numbering from the main body of the text. Sections within appendices should
be numbered, for example, C.1, C.2. Equations in appendices should be
numbered, for example, (C 1), (C 2). If there is only one appendix, it is referred
to as “the appendix” and not called “Appendix A”.

Abbreviations and nomenclature

For abbreviations and nomenclature, authors should consult the latest edition of
the CSE Style Manual available from the Council of Science Editors, 60 Revue
Drive, Suite 500 Northbrook, IL, 60062, USA.

Mathematics

Please click here for more information on the presentation of mathematical text.

Footnotes

Footnotes are not to be used except for designation of the corresponding author
of the paper or current address information for an author (if different from that
shown in the affiliation). Information concerning grant support of research
should appear in a separate Declaration of interest section at the end of the
paper. Acknowledgments of the assistance of colleagues or similar notes of
appreciation belong in a separate Acknowledgments section.

Footnotes to tables should be typed directly below the table and are indicated
by the following symbols: * (asterisk or star), 1+ (dagger), ¥ (double dagger),
(paragraph mark), § (section mark), || (parallels), # (number sign). Reinitialize
symbol sequence within tables.

Editorial Policies
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Authorship

According to the International Committee on Medical Journal Ethics (ICMJE), an
author is defined as one who has made substantial contributions to the
conception and development of a manuscript. Informa Healthcare adheres to
the ICMJE guidelines (http://www.icmje.org/#author), which state that
“authorship credit should be based on all of the following: 1) substantial
contributions to conception and design, acquisition of data, or analysis and
interpretation of data; 2) drafting the article or advising it critically for important
intellectual content; and 3) final approval of the version to be published’1. All
other contributors should be listed in the Acknowledgements section.

1 Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals:
Writing and Editing for Biomedical Publication. Available at:
http://www.icmje.org/

All submissions are expected to comply with the above definition. Changes to
the authorship list after submission will result in a query from the publisher
requesting written explanation.

Redundant publications and plagiarism

Inhalation Toxicology considers all manuscripts on the strict condition that
they have not been published already, nor are they under consideration for
publication or in press elsewhere.

Inhalation Toxicology will not consider, in general, redundant publications, i.e.
“‘publication of a paper that overlaps substantially with one already published in
print or electronic media” (International Committee on Publication Ethics:
http://www.icmje.org/publishing_4overlap.html). This rule applies whether the
overlapping papers are from the same authors or not.

In addition, Informa has a strict policy against plagiarism. We define plagiarism
as the use of extracts from another person's work that are not placed in
quotation marks, without the permission of that person, and without
acknowledgement to that person (using the appropriate reference style), with
the result that your article presents these extracts as original to you. By
submitting your work to an Informa Healthcare journal, you warrant that it is
your original work, and that you have secured the necessary written permission
from the appropriate copyright owner or authority for the reproduction of any

illustration or other material.
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Paraphrasing, defined as “taking portions of text from one or more sources,
crediting the author/s, but only changing one or two words or simply rearranging
the order, voice (i.e., active vs. passive) and/or tense of the sentences” by the
usS Office on Research Integrity
(http://ori.dhhs.gov/education/products/plagiarism/7.shtml), will not be accepted
if found to be used extensively and to make up large sections of the manuscript.
Extensive paraphrasing will not be deemed original work and will be viewed as
redundant publication and/or plagiarism.

Informa Healthcare adheres to the Code of Conduct and Best Practice
Guidelines set forth by the Committee on Publication Ethics (COPE). As per
these guidelines, failure to adhere to the above conditions will result in the
editor and Informa publishing an appropriate correction, a statement of
retraction, or enacting a withdrawal of the article. In extreme cases (e.g. when
an article is retracted), offending authors will be reported to their institution®s
Ethics committee and may be banned from submitting to Informa Healthcare
journals in the future. Please refer to the COPE website for the detailed
workflows for handling allegations of plagiarism or redundant publication
(http://www.publicationethics.org/resources/flowcharts).

Peer Review

All manuscripts will be subjected to confidential peer review by experts in the
field and, on the basis of reviewers® feedback, papers will be accepted
unconditionally, accepted subject to revision or rejected.

Ethics and Consent

Do not use patients' names, initials, or hospital numbers, especially in
illustrative material. Identifying information should not be published in written
descriptions, photographs, and pedigrees unless the information is essential for
scientific purposes and the patient (or parent or guardian) gives written informed
consent for publication. Informed consent for this purpose requires that the
patient be shown the manuscript to be published.

Papers including animal experiments or clinical trials must be conducted with
approval by the local animal care or human subject committees, respectively
(see below).

To comply with FDAAA legislation, Informa Pharmaceutical Science requires
trial registration as a condition of publication for all studies involving clinical
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trials. Trial registration numbers should be included in the abstract, with full
details provided in the methods section.

All manuscripts, except reviews, must include a statement in the Introduction or
Methods section that the study was approved by an Investigational Review
Board (Human Studies Committee or Ethics Committee or Animal Care and
Use Committee), if applicable. Authors who do not have formal ethics review
committees should include a statement that their study followed principles in the
Declaration of Helsinki (http://www.wma.net/e/policy/b3.htm).

When a product has not yet been approved by an appropriate regulatory body
for the use described in the manuscript, the author must specify that the product
is not approved for the use under discussion or that the product is still under
investigation.

Further information on Ethics and Consent can be found by clicking here
Copyright and Permissions

It is a condition of publication that authors assign copyright or license the
publication rights in their articles, including abstracts, to Informa UK Ltd. This
enables us to ensure full copyright protection and to disseminate the article, and
the Journal, to the widest possible readership in print and electronic formats as
appropriate. Authors may, of course, use the article elsewhere after publication
without prior permission from Informa UK Ltd., provided that acknowledgement
is given to the Journal as the original source of publication, and that Informa
Pharmaceutical Science is notified so that our records show that its use is
properly authorised. Authors retain a number of other rights under the Informa
UK Ltd. rights policies documents.

Authors are required to sign an agreement for the transfer of copyright to the
publisher. All accepted manuscripts, artwork, and photographs become the
property of the publisher. A copyright agreement form can be downloaded by
corresponding authors of accepted manuscripts with proofs. This should be
signed and returned to Informa Pharmaceutical Science.

Authors are themselves responsible for obtaining permission to reproduce
copyright material from other sources.

Further information on Permissions can be found by clicking here.

Declaration of Interest
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It is the policy of all Informa Pharmaceutical Science, to adhere in principle to
the Conflict of Interest policy recommended by the ICMJE. All authors must
disclose any financial and personal relationships with other people or
organizations that could inappropriately influence (bias) their work. It is the sole
responsibility of authors to disclose any affiliation with any organization with a
financial interest, direct or indirect, in the subject matter or materials discussed
in the manuscript (such as consultancies, employment, paid expert testimony,
honoraria, speakers bureaus, retainers, stock options or ownership, patents or
patent applications or travel grants) that may affect the conduct or reporting of
the work submitted.

To avoid any doubt as to what must be disclosed, Inhalation Toxicology
requests that all authors complete and submit the conflict of interest form
developed by ICMJE. The forms must be uploaded to the journal®s ScholarOne
Manuscript site along with the manuscript files during the submission process.

In addition, all potential conflicts of interest must be stated within the
manuscript, after the main text, under a subheading "Declaration of interest". If
there are no declarations, authors should explicitly state that there are none.
Manuscript submission cannot be completed unless a declaration of interest
statement (either stating the disclosures or reporting that there are none) is
included and the ICMJE forms are uploaded.

The completed ICMJE forms will be made available to reviewers and, if the
article is accepted, published online as supplementary material for
transparency. The Declaration of interest statement will appear in the published
article. If any potential conflicts of interest are found to have been withheld
following publication, the journal will proceed according to COPE guidance.

The intent of this policy is not to prevent authors with any particular
relationships or interest from publishing their work, but rather to adopt
transparency such that reviewers, editors, the publisher, and most importantly,

readers can make objective judgements concerning the work product.
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NIH/Wellcome Public and Open Access Policies

In consideration of the National Institutes of Health (NIH) and Wellcome Public
and Open Access Policies, Informa Pharmaceutical Science acknowledges that
the broad and open dissemination of NIH/Wellcome-funded research results
may benefit future scientific and medical research. Because we value the
current and future contributions our journals make to the scientific body of
knowledge, we have made certain that our policies accommodate those authors
who wish to submit to PubMed Central.

As part of our author services program, Informa Pharmaceutical Science will
deposit to PubMed Central (PMC) and UK PubMed Central (UKPMC) author
manuscripts reporting NIH or Wellcome Trust funded research.

This service will help authors to comply with the NIH and Wellcome Trust
revised 'Public Access Policy' and ,Open Access Policy, respectively.

NIH policy

NIH-funded authors must submit to PMC, or have submitted on their behalf, at
the point of acceptance, their peer-reviewed author manuscripts, to appear on
PMC no later than 12 months after final publication.

Click here for more information.

Wellcome Trust policy

Wellcome-funded authors must submit to UKPMC, or have submitted on their
behalf, at the point of acceptance, their peer-reviewed author manuscripts, to
appear on UKPMC no later than 6 months after final publication.

Click here for more information.

Informa Pharmaceutical Science will deliver to PMC/UKPMC the final peer-
reviewed manuscript, which was accepted for publication and that reflects any
author-agreed changes made in response to the peer review. We will also
authorise the author manuscript‘s public access posting 12 months (NIH) or 6
months (Wellcome Trust) after final publication in print or electronic form
(whichever is the sooner). Following the deposit, authors will receive further
communications from the NIH Manuscript Submission System/UK Manuscript
Submission System with respect to the submission.

Under our Author Rights policy, authors also have the right to post their version
of the submitted author manuscript (pre-print), or their version of the final
published article (post-print) on their personal or institutional web site. Post-print
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web postings are subject to an embargo of 12 months. Please note that authors
should not post manuscripts directly to PMC/UKPMC or other third party sites
for any systematic external distribution by a third party (e.g., to a listserv or
database connected to a public access server).

Additional Information

Proofs

Usual practice will involve corresponding authors receiving email notification
with a password and web address from which to download a PDF. Hard copies
of proofs will not be mailed. To avoid delays in publication, corrections to proofs
must be returned within 48 hours, by electronic transmittal, fax or mail. Authors
will be charged for excessive correction at this stage of production. If authors do
not return page proofs promptly, the Publisher reserves the choice to either
delay publication to a subsequent issue or to proceed to press without author
corrections. The Publisher reserves the right to proceed to press without
submitting page proofs to the author.

Reprints

Each corresponding author will receive a PDF file of the final version of their
article. Reprints of individual articles are available for order at the time authors
review page proofs. A discount on reprints is available to authors who order
before print publication. Copies of the journal can be purchased at the author's
preferential rate of $25/£15 per copy.

Further information on Reprints can be found by clicking here.

Color figure charges

Any figure submitted as a color original will appear in color in the Journal‘s
online edition free of charge. Print copy color reproduction will only be
considered on condition that authors bear the associated costs. The charge for
the first page with color is US $1000/£500, each subsequent page is charged at
US $500/£250. There are no charges for non-color pages.

Contact the publisher

Click here for contact details for the Publisher.



