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1 INTRODUCAO

O perfil lipidico consiste na dosagem de Colesterol Total (CT), da lipoproteina de
baixa densidade (Low Density Lipoprotein - LDL), da lipoproteina de alta densidade (High
Density Lipoprotein - HDL) e dos Triacilglicer6is (TGC), podendo ou ndo ser incluidas as
lipoproteinas de muito baixa densidade (Very Low Density Lipoprotein- VLDL) (SBAC,
2016). As dislipidemias estdo associadas a diversas doengas, como as doencas
cardiovasculares (ALBERTI et al., 2009). Neste sentido, o estudo da associacdo do perfil
lipidico com fisiopatologias em criancas e adultos é de extrema importancia para a prevencao
de doencas e promocdo da salde. As doencas cardiovasculares sdo a primeira causa de morte
no mundo e, no Brasil, a aterosclerose € a principal responsavel pela ocorréncia dessas
doencas (SANTOS et al., 2011).

Nas placas ateroscleroticas, onde a peroxidacdo lipidica estd aumentada, a enzima
Paraoxonase 1 (PON1) atua como um potente antioxidante (STRAKOVSKY et al., 2014).
Além disso, essa enzima esta associada com diversas doencas como Alzheimer, Doenca Renal
Crbnica, comprometimento hepatico, Diabetes Mellitus tipo I e 11 (FRIDMAN et al., 2016),
depressdo e transtorno bipolar (MOREIRA et al.,, 2017). Estudos recentes sugerem a
associacao de dislipidemias com a atividade da PON1 plasmatica, sendo que quanto maior o
nivel de TGC e LDL e menores as taxas de HDL séricos, menor a atividade da PONL1,
(CHERAGHI et al., 2017; FRIDMAN et al., 2016).

Em seres humanos, o perfil lipidico de criancas e adultos é dindmico e diferente, sendo
distinto, também, entre homens e mulheres (REPARAZ et al., 1998). O perfil de lipoproteinas
dos neonatos contém muito pouco VLDL e LDL (GUGLIUCCI; MENINI, 2015) quando
comparado ao dos adultos (STOZICKY; SLABY: VOLENIKOVA, 1982). Estudos realizados
com 0s neonatos demonstraram que a atividade da PON1 é menor do que em adultos,
podendo estar associada com a diminui¢do das defesas antioxidantes em neonatos prematuros
(ALTUNHAN et al., 2013). Contudo, existem poucos trabalhos que investigam a acdo da
PONL1 plasmatica e tecidual em diferentes idades e sexo, tanto em humanos como em modelos
animais. O desenvolvimento de estudos basicos com modelos animais torna-se importante
para fornecer a base de conhecimento sobre esta tematica.

A pesquisa basica € o suporte para a pratica profissional na area da satde. A natureza
pratica da enfermagem remete a busca, muitas vezes, pela transposi¢cdo da pesquisa bésica
experimental, abrindo perspectivas para a profissdo em multiplas direcdes (CARNIO, 2011).

A fisiologia € uma das bases da Enfermagem e a pesquisa basica experimental subsidia



alicerces para compreender os processos de salde e doenca, bem como a tomada de decisdo
na pratica assistencial.

A motivacdo para a realizacdo deste estudo vem do entendimento da importancia da
fisiologia para a pratica profissional da Enfermagem. A partir das vivéncias no cuidado aos
pacientes, durante os estdgios assistenciais, a autora considera de extrema importancia o
conhecimento da fisiologia para o melhor entendimento do organismo humano, o que remete
a melhores estratégias de cuidado. Além disso, a participacdo da autora como monitora das
disciplinas de Fisiologia Humana I e 11 (CBS 03045 e CBS 03046) do Curso de Graduacao da
Escola de Enfermagem/UFRGS, durante o ano de 2017, despertou o interesse pela temética
apresentada no presente projeto de pesquisa. A realizacdo deste projeto visa, por meio do
desenvolvimento do conhecimento béasico da fisiologia, associar este conhecimento com a
pratica assistencial para melhor compreender e cuidar o paciente com doenga cronica nao
transmissivel.

Sendo as doencas cronicas ndo transmissiveis as mais prevalentes e causadoras de
morbimortalidade no cenario atual brasileiro (DUNCAN et al., 2012), a importancia dessa
pesquisa se da pela necessidade de conhecer mais sobre 0s mecanismos de atuacdo da PON1 e
sua correlacdo com perfil lipidico em diferentes idades e sexo, para tentar relacionar aos
eventos fisioldgicos envolvidos em patologias associadas.

Considerando a importancia dessa problematica para os seres humanos, a dificuldade e
a falta de estudos sobre a atividade da PON1, a pergunta norteadora para o desenvolvimento
desta pesquisa é: Existe diferenca na atividade da PON1 e no perfil lipidico plasmatico e
hepatico entre Rattus norvegicus neonatos e adultos, machos e fémeas?

As hipdteses propostas neste projeto de pesquisa séo:

- Existem diferencas na atividade da PON1 e no perfil lipidico entre sexo e idade
(neonatos e adultos);

- Existe correlacdo entre PONL1 e indices somaticos ou perfil lipidico entre sexo e
idade (neonatos e adultos).



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Associar a atividade plasmatica da PON1 com indices somaticos e perfil lipidico

plasmético em relacdo a idade e ao sexo em Rattus norvegicus.

2.2 Especificos

Avaliar em machos e fémeas, adultos e neonatos:
- O perfil lipidico plasmatico;
- A atividade plasmatica da PONL1;
- Os indices lipossomatico (ILS) do TABr e hepatossomatico (IHS);
- A concentracao de triacilglicerdis hepéticos;
- A correlacdo entre a atividade da PON1 plasmatica e a concentracdo plasmatica de lipidios

ou com os indices somaticos;



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Dislipidemia e Fisiopatologia

Do ponto de vista fisiologico e clinico, os lipideos biologicamente mais relevantes séo
os fosfolipideos, o colesterol, os TGC e os &cidos graxos. Os fosfolipideos formam a estrutura
basica das membranas celulares. O colesterol é precursor dos horménios esterdides, dos
acidos biliares e da vitamina D. Além disso, como constituinte das membranas celulares, o
colesterol atua na fluidez destas e na ativacdo de enzimas localmente situadas. Os TGC séo
formados a partir de trés &cidos graxos ligados a uma molécula de glicerol e constituem uma
das formas de armazenamento energético mais importante no organismo, sendo depositados
nos tecidos adiposo e muscular (SBC, 2017).

As lipoproteinas sdo compostas por lipideos e proteinas denominadas apolipoproteinas
(Apo). As lipoproteinas séo classificadas em dois grupos: as ricas em TGC, maiores e menos
densas, representadas pelos quilomicrons, de origem intestinal, e pelas VLDL, de origem
hepética; e as ricas em colesterol, incluindo as LDL e as HDL (SBC, 2017). Além das
diferencas em tamanho, densidade e composi¢do quimica, as lipoproteinas podem diferir em
relacdo a modificacdo in vivo por oxidagdo, glicacdo ou dessializacdo. Estas modificacdes
influenciam em seu papel no metabolismo lipidico e no processo aterogénico (SBC, 2017).

A dislipidemia é uma doenca metabdlica caracterizada pela elevacdo dos niveis
plasmaticos de LDL, reducdo dos niveis de HDL e/ou aumento de TGC. Séo classificadas
como primaérias as de origem genéticas, ou secundarias causadas por outras doengas como:
hipotireoidismo, Diabetes mellitus, obesidade, alcoolismo, ou uso indiscriminado de
medicamentos como diuréticos, betabloqueadores, corticosteroides ou anabolizantes (SBC;
SBH; SBN, 2010). As alteracdes no metabolismo das lipoproteinas aumentam o risco para as
doengas cardiovasculares, as quais apresentam um importante desfecho cronico, sendo
responsaveis por 30% do total de mortes no mundo (RODRIGUES; PETRUZELLIS; BOCK,
2013). Além disso, sexo e idade sdo fatores de risco ndo modificaveis, significativos em
relacdo as dislipidemias, pois os niveis de lipideos e lipoproteinas tém variagdes importantes
durante a fase de crescimento humano, e também com a diferenca entre os sexos (OLIVEIRA
et al., 2017). Deste modo, a detec¢do precoce das dislipidemias pode contribuir de forma
efetiva para reduzir o desenvolvimento prematuro de eventos coronarianos por aterosclerose
(MORAES; CHECCHIO; FREITAS, 2013; RODRIGUES; PETRUZELLIS; BOCK, 2013).



A aterosclerose ¢ uma patologia que envolve mecanismos complexos, dentre 0s quais,
destacam-se a disfungcdo endotelial gerada principalmente pelo estresse oxidativo (LI;
PAGANO, 2017) e, por conseguinte, a relacdo dos produtos gerados durante os processos de
peroxidacdo lipidica com alteracGes nas particulas de LDL (ABDALLA; SENA, 2008). O
HDL tem propriedade anti-aterogénica que estd relacionada ao transporte reverso do
colesterol, estabilizacdo da placa aterosclerotica, e efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes
(PODREZ, 2010). O HDL tem outras ac¢Ges que contribuem para a protecdo do leito vascular
contra a aterogénese, como a remocao de lipideos oxidados da LDL, a inibicdo da fixacdo de
moléculas de adesdo e mondcitos ao endotélio, e a estimulacdo da liberacdo de 6xido nitrico
(SBC, 2017).

3.2 Estresse Oxidativo

Os radicais livres, produtos gerados pelos processos metabolicos celulares, sdo
espécies quimicas que possuem um unico elétron ndo pareado em sua Orbita externa
(KUMAR et al., 2010). O aumento excessivo de radicais livres tem efeitos danosos. Com a
presenca de oxigénio, os radicais livres causam a peroxidacdo dos lipideos de membranas
plasmaticas e organelas, sendo que as interacdes de espécies reativas de oxigénio com
lipideos geram perdxidos, com consequente apoptose celular (KUMAR et al., 2010).

Quando a producao de radicais livres excede a capacidade das defesas antioxidantes
do corpo ocorre uma condi¢do conhecida como estresse oxidativo. Os radicais livres podem
causar danos nos tecidos, particularmente no tecido endotelial (KONTA; BYKLEBLEBICI,
2012).

3.3 PON1 - Mecanismo de acéo e funcdes

Paraoxonases sdo moléculas que pertencem a uma familia de enzimas desintoxicantes
compostas de trés membros: PON1, PON2 e PONS3. Estas enzimas compartilham uma
semelhanca de 60-65% no nivel de aminoacidos (PRIMO-PARMO et al., 1996). O nome da
familia (Paraoxonases) vem da habilidade da PON1, a mais estudada das trés isoformas, de
catalisar a hidrolise e posterior inativagdo de inseticidas e neurotoxinas, como 0s paraoxons e
outros organofosforados, em produtos ndo toxicos (ECKERSON; WYTE; LA DU, 1983; LA
DU, 1996).
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O produto do gene da PON1 é uma estearase dependente do célcio, associada a
apolipoproteina (Apo) Al na lipoproteina de alta densidade (HDL). PONL1 é capaz de prevenir
a oxidacdo de LDL pela hidrolise de peroxidos lipidicos na lipoproteina. Apos ser sintetizada
no figado, a PONL1 é liberada para o plasma e a maior parte desta enzima encontra-se ligada a
proteina HDL (Figura 1) (VLACHOS et al., 2006). Uma pequena quantidade foi encontrada
associada a proteinas de muito baixa densidade (VLDL), quilomicrons pos-prandiais, também
livres no plasma (DRAGANOV; LA DU, 2004).

Agoes da PON1:

Inibigdo da oxidagdo de LDL;
Hidrélise de certos
N organofosfatos;

FIGADO " — Metabolismo de alguns
SANGUE farmacos.

/™, PON 1 Modulada por:

P\ ) Quimicos do meio ambiente;
" Alguns farmacos;
Tabagismo;

Dieta;

Alcool:

Idade;

Certas condigoes
fisiolégicas/patolégicas.

Figura 1 — Secrecdo e ligacdo da PON1 em mamiferos (adaptado de COSTA et al, 2005).

Estudos recentes sugerem a associacdo das dislipidemias com a atividade da PON1
plasmatica, sendo que quanto menor a atividade da PON1, maior o nivel de TGC e LDL e
menores as taxas de HDL séricos (CHERAGHI et al., 2017; FRIDMAN et al., 2016). Baixas
concentracdes de PON1 no soro estdo associadas a muitas doencas com grande componente
inflamatdrio incluindo Diabetes mellitus, Artrite Reumatoide, LUpus Eritematoso Sistémico e
varias doencas hepaticas e renais incluindo Insuficiéncia Renal, Psoriase e Degeneracao
Macular (GOSWAMI et al., 2009).

As enzimas Paraoxonases (PONs) mostraram desempenhar um papel importante no
metabolismo lipidico e, portanto, no desenvolvimento de doencas cardiovasculares (LI; LIU;

LIANG, 2003). Foi demonstrado em ratos que baixos niveis séricos da PON1 estdo
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associados a uma maior susceptibilidade a oxidacdo do LDL e a um risco aumentado de
desenvolvimento de aterosclerose (SHIH et al., 1996). Estudos experimentais com humanos
sugerem que as PONs reduzem o risco de doenca cardiaca coronaria, evitando a oxidacéo de
LDL e HDL envolvidas na iniciacdo e progressao de lesdes aterosclerdticas (MACKNESS;
DURRINGTON; MACKNESS, 2002). Além disso, foi demonstrado que a PONL1
correlaciona-se negativamente com o risco de doencgas cardiovasculares em humanos, devido
a funcdo antioxidativa do HDL (DEAKIN et al., 2011; MACKNESS; MACKNESS, 2015).

O perfil de lipoproteinas dos neonatos difere daquele dos adultos (STOZICKY:;
SLABY; VOLENIKOVA, 1982), sendo que 0s neonatos humanos contém muito pouco
VLDL e LDL (GUGLIUCCI; MENINI, 2015). Estudos realizados com 0s neonatos humanos
demonstraram que a atividade da PON1 é menor em neonatos do que em adultos, 0 que pode
ser associado com a diminuicdo das defesas antioxidantes em neonatos prematuros
(ALTUNHAN et al., 2013). Além disso, existe uma diminuicdo progressiva da atividade de
PON1 em idosos (JARVIK et al., 2002). Este declinio na atividade PON1 pode ser
relacionado ao desenvolvimento de condi¢bes ligadas a um aumento do estresse oxidativo
com o envelhecimento e a aterosclerose (SORAN et al., 2009).

Apesar da intima relagio da PON1 com HDL, ndo h4, na populacéo infantil,
associacles significativas entre atividade da enzima e niveis séricos de lipideos
(SUMEGOVA et al., 2007). Neonatos tém uma atividade muito baixa de lactonase PON1, o
que pode explicar, em parte, o conhecido estado imunodeficiente relativo e a susceptibilidade
ao estresse oxidativo dos recém-nascidos, ou refletir a baixa necessidade relativa de PON1 em
um metabolismo pelo qual as concentracbes de VLDL e LDL sdo muito baixas
(GUGLIUCCI; MENINI, 2015).
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4 METODO

4.1 Tipo de Estudo

O estudo experimental utiliza animais para a coleta de dados (HOCHMAN et al.,
2005). Abordagem € considerada quantitativa quando ocorrem coleta e analise de dados
guantitativos sobre variaveis, identificando a natureza profunda das realidades, seu sistema de
relacdes e sua estrutura dinamica. A pesquisa guantitativa também pode determinar a forca de
associacao ou correlacdo entre variaveis, a generalizacdo e objetivacdo dos resultados por
meio de uma amostra que faz inferéncia a uma populacdo. Além do estudo da associa¢do ou
correlacdo, a pesquisa quantitativa também pode, ao seu tempo, fazer inferéncias causais que

explicam por que as coisas acontecem ou n&o de uma forma determinada (ESPERON, 2017).

4.2 Local do Estudo

O estudo foi realizado no Laboratério de Metabolismo e Endocrinologia Comparada
(LaMEC) do Departamento de Fisiologia do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude (ICBS) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

4.3 Populacdo e Amostra

Os animais utilizados em ambos os experimentos foram ratos Wistar da espécie Rattus
novergicus. O calculo do tamanho amostral foi efetuado utilizando-se o sofware G*Power 3.1.9.2°
(Schleswig-Holstein, Alemanha), sendo considerada uma probabilidade de erro 0=0,05 e poder do
teste estatistico=0,80. Para a estimativa amostral, foram considerados os resultados de protocolos
experimentais do LaMEC e de outros grupos de pesquisa que utilizaram protocolos semelhantes
(COZER et al., 2017). Desta forma, como amostra final obteve-se 65 animais, sendo 21 ratos
neonatos, com 07 dias de vida (10 fémeas e 11 machos), 24 ratos neonatos, com 14 dias de
vida (11 fémeas e 13 machos), e 20 ratos adultos, com 70 dias de vida (10 fémeas e 10

machos).
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4.4 VVariaveis do Estudo

As seguintes variaveis foram estudadas:
- IHS (peso figado/peso do animal);
- ILS retroperitoneal/visceral (peso do TABr/peso do animal);
- Atividade da enzima PONL1 sérica;
- Concentraces séricas e hepaticas de Triacilglicerdis (TGC), e concentracGes séricas
de glicose, Colesterol Total (CT) e HDL.

4.5 Coleta de Dados

Todos os ratos utilizados no estudo foram obtidos do Centro de Experimentacdo de
Animais de Laboratorio (CREAL) localizado no Campus do Vale da UFRGS e mantidos no
biotério do Departamento de Farmacologia do ICBS da UFRGS. Os animais foram mantidos
em ciclos claro/escuro de 12/12h em salas climatizadas (x22°C). O monitoramento dos
animais foi realizado diariamente, possibilitando a identificacdo de alteracdes relacionadas a
salde e ao conforto dos mesmos. As instalacdes utilizadas apresentam-se em conformidade com a
Lei Arouca n° 11.794, de 8 de outubro de 2008 (BRASIL, 2008) e apresentam credenciamento e
acompanhamento do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).

4.5.1 Animais neonatos

Foram solicitadas ratas-maes com os filhotes (em seu segundo dia de vida), para que
houvesse um periodo de aclimatacdo dos animais até 07 ou 14 dias de vida (dia do
experimento).

As proles (de ambos os sexos) foram utilizadas em nimero maximo de 8 filhotes por
ninhada, conforme as regras informais do CREAL. Os filhotes foram mantidos em gaiolas-
padrdo no biotério setorial de farmacologia, juntamente com suas respectivas maes. No dia do
experimento, as ratas-mdes foram eutanasiadas com uma sobredose de Isoflurano®

(Biochimico; Brasil), grau de severidade: sem retorno, e descartadas.
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4.5.2 Animais adultos

Os ratos adultos de 70 dias foram mantidos em gaiolas plasticas, com no maximo trés
ratos por gaiola e foram alimentados com racdo padrido para roedores - Nuvilab CR1®
(Nutival - Brasil) e 4gua ad libitum durante todas as etapas do projeto. As fémeas tiveram
acompanhamento prévio para a confirmagdo da variagdo ciclica da morfologia das células do
epitélio vaginal caracteristica da maturidade reprodutiva. Foram utilizadas apenas fémeas em
diestro, fase secretora ou lutea do ciclo reprodutivo, onde o ciclo tem maior duracdo

(SANTOS, 2002), para que as varia¢cdes hormonais fossem mais proximas aos machos.

4.5.3 Eutanasia

Os animais foram mortos por decapitacdo em guilhotina para roedores, sem anestesia,
para obtencdo do sangue total e dos tecidos. O método escolhido para eutanasia baseou-se no
fato deste ser um método eficaz que produz alteracGes fisiolégicas minimas nos tecidos.
Considerando a necessidade de obtencdo de sangue periférico e realizacdo de analises
celulares e bioquimicas, nenhum anestésico ou outra substancia foi injetado nos animais por
ocasido da decapitacao.

E importante salientar que foram realizadas dosagens bioquimicas que poderiam ser
alteradas pela utilizacdo de anestésicos. Qualquer farmaco utilizado como anestésico poderia
causar alteracdo na homeostase metabdlica. Essa forma de eutanasia € utilizada por
pesquisadores da area de metabolismo de diversos paises e aceita pelas revistas internacionais
indexadas e de alto impacto (BROWN et al., 2005; SAHA et al., 2005).

Os animais foram mantidos em uma sala no LaMEC separada daquela onde ocorreu a
decapitacdo e os experimentos, em ambiente tranquilo, com temperatura controlada e agua ad
libitum. Apo6s a morte de cada animal, a guilhotina e a bancada foram higienizadas.

Os procedimentos de eutanasia foram realizados conforme o guia de eutanasia da Guide to
the Care and Use of Experimental Animals from the Canadian Council on Animal Care
(1993). Segundo a revisdo da diretiva europeia 86/609/EEC (COMMISSION EUROPEENNE,
2009), que classifica os graus de severidade dos procedimentos laboratoriais com animais, 0

procedimento de eutanasia é definido como sem recuperagéo.
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4.6 Procedimentos Experimentais

4.6.1 Indices somaticos, coleta e armazenamento dos tecidos

No dia do experimento, cada rato foi pesado antes da eutandsia. Os ratos foram
guilhotinados, com guilhotina adequada para o tamanho do animal. Imediatamente ap6s a
decapitacdo, o sangue, o TABr e o tecido hepatico foram excisados, pesados, colocados em
tubos apropriados e congelados em nitrogénio liquido. Os tecidos foram conservados a -80°C
até a utilizagéo.

O sangue foi coletado em tubos com ativador de coagulagéo e centrifugado a 420g por
10 minutos, para separacdo do soro. As amostras de soro foram congeladas a -80°C até sua

utilizacdo.

4.6.2 Andlises bioquimicas

O tecido hepatico foi homogeneizado em solucdo fisiologica gelada. Uma aliquota do
homogeneizado foi utilizada para as dosagens bioguimicas. As concentragdes séricas de TGC, CT,
glicose e HDL foram quantificados por kits comerciais (Labtest®), seguindo protocolo do
fabricante. O TGC do tecido hepatico foi quantificado de acordo com Rocha et al., (2018).

A andlise da PON 1 sérica foi realizada segundo Browne e cols. (2007) e foi medida
pela taxa de formagéo de fenol. O reagente de trabalho consistiu em 20 mmol/L Tris/HCI, pH
8,0, contendo 1 mmol/L de CaCl, e 4 mmol/L de acetato de fenil como substrato. As amostras
foram diluidas 1: 3 em 20 mmol/L de tampéo Tris/HCI e foram adicionados ao reagente de
trabalho, sendo que as alteracGes na absorbancia a 270nm foram registradas durante 60s. A
atividade foi expressa em U/mL, com base na absortividade molar do fenol a 270nm.

4.7 Analise dos Dados

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados
paramétricos foram submetidos a analise de varidncia de duas vias (Two Way ANOVA)
seguida do post hoc Bonferroni. Os dados ndo paramétricos foram avaliados por Mann
Whitney e Kruskall-Wallis seguido pelo teste de Dunn. A significancia aceita foi de p<0,05 e
os testes foram realizados utilizando o programa Prisma versdo 6.0. Foi realizada correlagédo

de Pearson entre atividade da PON1 e concentragdo de HDL plasmaticos.
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Os dados foram apresentados por meio de tabelas ou gréaficos. Para os dados
paramétricos foram utilizados a média e o erro padrdo da média, e para os dados néo-
paramétricos, a mediana e o intervalo interquartil (CALLEGARI-JAQCUES, 2003).

4.8 Aspectos Eticos

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a Resolugdo Normativa
n°13, de 20 de setembro de 2013 (BRASIL, 2013), Resolucdo Normativa n°30, de 02 de
fevereiro de 2016 do CONCEA (BRASIL, 2016) e conforme a Lei 11.794 de 08 de outubro
de 2008 (BRASIL, 2008), que estabelece os procedimentos para o uso cientifico de animais,
além dos principios internacionais para a pratica envolvendo animais, constantes no Guide to
the Care and Use of Experimental Animals from the Canadian Council on Animal Care
(1993).

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Pesquisa (COMPESQ) do ICBS e,
posteriormente, pela Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA) da UFRGS (n° do projeto
34595).

4.9 Protegdo ao Pesquisador e Descarte de Residuos

Durante a realizacdo dos procedimentos cirurgicos e experimentais propostos, 0s
pesquisadores utilizaram luvas e aventais para protecdo. Sempre gque necessario também
foram utilizados 6culos de protecdo e maéscaras. A preparacdo de solucBes tdxicas ou
possivelmente perigosas ocorreu dentro da capela.

O descarte de residuos nao-tdxicos e ndo-contaminantes ocorreu no sistema de esgoto
comum. Outros residuos foram encaminhados ao Centro de Gestdo e Tratamento de Residuos
Quimicos da UFRGS para correta eliminagdo. Os residuos de amostras biolégicas foram
congelados no proprio laboratorio até o recolhimento. As luvas e os demais materiais que
contenham residuos biol6gicos, bem como materiais perfuro cortantes, foram devidamente
separados, embalados e identificados antes do recolhimento.

As carcacas dos animais mortos foram colocadas em sacos plasticos brancos
identificados e foram congeladas até 0 momento de serem encaminhadas ao CREAL da
UFRGS para correta destinacdo final, realizada por empresa terceirizada (responsavel pelo

servicgo de recolhimento e processamento do material em questdo).
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Resumo

Paraoxonase 1 (PON1) é uma estearase ligada a lipoproteina de alta densidade (HDL) plasmética
e com menor atividade em neonatos. Baixas concentragdes plasmaticas de PON1 estdo associadas
a doencas inflamatorias. O objetivo foi associar a atividade plasmatica da PON1 com o perfil
lipidico plasmatico em relacdo a idade e ao sexo em Rattus norvegicus. Amostras de 65 ratos
neonatos, 7(P7) e 14(P14) dias de vida, e adultos foram estudadas. Atividade da PON1,
concentracdo de HDL, Colesterol Total (CT), Triacilglicerol (TGC), glicose séricos e indices
hepatossomético (IHS) e lipossomatico (ILS) foram avaliados. Atividade da PON1 e
concentracdo de HDL foram modificados de acordo com a idade (superior para adultos) e sexo
(superior para fémeas adultas). Contudo, houve correlagdo positiva entre PON1 e HDL somente
em machos adultos e P14. CT foi superior em neonatos comparados aos adultos. TCG foi maior
em neonatos machos P14 comparado aos P7, e glicose foi maior em neonatos P14 comparado aos
P7 e adultos. Maior IHS e menor ILS foram encontrados em fémeas adultas. A maior atividade
da enzima associada a elevados valores de HDL em fémeas pode estar relacionada a um perfil

protetor para doencas inflamatorias.

Palavras-chave: PON1, Paraoxonase 1, Male, Female, HDL Cholesterol, Triglycerides, Rattus

norvegicus, Adults, Neonates.
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Abstract

Paraoxonase 1 (PONL1) is a esterase connected, in most times, to the plasmatic high-density
lipoprotein (HDL), which has lower activity in neonates. Low plasma concentrations of PON1
are associated with inflammatory diseases. We aimed to associate the PON1 plasma activity with
the plasma lipid profile in relation to age and sex in Rattus norvegicus. The sample was
composed by 65 neonatal rats with 7 (P7) and 14 (P14) days of life, being adults also studied.
Activity of PON1, HDL concentration, Total Cholesterol (TC), Triacylglycerol (TGC), serum
glucose, hepatosomatic (IHS) and liposomal indexes (ILS) were evaluated. Activity of PON1 and
HDL concentration changed according to age (higher for adults) and sex (higher for adult
females). However, there was a positive correlation between PON1 and HDL only in adult males
and P14. CT was higher in neonates, when compared to adults. TCG was higher in male P14
neonates compared to P7, and glucose was higher in P14 neonates compared to P7 and adult.
Higher IHS and lower ILS were found in adult females. The enzyme higher activity associated
with high HDL values in females may be related to a protective profile for inflammatory

diseases.

Keywords: PON1, Paraoxonase 1, Male, Female, HDL Cholesterol, Triglycerides, Rattus

norvegicus, Adults, Neonates.
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Introducéo

Paraoxonase 1 (PON1) é atualmente classificada como uma arildialcilfosfatase (EC
3.1.8.1) pela Enzyme Commission of the International Union of Biochemistry and Molecular
Biology. A PON1 é uma estearase dependente do caélcio, sintetizada no figado e liberada no
plasma, onde liga-se, na maioria das vezes, a apolipoproteina (Apo) Al na lipoproteina de alta
densidade (HDL). PONL1 é capaz de prevenir a oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) pela hidrolise de peroxidos lipidicos na lipoproteina (Vlachos et al. 2006).

Estudos recentes sugerem a associacdo das dislipidemias com a atividade da PON1
plasmética, sendo que quanto menor a atividade da PON1, maior o nivel de Triacilglicerois
(TGC) e de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e menores as taxas de HDL séricos (Cheraghi
et al. 2017; Fridman 2016).

Baixas concentracGes de PON1 no plasma estdo associadas a muitas doengas com grande
componente inflamatério incluindo Diabetes mellitus, Artrite Reumatoide, LUpus Eritematoso
Sistémico, doencgas hepéticas e renais incluindo Insuficiéncia Renal, Psoriase, Degeneracao
Macular (Goswami et al 2009) e doenca cardiovascular (Durrington et al. 2001). As doencas
cardiovasculares sdo a primeira causa de morte no mundo (Santos et al. 2011) e a oxidacdo da
LDL na parede das artérias tem um papel importante na aterogénese (Durrington et al. 2001).

Nas placas aterosclerdticas, onde a peroxidacéo lipidica estd aumentada, a PON 1 atua
como um potente antioxidante (Strakovsky et al. 2014). PON1 apresenta uma relacdo inversa
com o risco de doengas cardiovasculares em humanos (DEAKIN et al. 2011; Mackness and
Mackness, 2015).

Em seres humanos, o perfil lipidico de criancas e adultos é dinamico e diferente,

distinto também entre homens e mulheres (Repéaraz et al. 1998). O perfil de lipoproteinas dos
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neonatos contém muito pouco VLDL e LDL (Gugliucci and Menini 2015) quando comparado ao
dos adultos (Stozicky et al. 1982). Estudos realizados com 0s neonatos demonstraram que a
PON1 é menor do que em adultos, podendo estar associada com a diminuicdo das defesas
antioxidantes em neonatos prematuros (Altunhan et al. 2013).

Sendo as doencas cronicas ndo transmissiveis as mais prevalentes e causadoras de
morbimortalidade (Duncan et al. 2012), a importancia dessa pesquisa se da pela necessidade de
conhecer mais sobre 0s mecanismos de atuacdo da PONL1 e sua correlacdo com perfil lipidico em
diferentes idades e sexo, para relacionar a eventos fisiopatoldgicos. O desenvolvimento de
estudos basicos com modelos animais permite fornecer a base de conhecimento sobre esta
temaética.

Pelo acima exposto, 0s objetivos deste trabalho foram associar a atividade plasmatica da
PON1 com o perfil lipidico plasmatico em relacdo a idade e ao sexo em Rattus norvegicus e
investigar a existéncia de correlacdo entre a atividade da PON1 plasmatica e concentracdo de
HDL e indices somaticos (lipossomatico - ILS e hepatossomatico - IHS).

Material e Método
Animais

Foram utilizados 65 ratos Wistar da espécie Rattus novergicus, sendo 21 ratos neonatos
(10 fémeas e 11 machos) com 07 dias de vida (P7), 24 ratos neonatos (11 fémeas e 13 machos)
com 14 dias de vida (P14) e 20 ratos adultos com 70 dias de vida (10 fémeas e 10 machos). Os
neonatos (P7 e P14) foram mantidos com as ratas-mae até 0 momento da eutanésia.

Todos os ratos utilizados no estudo foram obtidos do Centro de Experimentacdo de
Animais de Laboratério (CREAL). Os animais foram mantidos em ciclos claro/escuro de 12h/12h

em salas climatizadas (+22°C) e alimentados ad libitum com racdo padrdo do biotério (Nuvilab
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CR1®, Nutival - Brasil). O monitoramento dos animais foi realizado diariamente, possibilitando a
identificacdo de alteracOes relacionadas a saude e ao conforto dos mesmos.

As fémeas tiveram acompanhamento prévio para a confirmacdo da variacdo ciclica da
morfologia das células do epitélio vaginal caracteristica da maturidade reprodutiva. Foram
utilizadas apenas fémeas em diestro, fase secretora ou latea do ciclo reprodutivo, onde o ciclo
tem maior duracdo (Santos 2002), para que ndo ocorresse nenhum viés quanto as variagdes
hormonais das fémeas.

A manutencdo dos animais e os procedimentos experimentais foram aprovados pelo
Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA) da UFRGS (n° 34595) e realizados em
conformidades com Guide to the Care and Use of Experimental Animals from the Canadian
Council on Animal Care (Vol. 1, 2nd ed., 1993, available from the Canadian Council on Animal
Care (CCAC), 190 O’Connor St, Suite 800, Ottawa, ON K2P 2R3, Canad4, or on their Web site
at www.ccac.ca).

Anélise dos pesos e indices somaticos

Os animais foram pesados no dia do experimento antes da eutanasia. Além disso, foram
pesados o tecido hepético e o tecido adiposo branco retroperitoneal (TABr). Foram calculados o
indice hepatossomatico IHS (peso do figado/peso do animal) e lipossomatico ILS retroperitoneal
/ visceral (peso do TABr/peso do animal).

Procedimento experimental

Os animais foram mortos por decapitacdo em guilhotina para roedores, sem anestesia,
para obtencdo do sangue total e dos tecidos. Considerando a necessidade de obtencdo de sangue
periférico e realizacéo de analises celulares e bioquimicas, nenhum anestésico ou outra substancia
foi injetado nos animais por ocasido da decapitacdo, com o intuito de ndo alterar resultados

bioquimicos. Qualquer farmaco utilizado como anestésico poderia causar alteracdo na
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homeostase metabolica. Essa forma de eutanasia é utilizada por pesquisadores da area de
metabolismo de diversos paises e aceita pelas revistas internacionais indexadas e de alto impacto
(Brown et al. 2005; Saha et al. 2005).

O sangue foi coletado do tronco em tubos com ativador de coagulacdo e centrifugado a
420g por 10 minutos, para separacao do soro. O tecido hepatico foi excisado e juntamente com as
amostras de soro foi congelado a -80°C até sua utilizacdo.

Dosagens bioquimicas séricas e teciduais

As concentracBes séricas de triacilglicerois (TGC), colesterol total (CT), glicose e HDL
foram quantificados por Kits comerciais (Labtest®), sequindo protocolo do fabricante. O TGC do
tecido hepatico foi quantificado de acordo com Rocha et al. (2018).

Dosagem da PON1

PONL1 é classificada como uma arildiacilfosfatase (EC 3.1.8.1). A analise da PON 1 sérica
foi realizada segundo Browne et al (2007) e foi medida pela taxa de formacdo de fenol. O
reagente de trabalho consistiu em 20 mmol/L Tris/HCI, pH 8,0, contendo 1 mmol/L de CaCl; e 4
mmol/L de acetato de fenil como substrato. As amostras foram diluidas 1: 3 em 20 mmol/L de
tampdo Tris/HCI e foram adicionados ao reagente de trabalho, sendo que as alteragdes na
absorbancia a 270nm foram registradas durante 60s. A atividade foi expressa em U/mL, com base
na absortividade molar do fenol a 270 nm.

Anélise dos Dados

A normalidade foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os dados paramétricos
foram submetidos a analise de variancia de duas vias (Two Way ANOVA) seguida do post hoc
Bonferroni. Os dados ndo-paramétricos foram avaliados por Mann Whitney e Kruskall-Wallis
seguido do teste de Dunn. Foi realizada correlagdo de Pearson entre atividade da PON 1 e

parametros séricos ou atividade da PON 1 e indices corporais. A significancia aceita foi de
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p<0,05 e os testes foram realizados utilizando o programa GraphPad Prisma versdo 6.0. Os dados
paramétricos foram expressos como a media + erro padrdo da meédia, e 0s dados ndo-paramétricos
como mediana e intervalo interquartil (Callegari-Jagcues 2003).

Resultados

A atividade da enzima Paraoxonase 1 (PONL1) foi dez vezes maior em fémeas adultas
guando comparada a atividade em fémeas P7, e sete vezes maior quando comparada a de fémeas
P14 (P<0,05). Também, machos adultos apresentaram atividade da PON1 oito vezes maior do
que machos P7, e sete vezes maior do que machos P14 (P<0,05). Além disso, a atividade da
PON1 foi maior em fémeas adultas quando comparada a de machos adultos (P<0,05) [Figura 1].

A concentracdo de HDL foi maior no soro dos adultos, em compara¢do a de neonatos (P7
e P14), independente do sexo (P<0,05). Entretanto, fémeas adultas apresentaram concentracao
maior de HDL em comparacdo aos machos adultos (P<0,05) [Figura 2].

Em fémeas houve correlacdo positiva entre atividade da PON 1 e concentracdo de HDL
sérico apenas nas neonatas de 7 dias [Figura 3]. Nos machos, entretanto, houve correlacdo
positiva entre atividade da PON-1 e HDL sérico em animais adultos e P14, ndo sendo observada
correlagdo nos animais P7 [Figura 3].

A concentragdo de CT foi maior no soro de neonatos (P7 e P14) em relagdo aos animais
adultos (P<0,05) [Figura 4]. Nao houve diferenca significativa na concentracdo de colesterol
sérico entre 0s sexos em nenhuma das idades estudadas (P>0,05). Quanto as concentragdes
séricas de TGC, ndo foi observada diferenca significativa entre adultos e filhotes, nem entre
sexos em nenhuma das idades estudadas (P>0,05). Entretanto, machos P14 apresentaram
aumento de TGC sérico quando comparado aos machos P7 (P<0,05) [Figura 5]. A concentracéo
hepatica de triacilglicerois também n&o diferiu entre os sexos ou entre as diferentes idades

(P>0,05) [Figura 7].
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Em relacdo a glicose plasmatica, os machos P14 apresentaram maior concentracdo em
relacdo aos P7 e adultos (P<0,05). Nas fémeas ndo houve mudanca significativa na concentracao
de glicose entre as diferentes idades (P>0,05)[Figura5].

Para o peso corporal ndo foi observada diferenca significativa entre os sexos conforme as
idades estudadas (P>0,05) [Tabela 1]. As fémeas adultas apresentaram peso Umido do figado
maior do que fémeas P7 (P<0,05), 0 mesmo nao acontecendo com as fémeas adultas quando
comparadas as P14, e entre os sexos conforme as idades estudadas (P>0,05) [Tabela 1]. O peso
umido do TABr foi maior em adultos quando comparado aos neonatos (P7 e P14) [P<0,05],
independente do sexo. Entre adultos, machos apresentaram maior peso do TABr quando
comparados a fémeas (P<0,05) [Tabela 1].

Maiores ILS e o IHS foram encontrados em adultos quando comparadas a neonatos (P7 e
P14) [P<0,05], independente do sexo. Além disso, fémeas P14 apresentaram maior ILS do que
fémeas P7 (P<0,05) [Figura 8A e 8B]. Entre os adultos, foram encontrados maiores valores de
ILS (Figura 8A) e menores valores de IHS (Figura 8B) nos machos quando comparados a fémeas
(P<0,05).

Discussao

Durante os ultimos 20 anos, varios estudos demonstraram que a atividade da enzima
paraoxonase estd relacionada ao seu efeito associado ao HDL, prevenindo a oxidacdo das
membranas celulares e do LDL e funcionando como um protetor das artérias contra o
desenvolvimento de aterosclerose (Mackness and Mackness, 2015). Contudo, esta enzima é
atualmente considerada multifuncional, apresentando fungdes anti-inflamatoria, anti-oxidante, no
sistema imune ¢ relacionadas a protecdo contra o efeito toxico de pesticidas (Mackness and
Mackness 2015; Furlong et al. 2016; Bai et al. 2018). A redugdo da atividade da PONI esta

associada a disturbios como diabetes, doencas cardiovasculares, artrite reumatoide, cancer e
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infec¢des agudas. (Furlong et al. 2016; Costa et al. 2005). Estudos que abordem a atividade da
paraoxonase e suas funcdes em modelos biologicos animais sdo importantes para que seus efeitos
possam ser investigados e testados em diferentes condicdes fisioldgicas e etapas do
desenvolvimento.

O presente trabalho demonstrou que a atividade arilesterase da enzima PON1 e a
concentracdo plasmatica de HDL foram maiores em ratos adultos em relacdo a neonatos de 7 e 14
dias (Figura 1). Contudo, ndo houve diferenca nestes parametros entre 0s sexos em neonatos.
Estes resultados estdo de acordo com estudos realizados em humanos. Gugliucci et al. (2015)
avaliaram a atividade lactonase da PON1 em humanos adultos e neonatos a termo e encontraram
menor atividade dos recém-nascidos em relacdo as mées e também ndo encontraram diferencas
entre machos e fémeas neonatos. Mogarekar and Rojekar (2014) descreveram que existe
correlacdo negativa entre peso ao nascer e atividade arilesterase da PON 1 em humanos, sendo
gue neonatos nascidos com menor peso apresentaram menor atividade da enzima quando
comparados com neonatos de peso normal. Strakowski et al. (2014) demonstraram que a dieta
hiperlipidica da mae durante a gestacdo aumenta a atividade da enzima PON 1 somente em ratos
machos pré-termo e ndo em fémeas. O perfil de lipoproteinas dos neonatos humanos também
difere dos adultos, sendo que neonatos contém muito pouco VLDL e LDL e menores
concentracdes de HDL comparado aos adultos (Gugliucci and Menini, 2015).

A PONL1 ¢ sintetizada principalmente no figado e secretada no sangue, onde se associa
predominantemente com HDL (Deakin et al. 2002). Uma menor atividade de PON1 nos
neonatos, como observado no presente estudo, 0s torna mais suscetiveis ao estresse oxidativo e a
toxicidade de organofosforados. Baixas concentragdes de PON1 no soro de humanos e roedores
adultos estdo associadas a muitas doencas com grande componente inflamatério incluindo

Diabetes mellitus, Artrite Reumatoide, Lupus Eritematoso Sistémico e varias doencas hepaticas e
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renais incluindo Insuficiéncia Renal, Psoriase e Degeneracdo Macular (Goswami et al. 2009).
Contudo, o baixo contetdo de HDL, a luz do perfil lipoproteico tipico dos neonatos, é consistente
com o papel da PON1 como um antioxidante.

Na literatura existem poucos trabalhos investigando as diferencas na atividade e funcédo da
paraoxonase entre machos e fémeas. Estudos realizados com camundongos demonstraram que a
atividade sérica da PON 1 e sua expressao hepatica sdo maiores nas fémeas do que nos machos
(Wehner et al. 1987; Ali et al. 2002). O presente trabalho demonstra, pela primeira vez, que a
atividade plasmatica da PON1 também é maior em ratas fémeas adultas em diestro em relacéo
aos machos, o que é acompanhado pela maior concentracdo de HDL nas fémeas (Figuras 1 e 2).
Camundongos machos quando gonadectomizados apresentaram expressdo da PON1 hepatica
semelhante a das fémeas. As variacdes na concentracdo de PONL1 entre machos e fémeas adultos
ndo foram associadas com a concentracdo de testosterona circulante (Ali et al. 2002).

Contudo, a concentracdo de HDL plasmatica se correlacionou positivamente com a
atividade da PON 1 apenas nos machos adultos e ndo nas fémeas. Polimorfismo da PON 1 j& foi
evidenciado em humanos e roedores (Mackness and Mackness 2015). Nossos resultados sugerem
que possa haver diferencas polimérficas na enzima PON1 entre ratos machos e fémeas, o que
poderia explicar a diferenca na correlacdo entre os sexos. Contudo, esta hipdtese ainda nao foi
investigada. Além destes fatores, machos e fémeas adultos tem diferentes concentragdes
plasmaticas de hormdnios esterdides e ndo se pode descartar a hipotese de que esta maior
atividade da PON 1 em fémeas adultas esteja relacionada com a presengca dos hormdonios
gonadais estrogénio e progesterona.

Diversos estudos investigaram a associacdo entre a enzima PON1 e o desenvolvimento de
doengas cardiovasculares. Resultados com animais vem claramente demonstrado o beneficio

protetivo da PON1 em relacdo a formacdo da placa aterosclerética (Khalil et al. 2017). Uma das
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principais funcdes fisioldgicas parece ser a acdo sobre lipoproteinas oxidadas que tem efeito
deletérios sobre as membranas celulares (Mackness et al. 1991). A maior expressao da PONL1 nas
fémeas de ratos (Figura 1) corrobora com o fato das fémeas apresentarem maior protecédo a lesdes
endoteliais e desenvolvimento de aterosclerose do que os machos (Melo et al. 2018; Holland et
al, 2006).

Os ratos machos adultos apresentaram maiores valores de ILS e menores valores de IHS
em relacdo as fémeas, sendo que nas fémeas, o ILS mostrou-se maior em relacdo aos neonatos
(entre P7 e P14) (Figura 8). Além disso, as concentracdes de glicose plasmatica foram maiores
em machos de 14 dias em relacdo aos machos de 7 dias, 0 mesmo ndo acontecendo para as
fémeas (Figura 5). N&o foi observada correlacdo entre atividade da PON1 e indices somaticos ou
glicemia. NGs encontramos uma correlacdo positiva entre peso corporal e atividade da PON1,
sendo que animais de maior peso apresentaram maior correlacdo com a atividade da enzima.

Estudos recentes sugerem a associacdo das dislipidemias com a atividade da PON1
plasmatica, sendo que quanto menor a atividade da PON1, maior o nivel de TGC e LDL e
menores as taxas de HDL séricos (Cheraghi et al. 2017; Fridman et al. 2016). Em humanos, o
perfil de lipoproteinas dos neonatos contém muito pouco VLDL e LDL (Gugliucci et al. 2017,
Gugliucci and Menini, 2015) quando comparado ao dos adultos, além de apresentarem menores
valores de colesterol total (Stozicky et al. 1982). Em ratos, Wang et al (2009) encontraram
valores maiores de CT em ratos de 7 dias comparado aos adultos. Nossos resultados corroboram
com esses resultados da literatura, pois neonatos P7 e P14 apresentaram maior concentracdo de
CT quando comparados aos animais adultos, independente do sexo (Figura 4). Alem disso,
machos adultos e de 14 dias apresentaram maiores valores de TGC comparado aos machos de 7
dias. As fémeas ndo apresentaram variagcdo nas concentracdes de TGC nas diferentes idades

(Figura 6). Esses resultados evidenciam que o perfil lipidico dos neonatos, especialmente animais
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P7 difere entre machos e fémeas. A porcentagem de TGC hepaticos ndo diferiu nas diferentes
idades (Figura 7). Contudo, considerando que adultos tem maior peso umido do figado e maior
indice hepatossomatico (Tabelas 1 e 2), podemos inferir que a quantidade total de TGC
armazenada no figado pelos adultos é maior do que em neonatos.

Neste trabalho demonstramos que houve diferenca no perfil lipidico plasméatico e na
atividade da PON1 entre machos e fémeas adultos e entre adultos e filhotes. Além disso, a
atividade da PON se correlacionou positivamente com HDL em machos e fémeas de forma
diferente. Esses resultados evidenciam a necessidade crescente de investigacbes com modelos
animais que avaliem as diferencas entre os géneros e idade quanto as fun¢des desta enzima para a
prevencdo de patologias relacionadas a estresse oxidativo, como aterosclerose e doencas
inflamatorias. A maior atividade da enzima associada a elevados valores de HDL em fémeas

pode estar relacionada a um perfil protetor para doencas inflamatérias.
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Tabela 1. Peso corporal e pesos teciduais de fémeas e machos em diferentes idades

Peso Corporal Total Peso Umido do Figado (g) Peso Umido TAB
(9) C)]

P7F 17,54 (15,51-26,76)? 0,51 (0,46-0,65)% 0,03 (0,02-0,06)2
P7M 20,19 (11,17-23,99)° 0,51 (0,34-0,56)" 0,04 (0,02-0,07)"
P14F 27,79 (20,85-29,40)2 0,72 (0,60-0,77)? 0,10 (0,04-0,11)2
P14M 33,54 (20,96-34,30)° 0,95 (0,58-0,97)" 0,07 (0,05-0,09)"
Adulto F 226,5 (210,0-240,3) 8,40 (7,97-9,04) 1,70 (1,5-1,9)*
Adulto M 385,5 (372,0-404,0) 13,54 (12,56-14,47) 4,08 (3,4-4,3)%

Os dados estdo representados como mediana (intervalo interquartil). n= 9 a 12. *p <0,05
diferencga significativa entre fémeas e machos; 2p<0,05 diferenca significativa em relacdo as
fémeas adultas; Pp<0,05 diferenca significativa em relacdo aos machos adultos; F=fémea,

M=macho; P7=animais de 7 dias de idade; P14=animais de 14 dias.



42

Figura 1. Atividade da enzima Paraoxonase 1 (PON-1) em soro de fémeas e machos em
diferentes idades. n=9 a 12. Os dados sao representados como média = EPM. *p <0,05 diferenca
significativa entre fémeas e machos; 2p <0,05 diferenca significativa em relacdo as fémeas
adultas; ® p <0,05 diferenca significativa em relacdo aos machos adultos; ¢ p <0,05 diferenca
significativa entre fémeas P7 e P14. P7=neonatos de 7 dias de idade; P14=neonatos de 14 dias de

idade.

Figura 2. Concentragdo de colesterol HDL no soro de fémeas e machos em diferentes
idades.n=9 a 12. Os dados sdo representados como média + EPM. *p <0,05 diferenga
significativa entre fémeas e machos; 2p <0,05 diferenca significativa em relacdo as fémeas
adultas; ® p <0,05 diferenca significativa em relagdo aos machos adultos. P7=neonatos de 7 dias

de idade; P14=neonatos de 14 dias de idade.

Figura 3. Correlacdo de Pearson entre PON-1 e HDL em fémeas P7 (A), P14 (B) e adultas
(C) e machos P7 (D), P14 (E) e adultos (F). *p<0.05 correlacdo entre PON1 e HDL. Os valores
de r e p estdo indicados na figura. P7=neonatos de 7 dias de idade; P14=neonatos de 14 dias de

idade.

Figura 4. Concentracdo de colesterol total no soro de fémeas e machos em diferentes
idades. n=10 a 12. Os dados sdo representados como mediana (intervalo interquartil) 2p <0,05
diferenca significativa em relacdo as fémeas adultas; ® p <0,05 diferenca significativa em relagéo

ao0s machos adultos; P7=neonatos de 7 dias de idade; P14=neonatos de 14 dias de idade.

Figura 5. Concentragédo de glicose no soro de fémeas e machos em diferentes idades. n=9 a

12. Os dados sdo representados como média + EPM.  p <0,05 diferenca significativa em relacéo
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aos machos adultos. 9 p <0,05 diferenca significativa entre machos P7 e P14. P7=neonatos de 7

dias de idade; P14=neonatos de 14 dias de idade.

Figura 6. Concentracdo de triacilgliceris no soro de fémeas e machos em diferentes
idades. n=8 a 12. Os dados sdo representados como mediana (intervalo interquartil). 9p <0,05
diferenga significativa entre machos P7 e P14. P7=neonatos de 7 dias de idade; P14= neonatos de

14 dias de idade.

Figura 7. Concentracdo de triacilglicerdis no figado de fémeas e machos em diferentes
idades. n=9 a 13. Os dados sdo representados como media £+ EPM. P7=neonatos de 7 dias de

idade; P14=neonatos de 14 dias de idade.

Figura 8. Variacdo dos indices corporais entre fémeas e machos em diferentes idades.
indice Lipossomatico (A) n=10 a 13 e Indice Hepatossomatico (B) n=9 a 12. Os indices
representam a porcentagem de peso Umido do tecido em relacdo ao peso corporal total.*p <0,05
diferenca significativa entre fémeas e machos; 2p <0,05 diferenca significativa em relacdo as
fémeas adultas; ® p <0,05 diferenca significativa em relagdo aos machos adultos; ¢ p <0,05
diferenga significativa entre fémeas P7 e P14. P7=neonatos de 7 dias de idade; P14=neonatos de

14 dias de idade.
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Figura 8
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de ambos 03 sexos e de diferentes idades. 0 projeto estd bem fundamentado e apresenta
metodologia adequada para que os objetivos sejam alcancados. O cronograma prevé um periodo de
10 meses para a execucdo do projeto. 0 célculo do nimero amostral e a andlise estatistica
estdo detalhados. H& previsio de aprovagdo pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA).
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o Decreto 6899 de 15 de julho de 2009, e as normas edifadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), que disciplinam a produgéo, manutengdo
e/ou utilizagdo de animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata {exceto o homem) em

atividade de ensine ou pesquisa.

MARCELG MELLER ALIEY!
Coordensder da conlssdo de étca

el Alsgrs Sexta-Fairg, 15 de Jurre de 2018
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ANEXO 11l - REGRAS DA REVISTA

The Canadian Journal of Physiology and Pharmacology (Can. J. Physiol. Pharmacol.) is an
international journal and publishes, in English or French, peer-reviewed reports of original
research on all aspects of physiology, pharmacology, nutrition, and toxicology, including the
fields of cardiovascular science; drug disposition and biochemical toxicology; endocrinology;
gastroenterology; musculoskeletal sciences, including cellular motility; neuroscience (i.e.,
autonomic, cellular, central); renal and respiratory sciences; thermal physiology; and nutritional
sciences, including the interaction of nutrition with the above.

Although the Scope of the Journal is broad, the Canadian Journal of Physiology and
Pharmacology does not accept papers addressing the actions of plant or other biological extracts
which may contain several active molecules with potentially distinct mechanisms of action.

There are no page charges for publication in the Journal.

Types of papers
An article reports a completed definitive study of original research that has not been previously
published.

A brief report describes well-documented results of original research that is of smaller scope
than an article. Brief reports may not be used for preliminary publication or as a progress report.
Brief reports may contain no more than 12-14 typed, double-spaced manuscript pages consisting
of a title, abstract (maximum of 150 words), text, references, figures, and tables. The page count
includes the abstract, table and figure legends, a maximum of 20 references, and up to four
figures and (or) tables.

A rapid communication is intended for the rapid publication of initial findings or full
investigations of findings of a particularly novel and significant nature. It should be accompanied
by a letter in which the author gives reasons to justify publication of the manuscript as a rapid
communication. Rapid communications should be no more than 8-10 typed, double-spaced
manuscript pages inclusive of the abstract (maximum of 150 words), text, a maximum of 12
references, table and figure legends, and up to two figures and (or) tables. Authors must suggest
three to four reviewers, who may or may not be selected by the Editorial Board. A rapid
communication will be either accepted without revision or rejected. However, this rejection will
not preclude the subsequent submission of the manuscript in expanded form as a full article.

Reviews must deal with topics of general interest or current importance and should be synthetic
rather than comprehensive in emphasis. Reviews are received by invitation only and all invited
contributions are subject to normal reviewing processes.

Contact information
The contact information for the Journal is as follows:

Editorial Office
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Canadian Journal of Physiology and Pharmacology
NRC Research Press

65 Auriga Drive, Suite 203

Ottawa, ON K2E 7W6

Canada

Fax: 613-656-9838

E-mail: cjpp@nrcresearchpress.com

Ethics

The ethical standards expected of authors, referees, and editors are described in the NRC
Research  Press Publication Policy (available on the Journal Web site at
http://nrcresearchpress.com/page/about/policies/pub or upon request).

Duplicate and prior publication

The Editorial Board considers a paper not eligible for publication if most of the content of the
paper (i) is under consideration for publication or is published in a journal, or book chapter; (ii) is
under consideration for publication or is published in a conference proceedings or a government
publication with a substantial circulation (distributed to 100 or more individuals over a wide
area). Authors may post a copy of their submitted (pre-print) or accepted (post-print) manuscript
on their own Web site, an institutional repository, a pre-print server, or their funding body’s
designated archive. We encourage authors to insert hyperlinks from preprints and post-prints to
the final published version on the NRC Research Press Web site (www.nrcresearchpress.com).
Abstracts or extended abstracts related to conferences do not constitute prior publication.
Extended abstracts are usually under 2000 words and do not include presentation of detailed
tables and graphics of the results of the study.

Plagiarism

Plagiarism (publishing a substantial portion of one’s own previously published research results
without acknowledgement of such republication or using work published by another author
without attribution) is a serious offence. Because NRC Research Press is committed to combating
plagiarism, it participates in CrossCheck. CrossCheck is a multi-publisher initiative to screen
content for originality using the software iThenticate, which compares submitted manuscripts
against the CrossCheck database of scholarly literature and detects instances of overlapping and
similar text. To find out more about CrossCheck visit http://www.crossref.org/crosscheck.htmi.

Conflict of interest and disclosure

The Editor recognizes that authors and peer reviewers may have real or perceived conflicts of
interest arising from intellectual, personal, or financial circumstances of their research. Submitted
manuscripts should include full disclosure of funding sources for the research and the letter of
transmission should include an explanation of any real or perceived conflicts of interest that may
arise during the peer review process. Failure to disclose such conflicts may lead to refusal of a
submitted manuscript.

Assurance of authorship
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The corresponding author must affirm that all of the authors have read and approved the
manuscript.

Photographs of people

If a person pictured in a photograph is identifiable, his or her permission is required to publish the
photograph. The person will be asked to sign a form (available on the Journal Web site
at http://nrcresearchpress.com/page/authors/information/permissions) allowing NRC Research
Press to publish the photograph.

Photographic manipulation

Authors should be aware that the Journal considers digital images to be data. Hence, digital
images submitted should contain the same data as the original image captured. Any manipulation
using graphical software should be identified in the methods, including both the name of the
software and the techniques used to enhance or change the graphic in any way. Such a disclaimer
ensures that the methods are repeatable and ensures the scientific integrity of the work. The
removal of artifacts or any (nonintegral) data held in the image is discouraged.

Manuscript guidelines

NRC Research Press maintains the right to preserve the technical quality of the Journal. Delays in
publication can be avoided by adherence to the instructions below. Incomplete adherence to the
criteria outlined below may result in return of the manuscript for correction before evaluation.
The Journal maintains the right to involuntarily withdraw a manuscript if there is no activity and
no response to communication for six months. Authors are responsible for updating the Editorial
Office of changes in contact information.

Correspondence policy

Authors, Institutional Directors, and Editorial Managers should note that it is the strict policy of
the Journal to correspond only with the authors through the designated corresponding author of a
paper. The Editor regards a submitted manuscript as a confidential document and seeks to ensure
that the authors retain control of the reports obtained during the evaluation process.

Language

Papers must be clearly and concisely written in good English or French. Authors whose native
language is not English or French should consult someone fluent in English or French prior to
submission of the manuscript. Alternatively, a professional language-editing service can be used.
NRC Research Press recommends Editage, a leading provider of English-language editing and
author support services. NRC Research Press authors get a special 15% discount on submissions
made through this link.

Using Editage to improve your manuscript prior to submission will facilitate the peer review
process, making it easier for peer reviewers to assess the science of your manuscript and reducing
the risk that it will be rejected because of a lack of clarity. Please note that language editing does
not guarantee that your manuscript will be sent out for peer review or accepted for publication.
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Abstracts should be submitted in the language of the paper. They will be translated into the other
official language by the Journal translator.

Style guide
As a general guide for biological terms, Scientific Style and Format: The CSE Manual for
Authors, Editors, and Publishers (8th ed., 2014;

http://www.scientificstyleandformat.org/Home.html), published by the Council of Science
Editors, is recommended.
Fonts

Use an italic font for material that is to be set in italics. Manuscripts that do not conform to this
format may be returned to the author for correction before review.

Units of measurement

ST units (Systéme international d’unités) should be used or SI equivalents should be given. This
system is explained and other useful information is given in the Metric Practice Guide (2000),
CAN/CSA-Z234.1-00, published by the Canadian Standards Association (5060, Spectrum Way,
Mississauga, ON M9OW 1R3, Canada). For practical reasons, some exceptions to Sl units are
allowed.

Nomenclature and abbreviations
Authors should follow the rules recommended by the International Union of Biochemistry
Committee of Editors of Biochemical Journals with support of IUPAC.

Enzymes

For enzyme nomenclature, Enzyme Nomenclature (1992): Recommendations of the
Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology
(Academic Press, San Diego, Calif.) should be followed.

Drug trade names

Trade names of drugs may be mentioned in parentheses in the first text reference to a drug, but
generic names should be used in the text, tables, and figures. When a trade name is used, it
should be capitalized; generic or chemical names are not capitalized. The chemical nature of new
drugs must be given when it is known. The form of drug used in calculations of doses (e.g., base
or salt) should be indicated.

The manuscript

All parts of the manuscript, including references, tables, and figure captions should be double-
spaced on 8.5 inch x 11 inch (or ISO A4) paper. Each page should be numbered, beginning with
the title page.

Manuscript organization

All manuscripts should include in the following order: a title page, an abstract followed by key
words, Introduction, Materials and methods, Results, Discussion, and Acknowledgements
sections, references, tables, figure captions, and appendices. (See descriptions of each part of the
manuscript, below.)
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Presenting a manuscript to maximize its online discoverability

Authors can structure their manuscript to maximize its online discoverability by following a few
simple guidelines. In particular, the wording of the title and abstract is especially important,
because these are freely available to all readers and are used by a wide variety of systems to find
and retrieve content, such as search engines, indexers, and digital catalogs. Consider the
following suggestions:

—Include keywords in your abstract that are reflective of the paper. These should be included
right in the text of the abstract, and can be repeated if it makes sense to do so. When choosing
keywords, consider what words you yourself would enter into a search box if you were to search

for your work online.
—Where possible and practical in the abstract, include synonyms for your keywords which
laypersons would understand.

—Use  your keywords in the body of the paper where appropriate.
—Ensure that abstracts are complete, such that they include a clear definition of the problem,
methods, and results.

Title page (p. 1)

The title page should contain only the following information: the title, the authors’ names, the
institutes and addresses at which the research was done, the corresponding author’s address,
phone and fax numbers, and e-mail address. Titles provide information for contemporary
alerting and information retrieval services, and should therefore be informative but brief.

Abstract and key words (p. 2)
The abstract must be one paragraph and less than 200 words; 7-10 key words must be included.

Graphical Abstracts

Authors are encouraged to submit a graphical abstract with their manuscripts. The purpose of a
graphical abstract is to visually describe a concept or finding from the paper to entice readers and
encourage understanding of the main message of the paper. The graphical abstract may consist of
an illustration, diagram, equation, or other informative visual that serves to explain the subject of
the article. Graphical abstracts appear online only.

Authors should note that the maximum allowable size of the final reproduction is 40 mm (150
pixels) high by 85 mm (320 pixels) wide. The graphical abstract must be submitted electronically
during the manuscript submission process.

Introduction

Limit the introduction largely to the scope, purpose, and rationale of the study. Restrict the
literature review and other background information to that needed in defining the problem or
setting the work in perspective. An introduction generally need not exceed 375-500 words.

Materials and methods
Text should be written and arranged to ensure that the observations reported may be reproduced
and (or) evaluated by readers. The degree of reproducibility of experiments should be indicated
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either in general statements in Materials and methods and Results or, preferably, as statistical
treatments of numerical data cited in tabular or graphic form. The experimental, or
computational, material must be sufficiently detailed to permit reproduction of the work, but must
be concise and avoid lengthy descriptions of known procedures; the latter should be specified by
appropriate references.

Identify figures that have been digitally enhanced or modified, and provide the software and
technique used.

Sources of biological materials, experimental methods, geographical locations, and statistical
methods should be described. Sources of commercially available laboratory or field equipment
and fine chemicals should be indicated in parentheses; list the company name, city, and country.

Experiments involving humans or animals

If results of an experimental investigation in human or animal subjects are reported, all authors
(regardless of their country of origin) must specify whether ethical standards were used in their
research. The editorial board reserves the right to request a confirmation letter from the authors’

institutional ethics committee.
The Materials and Methods section of the manuscript must include the following:
1. A declaration of assurance that the experiment was reviewed and approved by the

appropriate review committee at the institution(s) where the experiments were carried out. If an
approval number is received it should be stated in the manuscript.
2. Authors who describe experiments on animals are required to provide a declaration of
assurance that the animals were cared for in accordance with one of the following:
a)  Guide to the Care and Use of Experimental Animals (Vol. 1, 2nd ed., 1993, available from
the Canadian Council on Animal Care (CCAC), 190 O’Connor St, Suite 800, Ottawa, ON K2P
2R3, Canada, or on their Web site at WWW.ccac.ca), or
b)  Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (Eighth Edition, 2011, published by The
National Academies Press, 2101 Constitution Ave. NW, Washington, DC 20055, USA)
3. Authors who describe experiments on humans are required to provide a declaration of
assurance that that the experiment has been reviewed and approved by their institution’s ethics
review committee, and that the subjects have given informed consent prior to participating in the
study.

Results
Limit the results to answers to the questions posed in the purpose of the work and condense them
as comprehensively as possible. Material supplementary to the text can be archived in the report
literature or a recognized data depository and referenced in the text (see Supplementary material
section).

Databases

Authors of manuscripts reporting nucleic acid sequences are encouraged to submit the relevant
data to the GenBank, EMBL, or DDBJ database, whichever is most convenient. The accession
number of the sequence should be provided in the manuscript. Details regarding submission can
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be obtained from the relevant database.

GenBank: gb-sub@ncbi.nlm.nih.goEMBL.: datasubs@embl-heidelberg.de DDBJ:
ddbjsub@ddbj.nig.ac.jp

Discussion

Limit the Discussion to giving the main contributions of the study and interpreting particular
findings, comparing them with those of other workers. Emphasis should be maintained on
synthesis and interpretation and exposition of broadly applicable generalizations and principles.
If the Discussion is brief and straightforward, it can be combined with the Results section.

References

The author is responsible for verifying each reference against the original article. Authors
wishing to use EndNote should select the style of the Canadian Journal of Physiology and
Pharmacology.

Citations within the text

Each reference must be cited in the text using the surnames of the authors and the year, for
example, (Walpole 1985) or Green and Brown (1990). If there are three or more authors, the
citation should give the name of the first author followed by et al. (e.g., Green et al. 1991). If
references occur that are not uniquely identified by the authors’ names and year, use a, b, c, etc.,
after the year, for example, Green 1983a, 1983b; Green and Brown 1988a, 1988b, for the text
citation and in the reference list.

Presentation of the list

References must follow the style used in current issues of the Journal. References must be listed
in alphabetical order according to the name of the first author and not numbered.

References with the same first author are listed in the following order. (i) Papers with one author
only are listed first in chronological order, beginning with the earliest paper. (ii) Papers with dual
authorship follow and are listed in alphabetical order by the last name of the second author. (iii)
Papers with three or more authors appear after the dual-authored papers and are arranged
chronologically.

The names of serials are abbreviated in the form given in the List of Journals Indexed for
MEDLINE (National Library of Medicine, National Institutes of Health, 8600 Rockville Pike,
Bethesda, MD 20894, USA; www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html). In doubtful cases, authors
should write the name of the serial in full. The Journal encourages the inclusion of issue numbers,
which  should be  placed in parentheses  after the  volume  number.

Uniform resource locators (URLS) or digital object identifiers (DOIs) are useful in locating
references on the Web, and authors are encouraged to include these; they should be added to the
reference in the reference list.

References to unpublished reports, private communications, and papers submitted but not yet
accepted are not included in the reference list but instead must be included as footnotes or in
parentheses in the text, giving all authors’ names with initials; for a private communication, year
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of communication should also be given. References to non-refereed documents (e.g.,
environmental impact statements, contract reports) must include the address where they can be
obtained.

Tables

Tables must be placed on separate pages after the reference list and numbered with Arabic
numerals in the order cited in the text. The title of the table should be a concise description of the
content, no longer than one sentence, that allows the table to be understood without detailed
reference to the text. Footnotes in tables should be designated by lowercase italic superscript
letters or by symbols (in the order *, 1, I, §, ||, 9, #). Descriptive material not designated by a
footnote may be placed under a table as a Note. Symbols such as * and **, denoting levels of
statistical significance, should be defined in conjunction with the actual values of the associated
test statistic.

Equations

Equations should be represented in true editable format, preferably using a math editor
(MathType); however, authors should insert simple inline equations in text without using
MathType. When inserting symbols from Word's "Symbol" palette, authors should use the
“normal text” or "symbol" fonts. Symbols should be inserted using MathType ONLY if they
cannot be found in the "Symbol" palette under one of those two fonts.

Figure captions

Figure captions should be listed on a separate page and placed after the tables. The caption should
informatively describe the content of the figure, without need for detailed reference to the text.

Appendices

An appendix should be able to stand alone, as a separate, self-contained document. Figures and
tables used in an appendix should be numbered sequentially but separately from those used in the
main body of the paper (e.g., Fig. Al, Table Al). If references are cited in an appendix, they must
be listed in an appendix reference list, separate from the reference list for the article.

Supplementary material

Supplementary material may consist of extra tables, figures (maps), detailed calculations, and
data sets that are not essential for understanding or evaluating the paper, and are not published
with the article in the print edition of the journal. Supplementary material should be submitted
with the article. During Web submission (ScholarOne), relevant files should be attached under
“Supplementary data.” Tables and figures should be numbered in sequence separate from those
published with the paper (e.g., Fig. S1, Table S1). The supplementary material should be referred
to in the printed article by footnotes.

Supplementary material will be available in its native file format on the journal Web site, via a
link from the Web page of the associated article.
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Illustrations

With the exception of fixing errors in figures, NRC Research Press will not be making any
editing changes or corrections to the figures submitted by the authors, including units or labels in
graphs. For the most part, figures will only be sized to fit appropriately within the layout of the
manuscript.

Unless specifically noted, the following applies to all Journals.

Manuscripts containing illustrations that ignore the following specifications will be returned to
the authors for appropriate revision prior to acceptance of the paper. See the electronic graphics
list at http://nrcresearchpress.com/page/authors/information/graphics for accepted file formats.
Each figure or group of figures should be planned to fit, after appropriate reduction, into the area
of either one or two columns of text. The maximum finished size of a one-column illustration is
8.6 cm x 23.7 cm (3.4 in. x 9.3 in.) and that of a two-column illustration is 18.2 cm x 23.7 cm
(7.2 in. x 9.3 in.). Component figures must be combined into one figure. The figures (including
halftones) must be numbered consecutively in Arabic numerals, and each one must be referred to
in the text and must be self-explanatory. All terms, abbreviations, and symbols must correspond
with those in the text. Only essential labelling should be used, with detailed information given in
the caption. If various degrees of grey shading are used, ensure that they are varied enough to
differentiate among them or you may need to also insert patterns over the greys (e.g., stippling,
hatching). Submission of noncontinuous (screened) photographs and scanned illustrations is not
acceptable, as moirés develop; a moiré is a noticeable, unwanted pattern generated by rescanning
or rescreening an illustration that already contains a dot pattern.)

Line drawings

All lines must be sufficiently thick (0.5 points minimum) to reproduce well, and all symbols,
superscripts, subscripts, and decimal points must be in good proportion to the rest of the drawing
and large enough to allow for any necessary reduction without loss of detail. Avoid small open
symbols; these tend to fill in upon reproduction. The same font style and lettering sizes should be
used for all figures of similar size in any one paper. Original recorder tracings of NMR, IR, ESR
spectra, etc., are not acceptable for reproduction; they must be redrawn.

Maps

Proper attribution must be given to the source of map data. Permission requirements can
generally be found on the website of the map source, and attribution information generally
appears on the bottom corner of the map. See attribution guidelines for Google Maps, for
example, at https://www.google.com/permissions/geoquidelines/attr-quide/. Please provide the
attribution information in the figure caption if it is not clearly visible on the map.
Maps must have very clear, bold patterns and must show longitudes and latitudes (or UTM
coordinates) and a scale, to ensure proper identification of study locations. On maps of Quebec,
the official name of municipalities must be used (e.g., Québec, Montréal, Clarke City) and
physical features must be in French (e.g., Lac Bienville) except for those that are considered of
pan-Canadian significance (see list below). Areas of pan-Canadian significance have an official
form in English and French (e.g., Atlantic Ocean and Océan Atlantique) and should appear in the
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language of the paper. Quebec (the province) must also appear in the language of the paper.
Names that should be presented in the language of the paper on a map of Quebec are as follows:
Lake Abitibi / Lac Abitibi

Anticosti Island / Tle d'Anticosti

Atlantic Ocean / Océan Atlantique

Chaleur Bay / Baie des Chaleurs

Hudson Strait / Détroit d'Hudson

James Bay / Baie James

Laurentian Mountains / Les Laurentides

Ottawa River / Riviére des Outaouais

Quebec (province) / Québec

Restigouche River / Riviére Ristigouche

Saguenay River / Riviére Saguenay

Saint John River / Riviére Saint-Jean

St. Lawrence River / Fleuve Saint-Laurent

Gulf of St. Lawrence / Golfe du Saint-Laurent

Lake Timiskaming / Lac Témiscamingue

Ungava Bay / Baie d'Ungava

Photographs

Photographs should be continuous tone, of high quality, and with strong contrast. Only essential
features should be shown. A photograph, or group of them, should be planned to fit into the area
of either one or two columns of text with no further reduction. Electron micrographs or
photomicrographs must include a scale bar directly on the illustration. Please do not use
magnification. The best results will be obtained if the authors match the contrast and density of
all figures arranged as a single plate.

Colour illustrations

Colour illustrations will be at the author’s expense. Authors must submit a Colour Authorization
Form with approval of the author or institution who will pay for the colour reproduction. Further
details on prices are available from the Journal Editorial Office.
Colour illustrations should use contrasting colours rather than colours very close in hue, or
differentiate similar colours by inserting patterns over the colours (e.g., stippling, hatching).
When a figure is to appear in colour online and in black and white in print, authors must supply
only a single colour version of the illustration (rather than one colour version and one black-and-
white version). The figure caption should provide a clear explanation of the figure whether the
figure is being viewed in the online or print version of the Journal (for example, instead of “the
red and blue symbols”, write “the red circles and blue squares”).

Structural drawings

Structures and schemes should be placed on separate pages (not within the text). Use of a
computer drawing program such as ChemDraw or ChemWindows is highly recommended.
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Single-width bold and broken lines are preferred to wedges for stereochemical notation; 12-pt
Helvetica font should be used for atom labels.

Graphical abstracts

Graphical abstracts are published as part of the Table of Contents. The graphical abstract may
consist of a small structural diagram, equation, or other informative drawing that serves to
illustrate the subject of the article. Authors should note that the maximum allowable size of the
final reproduction is 40 mm high by 85 mm wide without text (except necessary labels) and
should plan accordingly. The graphical abstract must be submitted in an electronic format.

Preparation of electronic graphic files

NRC Research Press prefers the submission of illustrations, figures, and other artwork (such as
multimedia) for accepted manuscripts in an electronic format and will use these electronic files
whenever possible to ensure accuracy, clarity, and the highest level of detail.

See the electronic graphics list at http://nrcresearchpress.com/page/authors/information/graphics
for accepted file formats.

Windows or Macintosh versions of True Type or Type 1 fonts should be used. Do not use
bitmap or nonstandard fonts.

All figures should be submitted at the desired published size. For figures with several parts (e.g.,
a, b, ¢, d, etc.) created using the same software application, assemble them into one file rather
than sending several files.

Remember that the more complex your artwork becomes, the greater the possibility for problems
at output time. Avoid complicated textures and shadings, especially in vector illustration
programs; this increases the chance for a poor-quality final product.

Bitmap (raster) files the proper resolution should be used when submitting bitmap artwork. The
minimum requirements for resolution are 600 dpi for line art, 1200 dpi for fine lines (line art with
fine lines or shading), 300 dpi for halftones and colour, and 600 dpi for combinations (halftones
with lettering outside the photo area).

All colour files submitted must be as CMYK (cyan, magenta, yellow, and black). These colours
are used in full-colour commercial printing. RGB graphics (red, green, and blue; colours
specifically used to produce an image on a monitor) will not print correctly.

Vector files are image files produced using elements such as lines and shapes. Typically these
files are used for line drawings.

Bitmaps inside vector files Bitmaps can be imported into vector/draw applications only for the
purpose of adding and overlaying information, lines, text, etc. Bitmaps should not be resized,
cropped, rotated, or otherwise manipulated after importing.

Multimedia files
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The Journal allows authors to incorporate audio and video clips into their paper; these are
published in the online version of the Journal, adding a dimension to the paper that cannot be
achieved in the printed version. For submission guidelines and accepted formats, see the List of
Accepted Graphic Files at http://nrcresearchpress.com/page/authors/information/graphics.
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