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RESUMO

Introducio: A poluigdo do ar, especialmente o material particulado fino (PM>5), representa um
risco significativo a satde global. O Residual Oil Fly Ash (ROFA), um componente do PMz s,
destaca-se pelo potencial para induzir estresse oxidativo e inflamag¢do em diversos tecidos. Em
especial, o sistema nervoso central (SNC) € um alvo critico, com o PM> s associado a doencas
neurodegenerativas, como o Alzheimer. A taurina, um aminoacido com propriedades
antioxidantes e anti-inflamatdrias, surge como uma estratégia promissora para mitigar esses

efeitos.

Objetivos: Identificar os efeitos da taurina sobre aspectos bioquimicos, histologicos e

neurocomportamentais de ratos subcronicamente expostos ao Residual Oil Fly Ash (ROFA).

Metodologia: Foram utilizados ratos Wistar machos (n = 32), mantidos em condi¢des
controladas, divididos em quatro grupos: controle, taurina, ROFA e taurina + ROFA. A taurina
(400 mg/kg/dia) foi administrada por gavagem, enquanto o ROFA (250 pg/dia) foi administrado
por instilacdo intranasal por 6 semanas. Dez dias antes da eutanasia, foram realizados os testes
comportamentais (campo aberto, labirinto em cruz elevado e reconhecimento de objetos) e
avaliagdo da fun¢do coclear por emissdes otoacusticas (DPOAEs). Amostras de cérebro,
pulmado, coracdo, figado e rins foram coletadas para analises de estresse oxidativo (atividade de
SOD, CAT e concentracao de MDA), marcadores bioquimicos (ALT, AST, ureia, creatinina),
inflamatérios (TNF-a e IL-1B) e histopatologia pulmonar. Os dados foram analisados
estatisticamente com testes paramétricos € ndo paramétricos, considerando p < 0,05 como

significativo.

Resultados: No pulmao, a atividade da CAT foi menor nos grupos SalROFA e¢ TauROFA em
comparagao com SalSal e TauSal (p = 0,0001), enquanto a atividade da SOD ndo apresentou
diferengas entre os grupos (p = 0,6538). Os niveis de TBARS foram maiores no grupo SalROFA
comparado ao SalSal (p = 0,0228). No coragdo, a atividade da CAT foi menor no grupo TauSal
em relagdo a SaIROFA e TauROFA (p =0,0037), e a SOD foi maior no grupo SalSal comparado
a SalROFA e TauROFA (p = 0,0058), sem diferengas significativas nos niveis de TBARS (p =
0,0541). No cérebro, a atividade da CAT foi menor no grupo TauROFA comparado a SalSal e
SalROFA (p = 0,002), e os niveis de TBARS foram maiores nos grupos TauROFA e SalROFA
em relagdo ao SalSal (p = 0,0009). No figado, a atividade da CAT foi maior no grupo TauSal
comparado ao SalSal (p =0,0161), e a SOD foi maior no TauSal em relagdo ao SalROFA (p =
0,0158), com niveis de TBARS maiores no TauROFA comparado ao TauSal (p = 0,015). Nos



marcadores bioquimicos, ndo houve diferencas significativas nos niveis de creatinina, ALT e
AST (p > 0,05), mas a ureia foi maior no grupo SalROFA comparado ao SalSal (p = 0,0015).
Nos marcadores inflamatorios, ndo houve diferengas significativas nos niveis plasmaticos de
TNF-a (p = 0,0651) e IL-1B (p = 0,7387), mas no tecido cerebral, os niveis de TNF-a e IL-1
foram maiores nos grupos SalROFA e TauROFA (p = 0,0019 e p = 0,0017, respectivamente).
Na andlise histopatologica pulmonar, foi observado acimulo de muco (p= 0.0008), e
degeneracao epitelial bronquica nos grupos ROFA e Taurine+ROFA (p < 0.0001). No teste de
campo aberto, a distancia total percorrida foi maior nos grupos SalROFA e TauROFA
comparado ao SalSal (p =0,0102), e o nimero de cruzamentos periféricos foi maior no grupo
SalROFA (p = 0,0322). O tempo e a frequéncia de rearings foram maiores no grupo TauSal (p
= 0,0172 e p = 0,0041, respectivamente). No labirinto em cruz elevado e no teste de
reconhecimento de objetos, ndo houve diferencas significativas. Na avaliagdo da funcdo
coclear, o grupo TauSal apresentou redugdo na amplitude das DPOAEs a 10 kHz na orelha

esquerda (p = 0,028).

Conclusio: A exposi¢ao subcronica ao ROFA foi capaz de induzir estresse oxidativo em tecido
cerebral, pulmonar e cardiaco. A taurina demonstrou efeitos protetores parciais contra o estresse
oxidativo induzido pelo ROFA, modulando o sistema antioxidante, mas ndao preveniu a
neuroinflamacao ou as alteracdes comportamentais. Além disso, seu impacto na fung¢ao auditiva
sugere um papel complexo que necessita de mais investigacdes. Esses achados destacam a
necessidade de estudos adicionais para entender melhor o potencial terap€utico da taurina e

seus mecanismos de a¢do na mitigagdo da toxicidade induzida pela poluicao do ar.

Palavras-chave: Residual Oil Fly Ash. Material Particulado. Estresse oxidativo.

Neuroinflamacio.



ABSTRACT

Introduction: Air pollution, particularly fine particulate matter (PM2.5), poses a significant
global health risk, with Residual Oil Fly Ash (ROFA) standing out due to its toxic composition
and potential to induce oxidative stress and inflammation. The central nervous system (CNS)
is a critical target, as PM2.5 has been linked to neurodegenerative diseases such as Alzheimer's.
Taurine, an amino acid with antioxidant and anti-inflammatory properties, emerges as a
promising strategy to mitigate these effects. This study investigates the impacts of ROFA

exposure and the protective potential of taurine on the CNS and other systems.

Aim of study: This study aimed to evaluate the effects of subchronic exposure to air pollution
(ROFA, 250 pg/day for 6 weeks) on oxidative stress in the brain, lungs, heart, and liver, as well
as on neuroinflammation, behavior, and auditory function in rats supplemented with taurine
(400 mg/kg/day). Specifically, it sought to assess the impact of ROFA exposure and taurine
supplementation on antioxidant enzyme activity (SOD and CAT), lipid peroxidation (MDA
levels), inflammatory markers (TNF-a and IL-1p), histological changes, cochlear function, and
behavioral outcomes using tests such as open field, elevated plus maze, and object recognition.
The study aims to elucidate the protective potential of taurine against the adverse effects of air

pollution.

Methods: Male Wistar rats (n = 32) were maintained under controlled conditions and divided
into four groups: SalSal (control), TauSal (taurine), SaIROFA (ROFA), and TauROFA (taurine
+ ROFA). Taurine (400 mg/kg/day) was administered via gavage, while ROFA (250 pg/day)
was intranasally instilled for 6 weeks. After 10 days of behavioral testing (open field, elevated
plus maze, and object recognition) and cochlear function assessment using distortion product
otoacoustic emissions (DPOAESs), the animals were euthanized. Samples of the brain, lungs,
heart, liver, and kidneys were collected for analyses of oxidative stress (SOD and CAT activity,
MDA levels), biochemical markers (ALT, AST, urea, creatinine), inflammatory markers (TNF-
a and IL-1PB), and histopathology. Data were statistically analyzed using parametric and non-

parametric tests, with p < 0.05 considered significant.

Results: In the lungs, CAT activity was lower in the SalROFA and TauROFA groups compared
to SalSal and TauSal (p = 0.0001), while SOD activity showed no differences between groups
(p = 0,6538). TBARS levels were higher in the SalROFA group compared to SalSal (p =
0.0228). In the heart, CAT activity was lower in the TauSal group compared to SalROFA and
TauROFA (p = 0.0037), and SOD activity was higher in the SalSal group compared to SalROFA



and TauROFA (p = 0.0058), with no significant differences in TBARS levels (p = 0.0541). In
the brain, CAT activity was lower in the TauROFA group compared to SalSal and SalROFA (p
=0.002), and TBARS levels were higher in the TauROFA and SalROFA groups compared to
SalSal (p = 0.0009). In the liver, CAT activity was higher in the TauSal group compared to
SalSal (p=0.0161), and SOD activity was higher in TauSal compared to SalROFA (p =0.0158),
with TBARS levels higher in TauROFA compared to TauSal (p = 0.015). Biochemical markers
showed no significant differences in creatinine, ALT, and AST levels (p > 0.05), but urea levels
were higher in the SalROFA group compared to SalSal (p = 0.0015). Inflammatory markers
showed no significant differences in plasma TNF-a (p = 0.0651) and IL-1 (p = 0.7387), but in
brain tissue, TNF-a and IL-1p levels were higher in the SalROFA and TauROFA groups (p =
0.0019 and p = 0.0017, respectively). Histopathological analysis revealed mucus accumulation
in both the ROFA and Taurine+ROFA groups (p = 0.0008), along with bronchiolar epithelial
degeneration (p < 0.0001). In the open field test, total distance traveled was higher in the
SalROFA and TauROFA groups compared to SalSal (p = 0.0102), and peripheral line crossings
were higher in the SalROFA group (p = 0.0322). Rearing time and frequency were higher in the
TauSal group (p = 0.0172 and p = 0.0041, respectively). No significant differences were
observed in the elevated plus maze and object recognition tests. In cochlear function
assessment, the TauSal group showed reduced DPOAE amplitude at 10 kHz in the left ear (p =
0.028).

Conclusion: Subchronic exposure to ROFA induces oxidative stress and inflammatory
responses across neuronal, respiratory and cardiovascular structures, while taurine
supplementation exhibits partial protective effects against ROFA-induced oxidative stress by
modulating the antioxidant system but did not fully prevent neuroinflammation or behavioral
changes. Additionally, it showed a negative effect on hearing, possibly dose dependent. These
findings highlight the need for further studies on taurine's therapeutic potential and its

mechanisms of action in mitigating air pollution-induced toxicity.

Keywords: Residual Oil Fly Ash. Particulate matter. Oxidative stress. Neuroinflammation.
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Conselho Federal de Medicina Veterinaria
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Emissdes Otoacusticas por Produto de Distor¢ao
Espécies Reativas de Oxigénio
Proteina Fibrilar Acida Glial
Glutationa Peroxidase
Células Epiteliais Bronquiais Humanas
Proteina de Choque Térmico 70
Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer
Interferon-alfa
Interferon-gama
Interleucina-1 beta
Interleucina-4
Interleucina-5
Interleucina-6

Interleucina-&



IL-10 Interleucina-10

IL-17 Interleucina-17

IL-21 Interleucina-21

iNOS Sintase de Oxido Nitrico Induzivel

MDA Malondialdeido

MP Material Particulado

MP2,5 Material Particulado com diametro <2,5 um
MP10 Material Particulado com didmetro <10 um
NF-kB Fator Nuclear Kappa B

NK Células Natural Killer

NLRP3 Inflamassoma NLRP3

NO Oxido Nitrico

NO: Dio6xido de Nitrogénio

0Os Ozbnio

OMS Organizacao Mundial da Saude

ROFA Residual Oil Fly Ash

SIIM Systemic Inflammation-Induced Multimorbidity (Multimorbidade Induzida por

Inflamagao Sistémica)

SNC Sistema Nervoso Central

SO: Dioxido de Enxofre

SOD Superoxido Dismutase

STZ Estreptozotocina

TBARS Substancias Reativas ao Acido Tiobarbitirico
Thl Células T Helper Tipo 1

Th2 Células T Helper Tipo 2



Th17
TNF-a
Tregs
VEGF

WHO

Células T Helper Tipo 17

Fator de Necrose Tumoral-alfa

Células T Regulatorias

Fator de Crescimento do Endotélio Vascular

Organizacao Mundial da Saude (do inglés World Health Organization)
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1. INTRODUCAO

1.1. Poluic¢ao do ar

A poluicdo do ar ¢ caracterizada pela presenca de substancias quimicas, fisicas ou biologicas
suspensas na atmosfera, podendo ter origem natural (como erupcdes vulcanicas e tempestades
de areia) ou antropogénica (como emissdes industriais e de veiculos). As principais fontes
antropogénicas incluem a queima de combustiveis fosseis, processos industriais e transporte

(SHADDICK et al., 2020).

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indicam que 99% da populacao global
vive em areas onde os niveis de poluicdo excedem os limites recomendados, com mais de 4
milhdes de mortes anuais atribuidas a poluicdo do ar ambiente (WHO, 2025). Os poluentes
mais preocupantes incluem material particulado (MP), 0zénio (Os), didoxido de nitrogénio
(NO»), dioxido de enxofre (SO2) e monoxido de carbono (CO), sendo o MP; 5 classificado como

carcinogénico pelo Grupo 1 da Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC, 2013).

O material particulado (MP) ¢ um poluente heterogéneo composto por particulas sélidas e
liquidas suspensas no ar, classificadas por tamanho em MPio (<10 pm), MP25 (<2,5 um) e
particulas ultrafinas (<0,1 pm). Essas particulas podem penetrar no trato respiratorio e chegar
at¢é a corrente sanguinea, causando uma ampla gama de efeitos adversos a satde

(MANISALIDIS et al., 2020).

1.1.1. Residual Oil Fly Ash (ROFA)

O Residual Oil Fly Ash (ROFA) ¢ um subproduto da combustdo de 6leo e constitui um
componente significativo da polui¢cdo atmosférica por material particulado (MP). Este material
contém diversos metais, como vanadio, niquel e ferro, que contribuem para seus potenciais
riscos a saude. A presencga desses metais, especialmente o vanddio, estd diretamente associada

a mecanismos de toxicidade que afetam o sistema respiratdrio e imunolégico (JIANG et al.,

2000).

Os efeitos prejudiciais da ROFA s3o majoritariamente atribuidos aos seus componentes
metalicos, que podem ser absorvidos pelo organismo e desencadear estresse oxidativo. Esse
processo ocorre principalmente pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que
reduzem os niveis de antioxidantes celulares, como a glutationa, resultando em citotoxicidade

e inflamagao no trato respiratério (DYE et al., 1997; GHIO et al., 2002; JIANG et al., 2000). O
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vanadio, em particular, destaca-se como um dos principais responsaveis por esses processos

oxidativos, devido a sua capacidade de catalisar reacdes que levam ao dano celular.

Além do estresse oxidativo, a exposicdo a ROFA pode induzir lesdo pulmonar aguda,
caracterizada por inflamagdo e aumento da hiper-reatividade bronquica. Esse fendmeno ¢
evidenciado pelo recrutamento de células inflamatérias, como neutrofilos, eosinofilos e
mondcitos, para o trato respiratdrio, bem como pelo aumento das concentracdes de citocinas
pro-inflamatoérias, como IL-4 e IL-5 (GAVETT et al., 1997, 1999; KEVIN L. DREHER, 1997;
LAMBERT et al., 2000). A presenca de metais de transi¢ao soltiveis no ROFA desempenha um
papel crucial na mediacdo dessas respostas inflamatérias (KEVIN L. DREHER, 1997;
LAMBERT et al., 2000), refor¢cando seu potencial como agente agravante de doengas

respiratorias.

Outro aspecto preocupante ¢ o potencial do ROFA em agravar a sensibilizacao alérgica,
especialmente em individuos com condigdes pré-existentes, como a asma. Estudos em modelos
animais demonstraram que o ROFA pode amplificar as respostas alérgicas ao aumentar a
producdo de citocinas do perfil Th2 e promover o recrutamento de eosinéfilos, exacerbando a
hiper-responsividade bronquica (GAVETT et al., 1999; LAMBERT et al., 1999, 2000). Esses
achados sugerem que o ROFA pode atuar como um adjuvante, intensificando a resposta imune

a alérgenos comuns, como os acaros da poeira doméstica (LAMBERT et al., 1999, 2000).

Além dos efeitos inflamatorios e alérgicos, a exposicdo ao ROFA estd associada ao
comprometimento dos mecanismos de defesa pulmonar, aumentando a suscetibilidade a
infeccgdes respiratorias. Estudos em modelos animais mostraram que a pré-exposi¢do ao ROFA
atrasou a depuragdo de patdgenos bacterianos dos pulmdes e suprimiu a fun¢ao dos macréfagos
alveolares, particularmente a producao de 6xido nitrico, um componente essencial para a
eliminagdo de microrganismos (ANTONINI, 2002). Esses resultados indicam que o ROFA pode
prejudicar a resposta imunolégica, elevando o risco de infec¢des do trato respiratorio

(ANTONINI, 2002).

1.2. Polui¢ao atmosférica e estresse oxidativo

A geragdo de radicais livres, como superdxido, perdxido de hidrogénio, hidroxilas e
peroxinitritos, ocorre principalmente nas mitocondrias, membranas celulares e citoplasma,
sendo a cadeia respiratoria a principal fonte dessas espécies reativas. Essas reagdes podem ser

catalisadas por ions metalicos, como ferro e cobre, que favorecem a formagao de radicais livres
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(BARBOSA et al., 2010). Para manter a homeostase celular, ¢ fundamental um equilibrio entre
a producdo e a eliminag¢do desses radicais, uma vez que seu acumulo pode causar danos as

moléculas estruturais celulares.

Para minimizar esses efeitos, o organismo conta com o sistema de defesa antioxidante,
dividido em enzimatico e ndo enzimatico. O sistema enzimatico inclui enzimas como
Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx), enquanto o
sistema ndo enzimdtico abrange compostos antioxidantes de origem dietética, como acido
ascorbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina E), B-caroteno, zinco € manganés, que podem
atuar como cofatores para as enzimas antioxidantes (BARBOSA et al., 2010). No entanto, a
exposi¢ao a poluentes atmosféricos, como 0zonio (O3), dioxido de nitrogénio (NO>) e material
particulado (MP), pode desregular esse sistema, gerando um excesso de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e ativando vias inflamatorias inflamatéria (MUDWAY; KELLY; HOLGATE,
2020).

A exposicdo a poluentes atmosféricos tem sido amplamente associada ao aumento do
estresse oxidativo em diversos tecidos, configurando um mecanismo fundamental para o
desenvolvimento de doengas pulmonares, cardiovasculares, metabolicas e neurodegenerativas
(BROOK et al., 2010; RAJAGOPALAN; BROOK, 2012). O material particulado (MP), ao ser
inalado, gera um excesso de espécies reativas de oxigénio (EROs), promovendo um ambiente
oxidativo que leva a ativacao de vias inflamatdrias e consequente morte celular (VILAS-BOAS
et al., 2024). A presenga cronica de EROs, associada a mediadores inflamatdrios, compromete
a homeostasia celular, resultando em danos ao DNA e modificagdes epigenéticas, as quais
podem desencadear alteracdes fenotipicas de longo prazo e aumentar a suscetibilidade a

diversas patologias (BRETON; MARUTANI, 2014).

A literatura cientifica aponta que o estresse oxidativo e a inflamagdo sdo os principais
mecanismos subjacentes as doencas induzidas pela polui¢do atmosférica. Esses processos sao
caracterizados pelo aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO) e pela elevacdo de
citocinas pro-inflamatorias (CHEN; ZHONG, 2014; GANGWAR et al., 2020; HAHAD et al.,
2020). Os poluentes atmosféricos, como o ozoénio (O3), o didxido de nitrogénio (NOz) e o
material particulado (MP), sdo potenciais desreguladores do sistema antioxidante. O O3 € um
gas altamente oxidante, enquanto o NO> atua como um radical livre. J4 o MP ¢ uma mistura
complexa que pode conter catalisadores redox, exacerbando a producdo de radicais livres
(MUDWAY; KELLY; HOLGATE, 2020). Esses poluentes podem causar danos ao endotélio

vascular, desequilibrando a reciclagem de 6xido nitrico (NO), um radical livre com fungdes
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vasodilatadoras, antitromboticas e anti-inflamatorias. A desregulacdo do NO contribui para o

desenvolvimento de problemas cardiovasculares (HAHAD et al., 2020).

Evidéncias experimentais reforcam a relacdo entre polui¢do atmosférica e estresse
oxidativo. O estudo realizado por HAJIPOUR et al., (2020) demonstrou que ratos expostos ao
MP apresentaram maior concentragdo de TNF-a (marcador pré-inflamatorio) e menor
concentracdo de IL-10 (mediador anti-inflamatorio) no tecido cerebral, além de aumento na
peroxidagao lipidica e redugdo na atividade da enzima GPx. Esses achados indicam um aumento

significativo do estresse oxidativo em comparagdo ao grupo controle.

Diante dessas evidéncias, estudos em modelos animais € em humanos, tem proposto
diversos mecanismos pelos quais a poluigdo atmosférica afeta o sistema nervoso central (SNC),
incluindo alteracdes celulares, moleculares e desequilibrios no sistema redox e na resposta
inflamatéria (MUDWAY; KELLY; HOLGATE, 2020). Esses insights destacam a necessidade

de estratégias para mitigar os efeitos da poluicao do ar na satide humana.
1.3. Poluicao atmosférica e inflamacao

Os poluentes atmosféricos desencadeiam uma resposta inflamatéria aguda e cronica,
mediada pela ativagdo de vias de sinalizagdo pré-inflamatorias, como a via do fator nuclear
kappa B (NF-kB) e a produgdo de citocinas inflamatoérias, como TNF-a, IL-6, IL-8 ¢ IL-1f
(BROOK et al., 2010). Estudos in vitro demonstraram que a exposicao de células epiteliais
bronquiais humanas a MP, 5 induz a liberagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que
ativam o inflamassoma NLRP3, um complexo proteico envolvido na resposta imune inata

(DOSTERT et al., 2008).

MA et al., (2017) demonstraram que o MP, 5 aumenta a expressdo de citocinas como IFN-
v, IL-10, IL-17 e IL-21 em células T CD4+ e CD8&+, de forma dependente de macréfagos, que
mantém efeitos pro-inflamatérios duradouros mesmo apos a remogao do MP»s. Além disso, o
estudo mostrou que as células T estimuladas por MP2 s aumentaram a expressdo de granzimas
A e B, moléculas citotoxicas que induziram a morte de células epiteliais bronquiais (HBE) (MA

etal., 2017).

Em modelos animais, a exposi¢do cronica a polui¢do atmosférica tem sido associada ao
desenvolvimento de doencas inflamatdérias pulmonares, como asma e doenga pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC). Um estudo com ratos submetidos a exposi¢ao subcronica ao MP» s

evidenciou a presenga de infiltrados inflamatorios, predominantemente macrofagos, nos tecidos
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pulmonares, além de elevagdo nos niveis de IL-6, IL-1 ¢ TNF-a no lavado broncoalveolar
(REN et al., 2020). Além disso, a exposi¢do a poluentes atmosféricos ¢ capaz de modular a
resposta imune adaptativa, reduzindo a atividade de células T regulatorias (Tregs) e aumentando
a polarizacdo de células T helper tipo 1 (Thl), Th2 e Th17, o que estd associado a patogénese
de doencas autoimunes e inflamatorias (PIAO et al., 2023; PIERDOMINICI et al., 2014; ZHAO
et al., 2019). Além disso, no trabalho de MULLER et al., (2013), o material particulado foi
capaz de modificar a funcdo das células Natural Killer (NK), reduzindo sua habilidade em
exterminar células infectadas por virus, o que pode levar a uma maior susceptibilidade a

infeccoes.

Em humanos, estudos epidemioldgicos t€ém demonstrado uma associagdo consistente entre
a exposi¢do a poluicdo atmosférica e 0 aumento da incidéncia de doencas cardiovasculares e
respiratorias (HAMANAKA; MUTLU, 2018; LUBNER et al., 2024). O estudo de coorte China
Multi-Ethnic Cohort, com 72.172 participantes, observou que a exposi¢ao a longo prazo a
material particulado esta associada a um maior risco de SIIM (Systemic Inflammation-Induced
Multimorbidity), definida como a presenca de duas ou mais doengas cronicas relacionadas a
inflamacao sistémica. Além disso, o estudo destacou que a atividade fisica (AF) pode modular
esses efeitos, com individuos que praticam baixos volumes de AF e sdo expostos a altos niveis
de poluicao apresentando maior risco de SIIM em comparagao com aqueles que praticam altos
volumes de AF e sdo expostos a baixos niveis de poluicao (LI et al., 2023). Corroborando com
esses achados, no trabalho de MARMETT et al., (2023), jovens sauddveis com alta aptidao
fisica e menor exposicao ao O3 apresentaram maior atividade da catalase (CAT), menores niveis
de TBARS (marcador de estresse oxidativo) e IL-1B (mediador inflamatorio), além de maior
concentragdo de IL-10 (anti-inflamatorio) e HSP70 (proteina de choque térmico). Esses
achados sugerem que, embora a atividade fisica em ambientes poluidos possa aumentar a
exposi¢ao a poluentes como o Os, a alta aptidao fisica ainda confere beneficios significativos,
como a melhoria do sistema de defesa antioxidante e a reducdo da toxicidade pulmonar
(MARMETT et al., 2023). Esses achados refor¢am a importancia da atividade fisica como
estratégia para mitigar os efeitos da poluicdo atmosférica na saude, especialmente em regides

com altos niveis de poluentes.

Os mecanismos pelos quais a poluicdo atmosférica induz inflamag¢do e desregulacio
imunologica sdo complexos e multifatoriais. Além da geragdao de EROs e ativagdo de vias
inflamatérias, a polui¢do pode alterar a microbiota pulmonar e intestinal, modulando

indiretamente a resposta imune (FENG et al., 2020; LIU et al., 2024; MOUSAVI et al., 2022).



17

Adicionalmente, a exposi¢do a poluentes pode induzir modificacdes epigenéticas, como
metilagdo do DNA e modificagdes de histonas, que regulam a expressdo de genes envolvidos
na inflamagao e na resposta imune (BRETON; MARUTANI, 2014; JI et al., 2016). Portanto, a
compreensdo desses mecanismos ¢ crucial para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas

e politicas publicas que visem mitigar os efeitos da poluicdo atmosférica na satide humana.
1.4. Efeitos dos poluentes atmosféricos na saude

Estudos epidemioldgicos e experimentais relacionam a exposi¢do aos poluentes
atmosféricos ao aumento de mortalidade e morbidade por doengas respiratorias,
cardiovasculares e neurologicas. DOCKERY et al., (1993) e POPE et al., (2019) destacam o
impacto do MP em doengas cardiacas e pulmonares, enquanto pesquisas mais recentes sugerem
associagdes com desfechos neurologicos, como declinio cognitivo e maior risco de doencas
neurodegenerativas, incluindo Alzheimer e Parkinson, além de aumento em transtornos
psiquiatricos como ansiedade e depressao (BABADJOUNI et al., 2017; DE PRADO BERT et
al., 2018; HAGHANI et al., 2020; YUAN et al., 2023; ZUNDEL et al., 2022).

Além disso, dados de YANG et al. (2022) mostram que as mortes por cancer de pulmao
atribuiveis ao MP dobraram nas ultimas trés décadas, refor¢ando a relevancia do problema

como uma questao de saude publica global.
1.5. O aminoacido taurina

O aminoacido ndo-essencial taurina, ou acido 2-aminoetanossulfonico, é abundante no
reino animal, especialmente em mamiferos. Dentre suas varias acdes biologicas, pode-se citar:
manutengdo de fotorreceptores da retina, sintese de sais biliares, motilidade espermatica,
estabilizacdo de membranas celulares, osmorregulagdo, homeostase do célcio, e

neuromodulacdo (HUXTABLE, 1992).

Ha cada vez mais estudos evidenciando o papel protetor da taurina no desenvolvimento de
patologias, especialmente neurologicas e cardiovasculares, além do proprio processo de
senescéncia (BALIOU et al., 2021; BARBEAU, 2019; MARLES et al., 2010; SCHAFFER,;
KIM, 2018; SINGH et al., 2023).

1.5.1. Papel antioxidante da taurina

A taurina tem sido amplamente estudada como um potencial agente farmacolégico devido

as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias. Em modelo in vitro, diferentes
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concentragdes do aminodcido (15 mM, 30 mM, 60 mM) demonstraram significativa capacidade
de scavenging de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio, evidenciando seu papel

como um importante marcador intracelular antioxidante (OLIVEIRA et al., 2010).

No contexto de doengas neurodegenerativas e desordens do sistema nervoso central (SNC),
a taurina tem se destacado por sua a¢do neuroprotetora. Em um estudo conduzido por AGCA
et al., (2014), observou-se que o tratamento com taurina (20 mg/mL na agua) reduziu a
expressdo do fator de transcricdo NF-kB no cérebro de ratos com diabetes induzida por
estreptozotocina (STZ), indicando um efeito anti-inflamatério e antioxidante. Além disso,
pesquisas demonstram que a taurina exerce efeitos neuroprotetores em diferentes modelos

animais de Alzheimer, Parkinson e Huntington (BHAT et al., 2020).

Corroborando esses achados, PATEL et al., (2016) verificaram que a administragdo de
taurina (1,2; 2,4; 3,6 mM/kg) aumentou significativamente a atividade das enzimas
antioxidantes Superdxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx) na
medula espinhal, coértex e tronco cerebral de modelos animais diabéticos. Esse efeito reforga
seu papel na modulagdo do sistema antioxidante celular. De maneira semelhante, JONG;
AZUMA; SCHAFFER, (2012) demonstraram que a taurina pode modular a sintese proteica
mitocondrial, aumentando a atividade da cadeia transportadora de elétrons e protegendo as
mitocondrias contra a geragdo excessiva de superoxido, um importante fator no estresse

oxidativo.

Além disso, a taurina mostrou beneficios em situacdes de trauma neuroldgico. No estudo
de SU et al., (2014), a administracdo intravenosa de taurina (200 mg/kg) durante sete dias apos
um traumatismo craniano promoveu melhora na recuperacgao tecidual. Esse efeito foi associado
a reducdo da expressao da proteina fibrilar acida glial (GFAP), bem como a diminui¢ao dos
niveis de citocinas inflamatorias, incluindo IFN-a, IL-1pB, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e TNF-a,

evidenciando seu potencial anti-inflamatorio.

Diante dos estudos apresentados, fica evidente que a taurina desempenha um papel crucial
na modulagcdo do sistema antioxidante celular. Seus efeitos podem ocorrer por diferentes
mecanismos, incluindo a¢do direta como scavenger de EROs, aumento da atividade de enzimas
antioxidantes e regulacao da expressao de proteinas envolvidas em processos inflamatorios e
de estresse oxidativo. Esses achados reforgcam o potencial terapéutico da taurina em diversas

condi¢des associadas ao desequilibrio redox e inflamacao.
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1.5.2. Taurina e audic¢ao

A taurina tem um papel importante no desenvolvimento € manutengao do sistema nervoso,
especialmente no sistema auditivo (PERLMAN, 1989; TYSON et al., 1989; WU; PRENTICE,
2010). No estudo de DHILLON et al., (1998), observou-se que a suplementacdo de taurina (4,5
mg/100 mL) em recém-nascidos esteve associada a uma melhora na fun¢do auditiva, sugerindo

seu papel na maturagao do sistema auditivo.

A taurina demonstrou estimular a proliferagdo e diferenciagao de células tronco neurais da
coclea, melhorando significativamente a densidade e morfologia de neurdnios espirais do

ganglio, por meio da ativagao da via de sinalizagdo Sonic Hedgehog (HUANG et al., 2019).

Seu carater neurotréfico também foi observado no trabalho de RAK et al., (2014), que
demonstrou efeitos neuromoduladores significativos sobre as células do sistema auditivo,
especificamente em relacao a sobrevivéncia celular e ao crescimento de neuritos, com efeito
comparavel a fatores neurotroficos como BDNF e NT-3, o que sugere seu potencial terapéutico

de neuroprotecao em casos de perda auditiva neurossensorial.

A taurina demonstrou promover a diferenciacdo de neurdnios excitatorios glutamaérgicos
em detrimento dos neurdnios inibitdrios GABAérgicos, aumentando a excitabilidade do sistema

auditivo, o que pode melhorar o processamento e a sensibilidade auditivas (WANG et al., 2015).

O trabalho de KAY; DAVIES, (1990) indica que a suplementacdo de taurina (100
mg/kg/dia, i.p. associado a solu¢ao 200 mg/mL substituindo a 4gua) pode agravar os efeitos
ototoxicos da neomicina. Nesse estudo com cobaias, a administracao simultanea de taurina e
neomicina resultou em um aumento ainda maior nos limiares auditivos em comparagao com o
uso isolado neomicina, sugerindo que a taurina pode potencializar a ototoxicidade desse

farmaco.

Por outro lado, a taurina demonstrou efeitos protetores contra a ototoxicidade induzida pela
gentamicina. Em um estudo com cobaias, o pré-tratamento com taurina (400 mg/kg/dia, i.p.,
por 5 dias) preveniu danos auditivos causados pela gentamicina e furosemida (LIU; CHI; GAO,
2008a). Esse efeito protetor, observado por LIU; CHI; GAO, (2008a) ¢ atribuido a redugdo da
expressdo da sintase de 6xido nitrico induzivel (iNOS) na céclea, um mecanismo semelhante

ao da aminoguanidina, um inibidor seletivo da iNOS.

Além disso, a taurina também influencia a homeostase do calcio nos neurdnios do ganglio

espiral da coclea. Ela pode aumentar a concentragdo de calcio intracelular por meio dos canais
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de calcio do tipo L e contrariar a inibi¢do da elevagdo do calcio induzida pela gentamicina.
(LIU; CHI; GAO, 2008Db). Isso sugere que a capacidade da taurina de modular o influxo de

calcio pode desempenhar um papel em seus efeitos protetores contra a ototoxicidade.

No trabalho de YE et al., (2013), observou-se que taurina (400 mg/kg/dia, i.p., por 5 dias)
limitou os danos neurais no sistema auditivo de cobaias com ictericia neonatal, em consonancia
com o estudo de ZHANG; YANG; GAO, (2010), o qual demonstrou que, em condigdes in vitro,
a taurina foi capaz de proteger neuronios contra a neurotoxicidade induzida pela bilirrubina nao
conjugada (BNC). Esse efeito neuroprotetor ocorreu por meio da manutengdo da homeostase
do célcio intracelular, da integridade da membrana e da fung¢do mitocondrial, o que resultou na

prevencdo da apoptose em culturas primarias de neurdnios.

Em sintese, a taurina desempenha um papel crucial no desenvolvimento, manutencio e
protecao do sistema auditivo, atuando como um agente neurotréfico € neuromodulador. Sua
capacidade de estimular a proliferagao e diferenciagao de células-tronco neurais, além de
modular a excitabilidade neuronal, refor¢a seu potencial terapéutico em casos de perda auditiva
neurossensorial. No entanto, seus efeitos variam conforme o contexto, podendo tanto proteger
contra a ototoxicidade induzida por gentamicina e bilirrubina quanto potencializar os danos
causados por neomicina. Essas descobertas destacam a complexidade da ag¢ao da taurina ¢ a
necessidade de mais estudos para explorar plenamente seu potencial clinico, visando aplica¢des

seguras e eficazes na satude auditiva.
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1.6. Modelos animais na avaliacao de toxicidade

Os modelos animais tém sido amplamente utilizados para investigar os efeitos de poluentes
atmosféricos em sistemas biologicos, permitindo a andlise detalhada de danos oxidativos,
inflamacdo e alteragdes comportamentais. Estudos anteriores realizados no Laboratorio de
Polui¢ao Atmosférica da UFCSPA demonstraram que a instilagao nasal de ROFA (Residual Oil
Fly Ash) em ratos induz estresse oxidativo nos tecidos cardiaco e nervoso, sendo mensurados
por meio da atividade enzimatica de catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD), além de
indices de peroxidacdo lipidica (DAMIANI et al., 2012; ZANCHI et al., 2008a).
Adicionalmente, alteragdes comportamentais associadas ao estresse oxidativo no sistema
nervoso central foram evidenciadas (ZANCHI et al., 2008a). Este modelo serviu de base para

investigacdes sobre possiveis estratégias protetoras, como a suplementa¢do com taurina.

Exposi¢des cronicas ao ROFA em doses de 50 pg a 250 pg ndo resultaram em danos
oxidativos significativos nos pulmdes de ratos nem em aumentos na atividade de SOD e CAT
pulmonares em estudos prévios (DAMIANI et al., 2012; MARMETT et al., 2018), ja no
trabalho de Zanchi et al. (2008), a exposi¢ao cronica ao ROFA na dose de 20 pg foi capaz de
gerar alteracdes comportamentais ¢ aumentar a peroxidagdo lipidica em estruturas como o
estriado e o cerebelo, evidenciando que particulas inaladas podem impactar o sistema nervoso
central. Somado a isso, hd uma crescente evidéncia de que exposi¢des subcronicas a
xenobidticos como pesticidas, podem levar a efeitos ototdxicos, observados por alteragdes nas
Emissdes Otoacusticas por Produto de Distor¢ao (EOAPD) (CUNHA et al., 2020; REIS et al.,
2022a, 2022b). Esses achados reforcam a necessidade de explorar os impactos de poluentes

especificos, como 0 ROFA, sobre o sistema nervoso central e audicao.

Além disso, alteragdes morfoldgicas e histoldgicas induzidas por poluentes atmosféricos
foram relatadas em diversos orgdos. Por exemplo, (BERNARDI et al., 2021) observaram
mudangas significativas no cortex cerebral de ratos expostos cronicamente a polui¢ao do ar,
enquanto (SAIDU et al., 2018) identificaram lesdes histologicas no figado e coragdo de ratos
recém-nascidos expostos a contaminantes ambientais. Esses resultados sugerem que, embora
doses agudas elevadas gerem respostas inflamatorias pronunciadas, exposi¢des cronicas a doses

menores podem induzir alteracdes menos evidentes, mas ainda clinicamente relevantes.

Este panorama destaca a relevancia dos modelos animais na identificacdo dos mecanismos

de toxicidade associados a diferentes poluentes, auxiliando no desenvolvimento de intervengdes
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farmacologicas, como a suplementagdo com antioxidantes, para mitigar os danos induzidos por

esses agentes ambientais.
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2. JUSTIFICATIVA

Dado o impacto significativo da polui¢do atmosférica sobre a saide humana, somado a
continua exposi¢cdo populacional a esses poluentes, torna-se essencial investigar os efeitos
prejudiciais causados por essa interagdo e explorar estratégias que possam mitigar tais danos.
Sabe-se que os principais mecanismos de toxicidade dos poluentes atmosféricos estdo
relacionados ao desequilibrio do estresse oxidativo, levando a deple¢ao dos sistemas
antioxidantes do organismo e causando uma cascata de danos celulares que repercutem em

diferentes sistemas organicos.

Estudos prévios demonstraram a relagdo da poluigdo atmosférica com o aumento da
mortalidade e morbidades associadas aos sistemas respiratério e cardiovascular, além de
evidéncias crescentes de seus impactos no sistema nervoso central (SNC). Esses efeitos incluem
inflamacdo sistémica, aceleragcdo do declinio cognitivo e maior risco de doengas

neurodegenerativas e transtornos de desenvolvimento.

A partir desse cenario, o presente trabalho busca ampliar a compreensdo dos impactos do
Residual Oil Fly Ash (ROFA) em modelos experimentais, avaliando tanto os efeitos
bioquimicos, histoldgicos e comportamentais dessa exposi¢do quanto o potencial protetor da
taurina, um aminoacido de acdo antioxidante. Assim, objetiva-se identificar se a suplementacao
com taurina pode modular os efeitos do ROFA, protegendo contra alteragdes no sistema nervoso

central, no sistema cardiovascular e no sistema respiratorio.

Além disso, o estudo abrange a andlise de parametros bioquimicos (como enzimas
antioxidantes e marcadores de lesdo tecidual), perfis inflamatérios e alteragdes histologicas,
além de avaliar o impacto sobre a fungdo coclear € o comportamento animal, oferecendo uma
visdo ampla e integrada sobre os efeitos da polui¢do atmosférica e o potencial terapéutico da

taurina.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Identificar os efeitos da taurina sobre aspectos bioquimicos, histologicos e

neurocomportamentais de ratos subcronicamente expostos ao Residual Oil Fly Ash.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da suplementacdo de taurina e da exposicao ao ROFA sobre o
estresse oxidativo no sistema nervoso central, pulmao, coragdo e figado, através
da analise da atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT) e da estimativa da formacao de malondialdeido (MDA) pelo ensaio
de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).

Avaliar os efeitos da suplementacao de taurina e da exposicao ao ROFA sobre os
marcadores  bioquimicos alanina  aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST), ureia e creatinina.

Avaliar os efeitos da suplementagdo de taurina e da exposi¢cdo ao ROFA sobre o
comportamento animal através dos testes de campo aberto, labirinto em cruz
elevado e reconhecimento de objetos.

Avaliar os efeitos da suplementacdo de taurina e da exposicao ao ROFA sobre o
perfil inflamatério, através da quantificacdo de TNF-a e IL-1B no plasma e no
cérebro.

Avaliar os efeitos da suplementagdo de taurina e da exposi¢do ao ROFA sobre
alteragdes histologicas no pulmao.

Avaliar os efeitos da suplementagdo de taurina e da exposi¢ao ao ROFA sobre a

fungao coclear.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou que a exposi¢do subcronica ao Residual Oil Fly Ash, um
componente relevante da poluicdo atmosférica, exerce efeitos sistémicos nocivos a saude,
caracterizados por estresse oxidativo e neuroinflamagdo. As analises bioquimicas
demonstraram alteragdes significativas no sistema antioxidante, com evidéncias de dano
oxidativo em tecido cerebral, pulmonar, cardiaco e hepatico. Esses achados revelam padrdes
distintos de vulnerabilidade entre os orgdos, sugerindo que a toxicidade do ROFA segue

mecanismos especificos em cada tecido.

Comportamentalmente, 0 ROFA aumentou a atividade locomotora, possivelmente por
desregulacdo dopaminérgica, enquanto a taurina estimulou comportamentos exploratorios
verticais (rearings), indicando um papel neuromodulador. Apesar disso, ndo houve alteragdes

significativas em ansiedade ou memoria de reconhecimento.

A taurina exibiu efeitos protetores limitados, normalizando a ureia (indicando acdo renal) e
modulando a atividade da enzima catalase no figado, mas ndo reverteu completamente os danos
pulmonares ou neurocomportamentais. No entanto, evidenciou-se acdo do aminoacido sobre a
fun¢do auditiva, observada pela redug¢do da amplitude de DPOAE em frequéncias agudas na

coclea esquerda, mecanismo que necessita de investigacdes mais aprofundadas.

Diante desses achados, destaca-se a necessidade de novos estudos para elucidar os
mecanismos envolvidos nos danos bioquimicos e comportamentais causados pela exposicao a
poluentes atmosféricos, assim como o potencial modulador da taurina nesses processos. A
compreensao desses efeitos € essencial para reforgar a urgéncia de politicas ambientais voltadas

para um desenvolvimento mais sustentavel e a promogao da saude publica.
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Tabela 1. Emissdes otoacusticas por produto de distor¢cio (DPOAE) em ratos Wistar

submetidos a exposicido subcronica ao ROFA por instilacio nasal e tratamento oral com

taurina.
Amplitude (dB) Mediana (quartil25:quartil75) p-
Frequénci value
Orelha . Grupo
a (kHz) Grupo Controle | Grupo Taurina Grupo ROFA Taurina+ROFA
10,0 . . 0,803
4 9,0 (5,25:11,50) 9.25:10.75) 8,0 (6,00:12,50) 12,0 (4,25:15,50)
- 28,5 32,5 26,0 25,0 0,593
o (22,50:34,00)  (12,25:35,75) (14,50:32,25) (19,25:32,25)
Direit g 36,5 32,0 27,0 23,5 0,477
a (27,50:41,25)  (22,75:39,75) (20,00:37,00) (13,00:38,50)
1 32,0 32,5 32,0 33,0 0,993
(29,25:36,00)  (29,25:39,00) (21,50:42,00) (20,50:37,00)
= 40,0 40,0 33,0 31,0 0,601
(27,25:43,75)  (27,25:43,75) (19,50:40,75) (24,00:41,00)
4 17,0 8,0 (6,25:9,75) 10,0 (6,25:18,25) 12,5 (6,75:14,00) 0,245
(8,50:22,25)
6 33,0 24,0 32,0 20,5 0,099
Esque (25,50:38,25) (9,0:27,25) (19,00:37,25) (20,00:30,50)
il 8 37,0 18,0 30,0 31,5 0,078
(31,75:45,25) (7,75:34,25) (27,00:42,00) (22,50:38,50)
10* 36,0 14,5 35,5 28,0 0,028
(33,25:42,25) (4,5:33,25) (26,50:44,75)*>  (23,00:34,50)*
12 36,5 16,0 32,0 26,5 0,155
(29,75:44,75) (6,25:31,00) (18,75:42,50) (16,50:37,50)

*Diferencas significativas. Letras distintas representam grupos estatisticamente diferentes
(Kruskal-Wallis/Dunn, p < 0,05).
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OBJETIVO GERAL
Identificar o efeito da taurina sobre aspectos bioquimicos, histolégicos e
neurocomportamentais em ratos expostos ao Residual Oil Fly Ash.
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concentracdo de malondialdeido (MDA).

Avaliar o efeito da exposi¢cdo ao ROFA e da suplementacdo de taurina sobre o
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funcao coclear.

Avaliar o efeito da suplementacdo de taurina e da exposi¢do ao ROFA sobre a
memoria de curta e de longa durag@o através do teste de reconhecimento de
objetos;

Avaliar o efeito da suplementacdo de taurina e da exposi¢do ao ROFA sobre o
estado emocional e atividade motora dos grupos experimentais através do teste de
campo aberto;

Avaliar o efeito da suplementagio de taurina e da exposicdo ao ROFA sobre o

estado de ansiedade dos animais através do teste de labirinto em cruz elevado;

7) FINALIDADE DO PROJETO: [ ]Ensino  [x | Pesquisa

8) ITENS METODOLOGICOS E ETICOS DO PROJETO:

Titulo Adequado [ | Comentérios

Introdugdo [x | Adequada [ | Comentarios

Rua Sarmento Leite, 245 = Porto Alegre, RS « CEP 90050-170 » Fone: 0 xx 51 3303 9000 = Fax: 0 xx 51 3303.8810 * www.ufcspa.edu.br

40



41

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
MINISTERIO DA EDUCAGAO

UFCSPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE

Objetivos Adequados [ | Comentarios
Relevancia e Justificativa Adequados [ | Comentarios
Materiais e Métodos Adequados | | Comentarios

Cronograma para execugio da pesquisa [ x | Adequado [ | Comentarios
Orgamento e fonte financiadora [ x ] Adequados [ | Comentarios
Referéncias Bibliograficas [x | Adequadas [ | Comentérios
9) O PROJETO ESTA ADEQUADO A LEGISLAGAO VIGENTE:
[x ] sim [ ] Nao

10) INFORMACOES RELATIVAS AOS ANIMAIS:

Grau de dor/estresse: B | c[ ] D[x] E [ ]
Justifique
Espécie: Numero Amostral:
Ratos 32
Redugdo Amostral: [ ]sim [x | Nao
Justifique:
Substituicdo de Metodologia: [ ]sim [x ] Nao

Se achar necessdrio, justifique e sugira uma nova metodologia:

Aprimoramento da Metodologia: [ ]sim [X ] Nao
Se achar necessdrio, justifique e sugira aprimoramentos da metodologia:
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Acomodagéo e manutencgio dos animais: [ x | Adequada | | Inadequada

Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessdrias:

Manipulagéo dos animais: [x | Adequada [ | Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessdrias:

Analgesia dos animais (se aplicavel): [x | Adequada [ ] Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessdrias com analgésico substituto:

Anestesia dos animais (se aplicavel): [x ] Adequada [ | Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessdrias com anestésico substituto:

Eutanasia dos animais (se aplicavel): [x | Adequada [ ] Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessdrias com metodologia substituta:

Local de Realizacao (Biotério/Labotarério): Laboratério de Poluicdo Atmosférica da
Universidade Federal de Ciéncias da Satide

Outra instituicdo. Qual?

11) CRONOGRAMA DE UTILIZAGAO DE ANIMAIS

Data Espécie Sexo Quantidade
32
macho
Inicio do projeto Wistar
03/2022

12) RECOMENDAGAO: As pendéncias deverdo ser respondidas em uma carta,
indicando as paginas do projeto que foram alteradas (nova versao), assinadas
pelo pesquisador responsavel.
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Aprovado
[ ] Com Pendéncia

[ ] N&o aprovado

Data de inicio 03/2022 Data de Término 12/2022

Comentarios gerais sobre o projeto:
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