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RESUMO

A exposic¢ao prolongada a poluigdo atmosférica tem sido considerada um fator de risco
para diversas doengas. Nesse contexto, a pratica regular de exercicios fisicos nesses
ambientes pode apresentar efeitos adversos ao organismo ao aumentar o
metabolismo celular de quem pratica. O exercicio fisico acaba por acelerar a absorgéo
organica dos agentes nocivos presentes no ambiente atmosférico e, desta forma,
contribuir para os danos no organismo induzidos pela poluicdo do ar. O objetivo desse
estudo foi investigar os efeitos da inalagdo da fumaga gerada pela queima de
combustivel fossil sobre os parametros histopatolégicos, de estresse oxidativo e dano
em DNA no pulmdo de animais participantes de um programa de treinamento fisico
aerobio expostos a diferentes concentracbes de poluicdo ambiental. Para isso,
camundongos Swiss machos de 60 dias de idade foram expostos, em uma camara de
exposicao e inalagdo de poluentes, a diferentes concentragées de particulas de
exausta de diesel (DEP) S500, nas concentragdes de 500 ug/m3, 1.000ug/m? e
2.000ug/m?® e ao treinamento fisico aerdbio (5 sessdes semanais de 60 minutos em
esteira com a velocidade de 0,8-1,2 km/h). Ap6s 8 semanas experimentais os animais
foram eutanasiados, sendo coletados amostras de lavado broncoalveolar, sangue e
pulmdes, processados para analise dos parametros histopatoldgicos, producéo de
oxidantes celulares (2',7'-diclorodihidrofluoresceina, DCF e malondealdeido, MDA),
producao de antioxidantes (SOD, CAT e sistema glutationa), marcadores pré-
inflamatorios (TNF a, IL-1B e IL-6), Akt e avaliac&do de indice e frequéncia de dano em
DNA. Os resultados mostraram que quando comparado camundongos exercitados
com camundongos nado exercitados expostos as mesmas concentragdes de DEP, o
exercicio fisico ndo potencializou o processo de alargamento alveolar e espessamento
de septo, o qual pode causar redugao da capacidade respiratoria, ndo aumentou o
dano oxidativo em lipidio, reduziu a atividade proé-inflamatoéria da IL-1[3, e reduziu o
indice e frequéncia de dano em DNA. Os resultados do presente estudo indicam que
a exposi¢ao a ambientes poluidos aumenta a sensibilidade dos tecidos corporais as
alteracdes do sistema redox e promove dano em DNA, entretanto, essas alteragdes
sao dependentes das concentracbes de poluente no ambiente e ao tempo de
exposicao. Indicam ainda que o exercicio fisico aerébico nao potencializa o efeito da
poluicdo por DEP no metabolismo de camundongos e reduz o estado inflamatorio e
dano em DNA.

Palavras chave: Poluicao atmosférica; Material particulado; Particulas de exaustao
de diesel (DEP); Exercicio fisico; Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Prolonged exposure to air pollution has been considered a risk factor for several
diseases. In this context, the regular practice of physical exercises in these
environments can present adverse effects to the body by increasing the cellular
metabolism of those who practice. The physical exercise eventually accelerates the
organic absorption of the harmful agents present in the atmospheric environment and,
thus, contributes to the damages in the organism induced by the air pollution. The
objective of this study was to investigate the effects of inhalation of smoke generated
by fossil fuel burning on the histopathological parameters of oxidative stress and DNA
damage in the lung of animals participating in an aerobic physical training program
exposed to different concentrations of pollution environmental. For this purpose, 60
day old male Swiss mice were exposed to different concentrations of diesel exhaust
particles (DEP) S500 in an concentrations of 500 pg/m?3, 1.000 pg/m? and 2.000 ug/m?
in exposure chamber and inhalation of pollutants and aerobic physical training (5
weekly sessions of 60 minutes on a treadmill with a velocity of 0.8-1.2 km/h). After 8
experimental weeks, the animals were euthanized and samples of bronchoalveolar
lavage, blood and lungs were collected, analyzed for histopathological parameters,
production of cellular oxidants (2',7'-dichlorodihydrofluorescein, DCF and
malondealdehyde, MDA), antioxidant production (SOD, CAT and glutathione system),
proinflammatory markers (TNFa, IL-1B and IL-6), Akt, and evaluation of index and
frequency of DNA damage.The results showed that, when compared to mice exercised
with non-exercised mice exposed to the same concentrations of DEP, physical
exercise did not potentiate the process of alveolar enlargement and septal thickening,
which may cause reduction of respiratory capacity, did not increase oxidative damage
in lipid, reduced the proinflammatory activity of IL-13, and reduced the rate and
frequency of DNA damage. The results of the present study indicate that exposure to
polluted environments increases the sensitivity of body tissues to changes in the redox
system and promotes DNA damage; however, these alterations are dependent on
concentrations of pollutants in the environment and time of exposure. They also
indicate that aerobic physical exercise does not potentiate the effect of DEP pollution
on the metabolism of mice and reduces the inflammatory state and DNA damage.

Keywords: Air pollution; Particulate matter; Diesel exhaust particles (DEP); Physical
exercise; Oxidative stress.
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1 INTRODUGAO

Com o crescimento econdmico, a emissao antrdpica de gases e particulas
tende a intensificar-se progressivamente, levando ao aumento de sua concentragao
na atmosfera (Santana et al., 2012). O relatério da Organizagdo Mundial da Saude,
do inglés World Health Organization (WHO) publicado em maio de 2016 aponta que
mais de 80% das pessoas que vivem em areas urbanas que possuem monitoramento
da poluicio do ar estdo expostos a niveis que excedem os limites
estabelecidos. Embora todas as regides do mundo sejam afetadas pela poluicéo
atmosférica, as populagdes que residem em cidades de baixa renda sao as mais
impactadas (WHO, 2016).

Para o conselho nacional do meio ambiente, poluicdo atmosférica € qualquer
forma de matéria ou energia com intensidade e em quantidade, concentracdo, tempo
ou caracteristicas em desacordo com os niveis estabelecidos em legislagdo, e que
tornem ou possam tornar o ar improprio, nocivo ou ofensivo a saude, inconveniente
ao bem-estar publico, danoso aos materiais, a fauna e a flora ou prejudicial a
seguranga, ao uso e gozo da propriedade e as atividades normais da comunidade
(CONAMA, 1990).

Estudos relacionados a poluicdo atmosférica e a qualidade do ar crescem a
cada ano com o desenvolvimento de pesquisas que envolvem o conhecimento sobre
0s componentes nocivos a saude presentes no meio ambiente (Castro, Araujo e Silva,
2013).

Para Santana et al., (2012), identificar os principais contaminantes e efeitos
deletérios da poluicdo atmosférica constituem-se na referéncia basica para o
estabelecimento de padrées de qualidade do ar. Segundo Braga et al. (2002), os
poluentes atmosféricos sdo principalmente gases, (formados por substéncias gasosas
e vapores) e material particulado (formados por substancias sélidas e liquidas em
suspensao).

A WHO que tem como uma de suas principais atividades a definicado de
diretrizes gerais para a condugdo das politicas publicas nacionais de saude,
recomenda o monitoramento no controle de emissao de material particulado (MP) de
2,5 e 10 micra (MP25 e MP10), 0zbnio (Os), didoxido de enxofre (SO2), didéxido de
nitrogénio (NO2) e monédxido de carbono (CO), devido aos impactos que causam sobre

a atmosfera a vegetagéo, a saude humana, aos animais e aos materiais (WHO, 2005).
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Segundo Mills et al. (2009), os poluentes atmosféricos considerados potencialmente
prejudiciais a saude incluem MP, diéxido de nitrogénio, ozbdnio, didxido de enxofre e
compostos organicos volateis.

As emissdes de poluentes atmosféricos sdo classificadas em naturais e
antropogénicas (resultantes da atuagdo humana). As emissdes de fontes naturais s&o
oriundas de atividades vulcanicas, emissdo de metano pela digestdo dos animais,
liberagao de grande quantidade de dioxido de carbono pelos incéndios florestais e as
provenientes de fontes antropogénicas originam-se de emissdes de gases poluentes
pelas industrias, liberacdo de poeira pelas fabricas e madeireiras, queima de
combustiveis fosseis como o carvao e petréleo nas industrias, e, a emissdo de
diversos gases e particulas resultantes da combustdo de veiculos automotores
(Cavalcanti, 2010).

1.1 COMBUSTIVEIS FOSSEIS E POLUICAO ATMOSFERICA

Um dos principais fatores que contribuem para a poluicdo do ar é a combustao
de combustiveis fésseis (Guarieiro, Vasconcellos e Solci, 2011) sendo que, os mais
conhecidos sdo: gasolina, 6leo diesel, gas natural e carvdo mineral. A queima destes
combustiveis € usada para gerar energia e movimentar motores de maquinas,
veiculos e até mesmo gerar energia elétrica (no caso das usinas termoelétricas). Os
veiculos automotores e as atividades industriais estdo ligados diretamente a
problemas ambientais e de saude publica, uma vez que sao o0s principais
responsaveis pela presengca dos mais variados compostos na atmosfera (Castro,
Araujo e Silva, 2013).

O dleo diesel é utilizado principalmente em veiculos rodoviarios (automdéveis,
furgbes, Onibus e caminhdes) para transporte de cargas e de passageiros, em
pequenas embarcagdes, na industria, na geragao de energia, em maquinas para a
construgéao civil e agricolas, bem como nas locomotivas (Santana, 2015).

Em ambientes urbanos, a exaustado dos veiculos a diesel € uma importante
fonte de particulas de diferentes magnitudes de tamanho, classificadas como grossas,
finas e ultrafinas (Guarieiro, Vasconcellos e Solci, 2011). Particulas de escapamento
de diesel (DEP) sao particulas respiraveis ultrafinas com didametro médio <2,5 ym e

contém varios hidrocarbonetos mutagénicos e carcinogénicos (Arlt et al., 2003).
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A queima de diesel pode emitir particulas com conteudo composto de material
parcialmente queimado, matéria organica do combustivel e do 6leo lubrificante,
carbono elementar, sulfatos, mercaptanas, O6xidos metalicos, hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (HPA, nitro-HPA), compostos reduzidos de enxofre, entre
outros componentes (Corréa e Arbilla, 2008).

Os poluentes provenientes de emissdes veiculares podem ser divididos em
compostos regulamentados, tais como: monoxido de carbono (CO), dioxidos de
nitrogénio (NO2), hidrocarbonetos (HC), 6xidos de enxofre (SO2) e MP, e aqueles que
ainda ndo sao regulamentados tais como: compostos contendo carbonila,
hidrocarbonetos aromaticos leves, Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAS),
nitro-HPAs, 6xido nitroso (N20), aménia (NHs), formaldeido (HCHO), entre outros,
tendo alguns destes caracteristicas toxicas quando inalados pelo ser humano
(Santana, 2015).

Muitos compostos organicos volateis (VOC) séo classificados como
carcinogénicos, irritantes e toxicos para humanos (U.S. Environmental Protection
Agency, 2012), e tem sido associado a asma e outros sintomas de doencas
respiratorias (Paciéncia et al., 2016).

Os compostos regulamentados possuem recomendagdes quanto a adogao de
normas e padroes e valores expressos de sua concentragdo no ar, para oferecer
protecdo as condi¢gdes de saude da populagéo (Santana et. al., 2012).

Destacam-se como principais constituintes da queima de combustiveis fosseis
o CO, O3, MP, NO:2 e o diéxido de enxofre (SO2) (Santana, 2015).

O CO é um gas toxico, incolor, inodoro, que é produzido principalmente a partir
da combustdo incompleta de combustiveis que contém carbono oriundos de
processos industriais € nas emissdes veiculares (Giles e Koehle, 2014). Fontes
externas comuns de CO incluem os fumos de escape de automdéveis (gasolina e
diesel), equipamentos de combustado estacionaria como centrais de aquecimento,
fumaca de incéndios e os motores movidos a gas. Ao ar livre, as concentragdes sao
mais altas perto de escapamentos de carros, congestionamentos e cruzamentos
(CETESB, 2016).

O NOz2 é formado pela reagdo do 6xido de nitrogénio e do oxigénio presentes
na atmosfera (CETESB, 2016). As principais fontes de éxido nitrico (NO) e dioxido de
nitrogénio sdo os motores dos automoéveis, as usinas termoelétricas, industrias,

fogbes a gas, aquecedores que utilizam querosene (mais frequentes em regides frias)
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e o cigarro (Cangado, 2006). O dioxido de nitrogénio, na presenga de luz solar, reage
com hidrocarbonetos e oxigénio formando ozénio, sendo um dos principais
precursores deste poluente na troposfera. As principais fontes de emissao e
concentragdes de NOz2 se correlacionam com as areas com alta distribuicao geografica
dos principais aglomerados urbanos (Carlisle e Sharp, 2001).

O ozdbnio (O3) € um dos principais poluentes relacionando a qualidade do ar e
a saude humana (Querol et al., 2016), é um oxidante fotoquimico formado na
atmosfera por reagdes quimicas envolvendo poluentes organicos, Oxidos de
nitrogénio, oxigénio e luz solar (CETESB, 2016). Aproximadamente 97% da populagao
europeia esta exposta a niveis de O3 que excedem a orientacdo da WHO para a
protecao da saude humana (EEA, 2015). A ocorréncia de niveis mais altos do poluente
esta associada ao trafego urbano, instalagdes industriais e as ondas de calor durante
o verao (Querol et al., 2016).

O diéxido de enxofre (SO2) € um gas incolor, com forte odor, semelhante ao
gas produzido na queima de palitos de fésforos formado pela reagdo do oxigénio com
o enxofre contido nos combustiveis industriais (6leos combustiveis) ou automotivos
(6leo diesel e gasolina) (CETESB, 2016). Pode ser transformado a trioxido de enxofre
(SO3), que na presenca de vapor de agua, passa rapidamente a acido sulfurico
(H2S04) (Santana, 2015). E um dos principais responsaveis pela formagao da chuva
acida e pode reagir com outras substancias presentes no ar, formando particulas de
sulfato, que sao responsaveis pela reducao de visibilidade na atmosfera e contribuem
para a formagao de MP (CETESB, 2016). E oriundo de processos que utilizam queima
de 6leo combustivel, refinarias de petrdleo, veiculos a diesel, producédo de polpa de
celulose e papel e fertilizantes.

A polui¢cao por material particulado proveniente de fontes antropogénicas ou
naturais contém material biolégico, compostos orgénicos, hidrocarbonetos, aerossois
acidos e metais ligados a um nucleo de carbono (Veras, 2012). Sdo constituidas de
poeiras, fumacas e todo tipo de material sélido e liquido que se mantém suspenso na
atmosfera por causa de seu pequeno tamanho (Baird, 2002). Os didmetros das
particulas atmosféricas abrangem uma gama muito elevada de tamanhos, variando
de 1 nm a 100 ym. Além disso, essas particulas tém diferentes comportamentos,
propriedades fisicas e efeitos sobre o0 meio ambiente e sobre a saude humana

(Resende, 2007). Para Costa et al. (2014), MP entre 0,1 um e 1 ym de didmetro podem
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permanecer na atmosfera por dias ou semanas e, possuem longo alcance devido ao
transporte pelo ar.

Segundo Guarieiro, Vasconcellos e Solci (2011), o MP age como nucleo de
condensacgao de nuvens, podendo modificar o clima em escala local e global, afetam
a visibilidade atmosférica, podendo absorver ou espalhar a radiagdo solar, agindo
ainda como transportadoras de substancias poluentes para ecossistemas terrestres e
aquaticos.

A queima de combustiveis fdésseis, materiais asfalticos ou madeiras,
produzem as fumagas, que contém fuligem (particulas liquidas) e, no caso de madeira
e carvao, uma fragdo mineral (cinzas). S&o caracterizadas por particulas de diametro
muito pequeno (Resende, 2007).

O MP constituinte da queima de 6leo diesel apresenta uma estrutura bastante
complexa, a qual depende de varios fatores, como o tipo de maquina, do modo de
operacao além, da qualidade do dleo lubrificante e do préprio diesel utilizado. O MP
produzido por uma maquina diesel consiste, basicamente, de aglomerados de nucleos
de carbono, de hidrocarbonetos, SO3s ou acido sulfurico, e agua, adsorvidos ou
condensados sobre esses nucleos carbdnicos (Braun, Appel e Schmal, 2003).

Atualmente, em algumas cidades brasileiras o controle do MP é feito pelo
monitoramento das particulas totais em suspensdo, da fumacga e do particulado
inalavel, entretanto, a legislagdo brasileira ainda ndo estabeleceu padrbes para as

particulas respiraveis, de didmetro inferior a 2,5 ym (CETESB, 2016).

1.2 EFEITOS BIOLOGICOS DA INALAGAO DA FUMACA DA QUEIMA DE
COMBUSTIVEIS

Os gases e particulas proveniente da fumaga da queima de combustiveis
fosseis, tém efeitos comprovados na saude humana e no meio ambiente, razdo pela
qual sao considerados poluentes atmosféricos (Santana et. al., 2012). Quando
absorvidos isoladamente ou em associagdo pelo organismo esses elementos
comprometem a saude humana. A poluicdo do ar tem sido associada a doencas
cardiovasculares, doencas isquémicas do coracdo, cancer e o desenvolvimento de

doengas respiratorias, incluindo infec¢des respiratorias agudas e doengas pulmonares
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obstrutivas crénicas (Cheng, Tsai e Yang, 2009; Chiu e Yang, 2009; Beckerman et al.,
2012; WHO, 2014; Oliveira et al., 2014).

Para Costa et al (2014), a poluigao do ar pode influenciar diferentes elementos
da funcdo cardiaca: sistema nervoso autbnomo, substrato miocardico e
vulnerabilidade miocardica. Um desequilibrio na funcéo do sistema nervoso autbnomo
€, por exemplo, refletido por mudancgas na variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC).
Alteragcdes no substrato miocardico compreendem lesao miocardica, isquemia ou
hipertrofia. Isso pode levar ao aumento da morbidade e, posteriormente, a eventos
cardiacos fatais. A vulnerabilidade miocardica reflete o conceito de que algumas
pessoas tém maior probabilidade de apresentar resultados adversos, como arritmias
cardiacas ou isquemia transitoria. A exposicdo a longo prazo esta associada a
impactos adversos para a saude, como sintomas respiratorios, aumento da morbidade
e mortalidade (Hoek et al., 2013).

Os principais efeitos biologicos a saude humana da inalagdo de fumaga séo
oriundos do monoxido de carbono, o 0zbnio, o MP, o diéxido de nitrogénio (NO2) e 0
diéxido de enxofre (SOz2). Segundo Giles e Koehle (2014), o mondxido de carbono
exerce um efeito toxico e tem uma afinidade de 210-240 vezes maior para a
hemoglobina (Hb) em comparag&o com o O2. Aproximadamente 80-90% de monoxido
de carbono absorvido durante a respiracdo liga-se com a Hb para formar
carboxihemoglobina (COHb), que reduz a capacidade de transporte de O2 do sangue
(Guarieiro, Vasconcellos e Solci, 2011), levando a hipdxia tecidual e esta associado
com a mortalidade por infarto do miocardio (Castro, Araujo e Silva, 2013). A exposigéo
ao monoxido de carbono também pode resultar em um ambiente celular pré-oxidante,
bem como afetar os componentes da cadeia respiratéria mitocondrial, o que leva, a
uma producao de energia atenuada, causando lesdo ou disfungao celular (Giles e
Koehle, 2014).

O didxido de nitrogénio é um poluente que causa irritabilidade aos olhos, nariz
e mucosas. Além desses problemas de irritabilidade, o NO2 provoca uma série de
graves doencgas respiratérias como enfisema pulmonar, bronquites, traqueites e em
casos mais graves, cancer (Castro, Araujo e Silva, 2013). Além dos efeitos diretos a
saude, o dioxido de nitrogénio também esta relacionado a formag¢ao do ozénio e da
chuva acida (CETESB, 2016).

Estudos realizados por Vieira et al. (2011) em criangas da zona urbana de Séo

Paulo, Brasil, mostram que os niveis de NO2 presentes no ar provocam sintomas
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tipicamente associados a doencas respiratérias. Toda a populagdo estudada
apresentou sibilo, ruido semelhante a um assobio agudo caracteristico da asma, em
alguma etapa do estudo realizado. Neste estudo constatou-se que 45,8% dos casos
tiveram uma evolugao para o diagndstico de asma.

O ozbénio (O3) € um gas desagradavel, e embora auxilie na redugédo da
radiacdo solar, pode ser prejudicial a saude (Fernando, Hall, e Jha, 2006). Pode
causar irritacdo do nariz e garganta, tosse, chiado, falta de ar, e uma incapacidade de
respirar fundo devido a dor toracica subesternal ou constrigao (Carlisle e Sharp, 2001).
Hazucha, Bates e Bromberg (1989), sugerem que a inalagdo de Os estimula os
receptores localizados nas camadas do musculo liso das vias aéreas superiores e que
a contracdo da musculatura inspiratoria € limitada. O efeito liquido no pulmao humano
€ a inibicdo involuntaria de plena inspiracdo, redugao da pressao transpulmonar,
capacidade inspiratoria e aumento da resisténcia ao fluxo. Had uma diminuicdo nas
taxas de associado expiratéria maxima de fluxo e capacidade vital acompanhadas de
dor subesternal e tosse. A diminuicdo do volume corrente e aumento da frequéncia
respiratoria associada a exposi¢gao O3 causa hiperventilagao relativa (Carlisle e Sharp,
2001). Altas temperaturas podem agravar ainda mais o impacto negativo de O3 sobre
a func&o pulmonar (Cheng et al., 2014).

Estudos de séries temporais da WHO atribuem ao ozdnio o aumento da
mortalidade diaria na faixa de 0,3 a 0,5% para cada 10 yg/m3 nas concentragbes
médias de 8 horas a partir de 70 yg/m? (WHO, 2005).

O diéxido de enxofre em baixas concentragdes, pode provocar espasmos dos
musculos lisos dos bronquiolos pulmonares, e, em altas concentracbes, causa
aumento da secrecdo na mucosa das vias aéreas superiores, provocando inflamagao
intensa nessa regido (CETESB, 2016). Para Carlisle e Sharp (2001), os sintomas
associados a asma sao exacerbados pelo SO2. Asmaticos sdo geralmente dez vezes
mais sensiveis ao SO2 do que os nao-asmaticos (Greenberg et al., 2016),
especialmente quando no exercicio. Além disso, o SO2 apresentou uma relagdo com
mortes por infarto do miocardio na cidade de Sao Paulo (Sharovsky, Lam e Jaf, 2004).

O material particulado afeta a saude humana de varias maneiras, podendo
gerar irritacdo dos olhos e das vias respiratérias, redugdo da capacidade pulmonar,
reducao da performance fisica, agravamento de doengas cronicas do aparelho

respiratorio, dentre outras (WHO, 2003). Por meio da respiragdo, as particulas
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alcancam desde as narinas até os alvéolos pulmonares, provocando processos
inflamatorios que debilitam o sistema respiratério (CETESB, 2016).

Dependendo do seu tamanho, as particulas podem se instalar em diferentes
regides do sistema respiratério. As particulas inalaveis grossas (fragado inalavel) sao
as que possuem o didmetro entre 2,5 e 10 ym (MP25e MP10) e as particulas finas ou
respiraveis (fracdo toracica) sdo as inferiores a 2,5 ym (MP25) (Guarieiro,
Vasconcellos e Solci, 2011).

Conforme COMEAP (1995), das diferentes faixas de tamanho do material
particulado, as particulas grossas sao menos prejudiciais a saude humana, pois
sedimentam rapidamente, reduzindo a exposi¢gdo humana por inalagdo. Quando
inaladas, sao filtradas nos pelos do nariz ou retidas na garganta, entretanto, por se
acumularem nas vias aéreas superiores, em pessoas com deficiéncia respiratoria
geram problemas como a asma. As particulas finas, de diametro inferior a 2,5 pm,
chegam aos brénquios e aos alvéolos pulmonares (Castanho, 1999) e possuem maior
capacidade de adsorver e transportar poluentes com efeitos toxicos e carcinogénicos
até o trato respiratério, tais como metais toxicos (Quitério et al., 2004), além de
moléculas orgéanicas de grandes dimensdes e baixas pressbes de vapor, onde podem
reagir ou catalisar reagdes bioquimicas (Baird, 2002).

Particulas de exaustido de diesel s&o os principais componentes de materiais
particulados ambientais, incluindo hidrocarbonetos poliaromaticos (PAHs), metais
pesados e materiais gasosos. Muitos estudos epidemioldgicos, clinicos e toxicoldgicos
mostraram que particulas ambientais, incluindo DEP, estdo associadas a disturbios
respiratorios, como asma, rinite alérgica e cancer de pulmao (Donaldson et al., 2005;
Laks et al., 2008; Park et al., 2011).

Pesquisadores europeus e americanos conduziram varios estudos baseados
de coorte para examinar a relagado potencial entre o MP e o cancer de pulmao e
encontraram uma associagao positiva entre a MP e a mortalidade por cancer de
pulméo (Li e Gao, 2014). Particulas de exaustdo de diesel (DEP) foram classificados
como carcinogénicos para seres humanos pela Agéncia Internacional de Pesquisa
sobre Cancer (IARC, 2014). Como mostra a Figura 1, existem varios mecanismos
potenciais pelos quais o MP pode influenciar a saude pulmonar, tais como
citotoxicidade induzida por estresse oxidativo, geracao de radicais livres de oxigénio,
mutagenicidade ou dano oxidativo ao DNA, e estimulagao de fatores pré-inflamatérios

(Valavanidis, Fiotakis, Vlachogianni, 2008).
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Inalagio de particulas Particulas

<5 pm de diametro 5-10 pm de diametro =10 pm de didmetro

Particulas podem aderir a Alvéolos Tragueia Brinquios Passagem nas_al
superficie de: 4

| Particulas menores podem causar
maior dano aos pulmdes

v

Geracdo de radicais Ativacao de NF kB, aumentou
livres de oxigénio e a liberacéo de citocinas pro-
dano oxidativo em DNA inflamatdrias e diminuiu a

funcéo imune

Cancer de pulmio

Figura 1 - Como o material particulado afeta os pulmdes e pode levar ao cancer de pulmao. Extraido
e traduzido de: Li e Gao 2014. Epidemiologic studies of particulate matter and lung cancer. Chin J
Cancer.

Os efeitos adversos do MP sdo mais notados em criangas, idosos e em
pessoas que sofrem de doengas respiratorias e cardiovasculares (Stoji¢ et al., 2016).
Nestas pessoas, ha um agravamento do quadro de saude por meio de infecgdes mais
graves como bronquites, pneumonias, asma, cancer, podendo ainda levar a morte
(CETESB, 2016).\

As orientacbes da WHO de maio de 2016 indicam que, ao reduzir o material
particulado (MP10) de 70 ug/m? para 20 ug/m?3, as mortes relacionadas com a polui¢ao
do ar poderiam ser reduzidas em cerca de 15% (WHO, 2016). Segundo Hamra et al.
(2014), a poluigdo do ar é uma mistura complexa que contém varios carcinébgenos
conhecidos e tem sido associada ao aumento do risco de cancer de pulmao em muitos
estudos nos ultimos 50 anos. Conforme American Cancer Society (2017), estima-se
que 5% de todas as mortes por cancer de pulmao podem estar relacionadas a poluigao

do ar ambiente.
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Em um estudo realizado por Araujo et al. (2008) para comparar os efeitos proé-
aterogénicas de particulas ambientais de 0,18 pm (particulas ultrafinas) com
particulas de 2.5 ym em camundongos, constataram que as extensdes das lesbdes
vasculares encontradas nos diferentes grupos de animais sugerem uma redugao na
capacidade anti-inflamatéria do HDL induzida pelo material particulado. ldentificaram
ainda um aumento de 55% nas lesdes ateroscleréticas em aortas quando comparado
as particulas ultrafinas com o ar filtrado, e, um aumento de 25% quando comparado
as particulas ultrafinas com as particulas finas, o que sugere que as particulas mais

pequenas sdo mais pro-aterogénicas.

1.3 IMPLICACOES DA INALACAO DA FUMAGA DA QUEIMA DE COMBUSTIVEIS
DURANTE A REALIZACAO DE EXERCICIO FiSICO

A pratica regular de exercicios fisicos tem sido reconhecida como um dos
elementos indispensaveis para a promocdo da saude humana, reduzindo a
mortalidade, o risco de doencgas cardiovasculares, cancer e diabetes (Johnsen et al.,
2013). Proporciona adaptagbes do sistema respiratorio, aumento na taxa de
ventilagdo e broncodilatagdo que ultrapassa o periodo de exercicio (Scichilone et al.,
2010). Entretanto, o ambiente em que essa pratica se desenvolve pode comprometer
os possiveis beneficios atribuidos ao exercicio, uma vez que o exercicio fisico eleva
o0 metabolismo celular e concomitantemente promove alteragdes na respiragao que
amplia a captacédo de ar inalado. Portanto, conforme Florian (2016) € de interesse
cientifico e de saude publica entender se os efeitos respiratérios do exercicio fisico
sao modificados quando é realizado em um ambiente urbano altamente poluido.

Segundo Giles e Koehle (2014), durante o exercicio fisico submaximo, a
respiracdo muda de predominantemente de nasal para oral o que faz com que o
sistema de filtragdo nasal passe a ser ignorada, aumentando potencialmente a dose
de poluentes e promovendo efeitos nocivos a saude. Carlisle e Sharp (2001) citam
trés razdes pelas quais os atletas possuem risco especial ao inalar poluentes durante
o exercicio fisico. Em primeiro, ha um aumento proporcional na quantidade de
poluentes inalados com o aumento da ventilagédo durante o exercicio; em segundo,
uma fragdo maior de ar € inalada pela boca durante o exercicio, evitando eficazmente

0S mecanismos nasais normais para a filtragdo de particulas grandes e vapores
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soluveis, e em terceiro, 0 aumento da velocidade do fluxo de ar transportado direciona
os poluentes para os espagos mais profundos do trato respiratério.

O relatério do COMEAP (1995) reconhece que o exercicio fisico pode ter um
efeito variavel na deposicao de particulas, dependendo do tamanho de particula e
padrao de respiracéo, porém, é possivel que pelo aumento da velocidade de fluxo de
ar, os poluentes nao sejam depositados, mas, simplesmente exalados.

Carlisle e Sharp (2001) afirmam que exercicios extenuantes em ambientes
préximos ao trafego pesado por 30 minutos podem aumentar o nivel de COHb até 10
vezes, 0 que é o equivalente a fumar 10 cigarros. Giles e Koehle (2014) afirmam que
a hipdxia tecidual, induzida pela COHb pode ser detectada pelo sistema nervoso
central e estimular os centros respiratorios a aumentar a ventilagao (VE). Para os
autores, apds a administracdo de mondxido de carbono, a VE nao parece ser afetada
durante o exercicio de baixa intensidade, porém, em exercicios de intensidade mais
elevados (acima do limiar de lactato) a VE aumenta exponencialmente, e, quanto
maior for o percentual de COHb, mais elevada a VE para a mesma taxa de trabalho.
O aumento da VE e do percentual de COHb associada a exposicdo ao mondxido de
carbono pode dar inicio a um ciclo vicioso que pode aumentar ainda mais a VE e o
percentual de COHb. Para haver essas mudancas na VE, € necessario um aumento
nos niveis de COHb entre 11% e 20%, o que equivale ao percentual de COHb dos
fumantes e exigiria a exposi¢ao a concentragdes de 120 ppm (Giles e Koehle, 2014).

Para Carlisle e Sharp (2001), com o aumento nos niveis de CO na corrente
sanguinea, menos O:2 é liberado da hemoglobina para mioglobina, fazendo com que
0 coragado eleve a frequéncia na tentativa de compensar a falta de oxigénio no
musculo. Um estudo realizado por Schelegle e Adams (1986) com dez atletas de
endurance altamente treinados que foram expostos de forma aleatéria ao ar filtrado,
e de 0,12, 0,18 e 0,24 ppm de O3 durante a execu¢ado de um protocolo de simulagao
competitiva de uma hora em uma bicicleta ergométrica, constatou que todos os atletas
completaram o protocolo, quando expostos ao ar filtrado, porém, trés atletas que
foram expostos ao O3 ndo completaram o protocolo. Foi observado um aumento
significativo na incapacidade de completar o protocolo de exercicio com o0 aumento da
exposicdo Oz quando comparado com ar filtrado. Houve também um decréscimo
significativo e progressivo da fung¢ao pulmonar.

De acordo com Giles e Koehle (2014), os efeitos do O3z na fungao pulmonar

nao sao diferentes se a exposi¢cao ocorre por via oral em comparagao com oral/nasal
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ou por via nasal. No entanto, prejuizos na fungédo pulmonar s&o significativamente
maiores com o0 aumento no numero de ventilagdes ao se exercitar comparados com
ventilagbes normais. A dose de O3z (concentragao, VE, tempo) desempenha um papel
importante na fungao do pulmao durante a pratica de exercicios. Para Carlisle e Sharp
(2001), a exposicdo elevada ao Os pode causar nauseas, dor de cabega e
anormalidades da fungdo pulmonar, e, a gravidade dos sintomas geralmente s&o
aceleradas pelo exercicio fisico.

Em um estudo realizado por Volpino et al. (2004) para avaliar o impacto da
poluicdo atmosférica relacionada com o trafego veicular na fungédo respiratoria e
cardiovascular entre os policiais de transito em uma grande cidade italiana os
pesquisadores constataram que a exposi¢cao cronica a poluicdo do trafego pode
reduzir a resisténcia ao esforco fisico e aumentar o risco de alteragdes
cardiovasculares e respiratorias.

Giles, Carlsten e Koehle (2012), realizaram um estudo com o objetivo de
determinar o efeito na funcdo pulmonar e cardiorrespiratéria da exposicao pré-
exercicio ao escape de diesel no desempenho em uma prova de ciclismo de 20 km.
O estudo contou com a participacéo de oito homens treinados, expostos previamente
a 60 minutos ao ar filtrado ou ao escape de diesel (concentragdo de 300 ug/m? de MP
2,5) seguido de uma prova de tempo de ciclismo de 20 km. Constataram que uma
exposicdo de 60 minutos ao escape de diesel antes do exercicio atenuou
significativamente a broncodilatagdo induzida pelo exercicio e aumentou
significativamente a frequéncia cardiaca durante o exercicio. A exposigao pre-
exercicio ao escape de diesel n&o prejudicou significativamente o tempo de ciclagem
de 20 km.

Daigle et al. (2003), avaliaram a deposicao total de particulas ultrafinas de
carbono em 12 individuos saudaveis (6 do sexo feminino, 6 masculino) em repouso e
apods exercicio, utilizando um sistema de exposicdo de bocal. Constataram que o
diametro médio das particulas foi de 26 nm com desvio padrao de 1,6 e que a fragao
de deposicdo numérica aumentou a medida que o tamanho de particula diminuiu. Nao
foram observadas diferengas entre os géneros. Quando comparado repouso com
exercicio, o numero total de particulas depositadas foi mais de 4,5 vezes maior
durante o exercicio devido ao aumento combinado da fracdo de deposicdo e

ventilagdo minuto. A deposicdo fracionada de particulas ultrafinas durante a
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respiracdo bucal é alta em individuos saudaveis e aumenta ainda mais com o
exercicio.

Vieira et al. (2012) realizaram um estudo com o objetivo de investigar os
efeitos de 5 semanas de exercicio aerébico em associacdo com a exposi¢cao a
particulas oriundas da combustdo de motor a diesel, onde constataram que a
instilacdo das particulas de diesel aumentou a liberagdo de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (ERO e RNS) pulmonar, sugerindo que a exposig¢ao a poluigao
do ar pode levar a um aumento da producéo de radicais livres. ldentificaram ainda
que, o0 exercicio aerobio inibe a inflamag¢ao pulmonar, liberagdo de citocinas pro-
inflamatdrias sistémicas e os niveis pulmonares de estresse oxidativo e nitrosativo.

Florian (2016) realizou um estudo com objetivo de desencadear os efeitos
agudos da poluigao atmosférica relacionada ao transito e avaliar o impacto da pré-
exposicado ao exercicio fisico sobre os resultados respiratorios. Constatou que
pessoas saudaveis apos a realizacdo de exercicio fisico, mesmo em ambientes
altamente poluidos, experimentam um aumento agudo na fungdo das vias aéreas
respiratorias superiores que permanece significativo ao longo de varias horas. No
entanto, os individuos, independentemente da realizagado de exercicio fisico, sofrem
uma queda aguda na funcdo das vias aéreas respiratorias superiores e inferiores apés
um aumento das concentragcbes de material particulado superior a 2,5 micron.
Contudo, relatou que o exercicio fisico pode diminuir o impacto negativo imediato e
retardado das altas concentracées de MP nas vias respiratorias.

Em um grande estudo de coorte dinamarqués com 52.061 participantes,
(48%) homens e (52%) mulheres, com idade entre 50 e 64 anos, Andersen et al.,
(2015) examinaram se os beneficios da atividade fisica sobre a mortalidade sao
moderados pela exposi¢cdo a longo prazo a altos niveis de poluicdo do ar em um
ambiente urbano. Utilizaram informagdes sobre a exposigéo individual ao NOz2 relativa
ao enderego dos participantes durante 35 anos. Constataram que a atividade fisica
externa (ciclismo e jardinagem) em areas com alta poluicéo do ar pode moderar, mas
nao reverter, os beneficios da atividade fisica na mortalidade respiratdria: os efeitos
adversos dos poluentes adicionais inalados ao longo do tempo n&o superam os
beneficios da atividade fisica. Segundo Florian (2016), muitos estudos
epidemioldgicos avaliaram os efeitos respiratérios agudos dos poluentes do ar apenas
em subpopulagdes suscetiveis, contudo, questiona se os resultados desses estudos

podem ser transferidos para individuos saudaveis.
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Um estudo para examinar se o exercicio habitual modificaria os efeitos da
poluicdo do ar sobre a mortalidade Wong et al. (2007), encontraram efeitos
significativos da poluicdo do ar ambiente (NO2, MP10 e O3) sobre a mortalidade de
individuos da cidade de Hong Kong que nao realizavam exercicio. Os resultados deste
estudo fornecem evidéncias de que o exercicio habitual pode prevenir morte
prematura atribuivel a poluicéo do ar.

Matt et al. (2016) realizaram um estudo com individuos adultos saudaveis e
constataram que apos realizar exercicio fisico mesmo em ambientes altamente
poluidos, ha um aumento agudo na fungao das vias aéreas respiratérias superiores o
qual permanece significativo ao longo de varias horas apdés a realizagdo do
exercicio. Observaram ainda que independentemente da realizacdo de exercicio
fisico ha uma queda aguda na funcao das vias respiratorias superiores e inferiores
depois do aumento das concentracdes de particulas de MP25, MP10. No entanto,
relatam que o exercicio fisico poderia diminuir o impacto negativo imediato e retardado
de altas concentragdes de material particulado nas vias aéreas respiratorias e
sugerem que o aumento do fluxo das vias aéreas durante o exercicio fisico conduz a
deposi¢ao por meio de impactagdo na regido nasofaringea, ndo sendo capaz de
interferir com os efeitos do exercicio fisico nas vias aéreas superiores e inferiores.

Varios mecanismos para explicar a relagdo entre exercicio e inflamacgao das
vias aéreas tém sido explorados em modelo animal. Por exemplo, camundongos
exercitados demonstraram ter expressao reduzida de citocinas proé-inflamatérias T
helper (Th)-2, reducdo da ativagao do fator de transcrigédo inflamatéria NF-kB (Pastva
et al. 2004) e mudangas epigenéticas que podem ocorrer em resposta ao exercicio
fisico podem levar a uma redugao da inflamagéo (Horsburgh et al. 2015).

Além disso ha evidéncias crescentes de que quaisquer efeitos prejudiciais
respiratorios da exposigdo aguda ao escape de diesel sdo atribuiveis mais ao seu
conteudo particulado, em particular, as pequenas particulas (UFP) em detrimentos
das maiores (MP25 — MP10) (Abe et al., 2.000; Penttinen et al., 2001; Li et al., 2003;
WHO, 2005; Chiu e Yang, 2009; Cheng et al., 2014; Costa et al., 2014). Além das
particulas grossas (2,5 a 10 ym de diametro), a exaustdo do diesel contém em
numeros muito maiores, a UFP (<0,1 um de didmetro). Esta bem documentado que a
inalagdo de poluentes do ar causa danos oxidativos e inflamagdao no sistema
respiratorio, resultando em obstrucao das vias aéreas e redug¢ao do volume expiratorio
forcado (FEV) (Rundell, 2012; McKenzie, 2012).
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Em um estudo experimental para investigar as interagdes entre os efeitos de
curto prazo da poluicdo do ar e o exercicio fisico na fungdo pulmonar Kubesch et al.
(2015), constataram que o exercicio fisico em individuos saudaveis aumenta o volume
expiratorio forgcado, capacidade vital forcada (CVF) e o fluxo expiratorio forcado
(FEF) mostrando que os beneficios do exercicio fisico superam os riscos relacionados
a exposicao a poluigao do ar. Essa descoberta é consistente com outros estudos que
investigam os efeitos da poluicdo do ar sobre a saude combinados com curtos
periodos de exercicio fisico (Strak et al., 2010; Giles, Carlsten e Koehle 2012;
Weichenthal et al., 2012; Jarjour et al., 2013).

Segundo Tainio et al. (2016), o ciclismo e caminhada devem ser promovidos
na maioria dos ambientes, sendo contraindicado apenas em um pequeno numero de
cidades do mundo, onde o exercicio ao ar livre pode levar a um aumento do risco a

saude devido ao elevado nivel de PM2s.

1.4 EFEITOS INFLAMATORIOS E OXIDATIVOS DA INALACAO DE DEP

As espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo encontradas em todos os sistemas
biolégicos e tém origem no metabolismo do oxigénio molecular. O oxigénio sofre
reducdo univalente ou bivalente, com respectiva produgdao de anion superoxido e
peréxido de hidrogénio e que, dependendo do estado redox, produz a forma mais
reativa e deletéria as biomoléculas, o radical hidroxila (Halliwell e Guteridge, 1989).

ERO séao radicais livres gerados fisiologicamente durante a fosforilagdo
oxidativa, desempenhando varios papéis fisioldgicos, e sdo removidos rapidamente
do corpo, sendo que, sua persisténcia pode causar disfuncdo e morte celular
(Rahman, Biswas e Kode, 2006). Segundo Halliwell e Gutteridge (1989), radicais livres
de oxigénio sdo moléculas ou fragmentos moleculares reativos que contém um elétron
nao pareado em seu orbital mais externo. Tendem a extrair elétrons de outras
moléculas para alcancar um estado quimicamente mais estavel.

Nas células n&o fagociticas, as mitocondrias sdo a principal fonte de ERO,
mas o reticulo endoplasmatico liso e os microssomas também podem produzir radicais
livres (Halliwell, 1991). Niveis fisiolégicos moderados de ERO s&o importantes para
modular fungdes celulares como apoptose, expressao génica, transdugao de sinal e

defesa contra patogenos. (Halliwell e Grutteridge, 1989).
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Um desequilibrio entre a geragdo de ERO e defesas antioxidantes leva a uma
condicdo negativa conhecida como estresse oxidativo no qual antioxidantes celulares
sao insuficientes para manter ERO abaixo de um limiar téxico devido a produgao
excessiva de ERO e/ou perda de defesas antioxidantes celulares (Kinnula et al.,
2005).

As principais espécies reativas de oxigénio sdo os radicais livres, anion
superoéxido (02*) e radical hidroxila (HO™), e algumas espécies nao-radicais como o
peroxido de hidrogénio (H202), mensageiro secundario na transdugao de sinal intra e
extra-celular; o acido hipocloroso (HOCI), agente oxidante produzido por neutrofilos e
o oxigénio singleto ('Oz2), uma forma altamente reativa do oxigénio (Barreiros e David,
2006).

Mecanismos de defesa contra oxidantes envolvem sistemas antioxidantes
enzimaticos e nao enzimaticos. As principais enzimas antioxidantes incluem a
superoéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx), que
sao ativadas normalmente durante o metabolismo celular, porém, suas atividades
podem aumentar em fungcdo da presenca de ROS. A SOD esta presente na matriz
mitocondrial (Mn-SOD), no citosol (CuZn-SOD) e no meio extracelular (Rahman,
Biswas e Kode, 2006). Constitui a primeira linha de defesa enzimatica contra a
producgao intracelular de radicais livres, catalisando a dismutacédo do anion superoxido
para perdxido de hidrogénio que € entdo convertido em agua pela catalase e glutationa
peroxidase (Hollander et al., 2000). A catalase € uma proteina de 240 kDa que exerce
sua fungdo antioxidante reduzindo peroxido de hidrogénio produzido pela SOD
(Rahman, Biswas e Kode, 2006). Na reacao sao formados dois produtos, oxigénio
molecular e agua (Chance et al., 1979). Esta proteina esta localizada, principalmente,
no peroxissoma, entretanto, outras organelas como as mitocéndrias podem conter
atividade da CAT. No pulmdo, é encontrada principalmente em macréfagos,
pneumacitos e fibroblastos pulmonares (Rahman, Biswas e Kode, 2006).

A GPx é uma enzima selénio-dependente que catalisa a reducao do peréxido
de hidrogénio e hidroperoxidos organicos para agua e alcool, usando a glutationa
como doador de elétrons. A GPx esta localizada tanto no citosol quanto na matriz
mitocondrial (Miyamoto et al., 2003). No tecido pulmonar normal, € produzida
principalmente pelas células epiteliais bronquicas e macréfagos alveolares. Sua
principal fungao é proteger as células epiteliais alveolares contra o estresse oxidativo,
como o dano pulmonar induzido por hiperéxia (Rahman, Biswas e Kode, 2006).
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O sistema de defesa antioxidante n&do enzimatico € constituido por
antioxidantes hidrossoluveis que incluem glutationa, acido ascorbico, acido urico e
antioxidantes lipossoluveis que incluem alfa-tocoferol, ubiquindis e carotendides.
Proteinas extracelulares ligantes de ferro e cobre (como a albumina, transferrina,
lactoferrina, ferritina, haptoglobina e ceruloplasmina) também exercem efeitos
antioxidantes por inibir as reagdes de Fenton e Haber Weiss (Barreiros e David, 2006).

O estresse oxidativo também é responsavel pela estimulagédo de varias vias
de sinalizacao celular, o que pode resultar na adaptacao das células levando a uma
melhor resisténcia ao estresse. Relacionado a isso, os efeitos do exercicio fisico
regular no estado oxidante/antioxidante tém sido estudado, e uma regulagéo positiva
dos mecanismos relacionados pela elevacdo dos fatores transcricionais de varias
enzimas antioxidantes foi encontrada em alguns tecidos (Radak et al., 2001; Siu et al.,
2011).

O estresse causado pelo exercicio fisico regular pode ser responsavel por
diversas modificagdes locais e sistémicas que levam a adaptagao do organismo. Duas
hipéteses principais podem ser consideradas para explicar esta afirmacido: uma
diminuicdo na producgédo de ERO e/ou um aumento na protegdo antioxidante (Soares
et al., 2015). O aumento do estado de estresse oxidativo induzido pelo exercicio fisico
pode variar de acordo com as caracteristicas do exercicio, como intensidade, tempo
e frequéncia (Fisher e Bloomer 2009).

Os beneficios relacionados a saude do exercicio fisico regular sao
amplamente descritos na literatura. Alguns dos principais mecanismos estédo
relacionados a prevencdo de danos ao DNA envolvidos em diversas doengas
generativas e no processo de envelhecimento (Soares et al., 2015). Embora diferentes
perspectivas e mecanismos tenham sido propostos para explicar a ocorréncia de
mutacdes no DNA, é possivel que o estresse oxidativo desempenhe um papel
importante no dano ao DNA relacionado ao exercicio (Mergener et al., 2009). E
amplamente descrito que o exercicio crénico reduz o estresse e os danos oxidativos,
tanto pela diminuicdo da producdo de ERO como pelo aumento da capacidade
antioxidante, além de melhorar a eficiéncia das mitocondrias em varios 6rgaos e
sistemas (Ascensao et al. 2003).

Segundo Soares et al. (2015), a diminuicdo do dano oxidativo associado ao
treinamento fisico pode ser explicada por um aumento na eficiéncia antioxidante e

metabdlica, o que possivelmente evita a estimulagdo da atividade enzimatica do



33

reparo do DNA. Isto posto, postula-se que o exercicio possa diminuir o dano em DNA,
reduzindo o risco de desenvolvimento de mutagdes celulares associadas a varias
doencgas (Mota et al. 2010). Contudo, a pratica de exercicio fisico em ambientes
poluidos leva a exposi¢cao a DEP, que pode causar efeitos adversos graves a saude,
como doencas respiratérias cronicas e cardiopulmonares (Wong et al., 2007; Cheng
et al., 2014; Costa et al., 2014; Florian, 2016; Matt et al., 2016).

Segundo Ovrevik et al. (2017), em termos gerais, os efeitos da exposigao a
particulas podem ser divididos naqueles atribuidos diretamente aos efeitos do nucleo
das particulas ou seus componentes, e os mais indiretamente causados pela
formacédo de espécies reativas, como ERO. No primeiro caso as particulas podem
desencadear efeitos através de reagdes diretas entre a superficie reativa ou
componentes soluveis aderidos e biomoléculas, e no segundo caso as ERO podem
ser geradas através de reagdes entre superficies de particulas e meios aquosos,
constituintes organicos soluveis como PAHs, quinonas que podem formar ERO e
metabdlitos eletrofilicos reativos através de ciclo redox e ativacido metabdlica, e metais
de transigao reativos a Fenton que podem contribuir para a formacao de reativos como
radical hidroxila (HO™).

Segundo Li et al. (2003), o complexo papel das ERO nas respostas biologicas
a exposicao a DEP esta provavelmente ligado tanto ao nivel de resposta quanto ao
local de formacdo. As células respondem a baixos niveis de estresse oxidativo,
aumentando os niveis de antioxidantes e restaurando a homeostase redox celular, em
parte por meio da ativacao da via Nrf2/ARE, sensivel a ERO. Em niveis intermediarios,
o estresse oxidativo leva a ativagdo das proteinas quinases ativadas por mitbgenos
(MAPKs) e a modulagdo da atividade dos fatores de transcrigdo pré-inflamatérios
centrais, como fator nuclear-kB (NF-kB) e proteina ativadora-1 (AP-1) que est&o
ligados a producao e liberacdo de varias citocinas e quimiocinas (Li et al., 2003;
Ovrevik et al., 2015; Kelly e Fussell 2015). Em niveis elevados de estresse oxidativo,
frequentemente resulta em morte celular, que na maioria das vezes pode originar
necrose devido a inativagao de grupos tiol essenciais para a atividade da caspase,
combinada com o esgotamento de energia necessaria para o processo apoptotico. Na
situacdo in vivo, a morte celular necrética resultara na liberacdo de padrbes
moleculares associados a dano (DAMP), representando fortes sinais pré-inflamatérios
(Rock e Kono, 2008).
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Ovrevik et al. (2017), destacam ainda que antioxidantes poderiam atenuar
varias respostas induzidas por particulas, incluindo a ativagao de proteinas quinases
e fatores de transcrigdo envolvidos na regulagcdo de genes proé-inflamatérios. Os
autores destacam que DEP e outras particulas que transportam substancias quimicas
organicas podem aumentar o nivel de ERO como consequéncia do ciclo redox de
metabdlitos, como espécies de semiquinona formadas apds exposicéo celular a PAHs
ou derivados de PAH. Da mesma forma, a presenca de metais de transicdo, como
ferro e cobre, pode sofrer ciclos redox (reagdes de Fenton ou Haber-Weiss) e
contribuir para a geragao de ERO. Além disso, os autores destacam que 0s processos
redox sdo também uma parte essencial dos processos fisiolégicos e, como tal, sdo
rigorosamente regulados. A oxidacao reversivel dos residuos de cisteina por H202
inativa as proteinas tirosina fosfatases, permitindo a ativacdo da quinase. Este € um
mecanismo principal de sinalizagdo redox e parece particularmente importante na
ativagcdo de receptores de tirosina quinases na membrana plasmatica (Petry,
Weitnauer e Gorlach, 2010). Esta bem documentado que muitos dos genes pro-
inflamatorios, incluindo IL-1a/B, TNF-a, CXCLS8 (IL-8), IL-6 e COX-2, sdo pelo menos
parcialmente regulados por processos redox enddégenos (Ovrevik et al., 2017).

Ovrevik et al. (2017) propdéem um mecanismo para o efeito pro-inflamatério
oriundo de DEP (Figura 2). Segundo os autores, o DEP pode induzir dano epitelial ou
estresse oxidativo, levando a ativacao da inflamacédo com recrutamento de neutréfilos
e outras células imunoldgicas. A exposi¢cao prolongada pode levar a um estado
cronico de inflamagéo. Células imunes ativadas liberam oxidantes endégenos que
causam estresse oxidativo, que subsequentemente podem levar a danos no DNA.
Células de tecido danificadas e células imunes ativadas também liberam uma série de
fatores de crescimento e mediadores inflamatérios que contribuem para a

sobrevivéncia e crescimento tumoral, angiogénese e metastase.
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Figura 2 - Mecanismo proposto para efeito pro-inflamatério derivado de DEP. Extraido e traduzido de
Ovrevik et al. 2017.

1.5 JUSTIFICATIVA

O exercicio aerdbico regular promove uma série de alteragdes fisioldgicas que
se correlacionam com a diminuigao da morbidade e aumento da longevidade. Muitos
programas de exercicios se desenvolvem em areas ao ar livre, que em ambientes
urbanos pode estar perto de rodovias, em estreita proximidade com os veiculos a
motor. A emissdo de gases por veiculos automotores sdo o maior contribuinte
individual para a poluicdo do ar urbano, e seus componentes téxicos contribuem para
doencas respiratérias e cancer. Muitos dos efeitos da poluicdo atmosférica sobre a
saude humana tém sido estudados, porém, ndo ha consenso sobre suas implicacdes
durante o exercicio fisico e no desempenho dos atletas no esporte. Ha necessidade
de compreender os efeitos da exposi¢do em longo prazo, os niveis de concentragao

de poluentes do ar que interfferem no desempenho e identificar as alteracbes
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fisiologicas que ocorrem durante o exercicio de resisténcia aerébia. Tendo como base
esses pressupostos, percebeu-se a necessidade de compreender os efeitos
bioquimicos e moleculares no tecido pulmonar induzidos pela pratica regular e de
longo prazo do exercicio em ambientes que apresentem niveis elevados de poluentes.
Nesse sentido, postulava-se que pessoas que realizam exercicio fisico regular ao ar
livre nessas condigdes estavam mais susceptiveis aos efeitos negativos e nocivos da

poluicdo comprometendo os efeitos positivos do proprio exercicio.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral: verificar as alteragdes bioquimicas e moleculares induzidas pelo
material particulado proveniente da combustdo de motor a diesel DEP em

pulméo de camundongos expostos a um programa de treinamento fisico.

2.2 objetivos especificos:

e Comparar os efeitos da exposicdo ao material particulado proveniente da
combustdo de motor a diesel sobre parametros histopatolégicos do pulmao em
camundongos praticantes e n&o praticantes de exercicio fisico;

e Comparar os efeitos da exposicdo ao material particulado proveniente da
combustdo de motor a diesel sobre parametros de estresse oxidativo pulmonar
em camundongos praticantes e n&do praticantes de exercicio fisico;

e Comparar os efeitos da exposicdo ao material particulado proveniente da
combustdo de motor a diesel sobre pardmetros inflamatérios pulmonares em
camundongos praticantes e ndo praticantes de exercicio fisico;

e Avaliar os efeitos da exposicdo ao material particulado proveniente da
combustdo de motor a diesel sobre parametros de genotoxicidade em sangue

e pulmao em camundongos praticantes e n&o praticantes de exercicio fisico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PROCEDIMENTOS ETICOS

A presente trabalho foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
- CEUA da Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC, em reunido de
09/08/2016, protocolo no 002/2016-2, e encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei no 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto no 6.899, de 15 de julho de 2009,
e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA) (Anexo A).

3.2 PROTOCOLO DE PREPARAGAO DO POLUENTE

Com o objetivo de mimetizar a realizagdo de exercicio fisico em areas
poluidas, foi construido uma caixa para inalagao de poluentes a qual foi ligada a um
motogerador de combustdo a diesel Toyama TD 7000 CXE, equipado com motor 10
HP, série FA, bicilindrico, 4 tempos, injecdo direta de combustivel, refrigerado a ar
com 418 cilindradas cm?® e rotagcdo nominal de 3.000 a 3.600 RPM (Figura 3). O
combustivel utilizado para o motor foi o diesel B S 500: combustivel com teor de
enxofre, maximo, de 500 mg/kg ou 500 ppm.

A fumacga proveniente da queima do combustivel foi canalizada em uma
mangueira plastica de poliuretano com 30mm de didmetro por uma distancia de 40
metros desde a saida do motor até entrada da caixa hermética.

A transferéncia da fumacga para a caixa hermética ocorreu com o motor em

funcionamento em baixa rotagao, direcionando o fluxo do poluente diretamente para

TD7000CXE

. Weﬁmaoﬁm_
1= T i " 7

Figura 3- Motor Toyama TD 7000 CXE em seu local de funcionamento
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Para a submeter os animais a exposi¢ao a fumaca, foi construida uma caixa
hermética com 170 cm de comprimento, 65 cm de largura e 65 cm de altura,
totalizando 718,2 litros (Figura 4). A caixa foi conectada ao motor Toyama TD 7000
CXE pela mangueira previamente descrita. Apés a ignicdo do motor, a fumaca
proveniente da queima do combustivel foi direcionada para o interior da caixa onde
era dispersada por um sistema difusor composto por dois canos de 40 mm fixados
nas laterais da caixa hermética e perfurados a cada 10 cm para possibilitar uma
distribuicdo homogénea da fumaca no interior da caixa hermética.

No fundo da caixa foram instaladas 06 (seis) ventoinhas de 5x5 cm da marca
Berflo modelo AD1212UB-A73GL com a finalidade manter as particulas em
suspensao. Também foi instalado no duto coletor do sistema de exaustdo uma
Ventoinha de 20x20 cm da mesma marca e modelo com a finalidade de retornar as
particulas que permaneciam em suspensao ao sistema difusor, fazendo com que os

mesmos permanegam em circulagao.

Figura 4 - Caixa para inalagao de poluentes

Durante toda a exposicdo a entrada de fumaga se manteve constante
controlada por uma valvula de gaveta possibilitando que os niveis de material
particulado se mantivessem relativamente estaveis nas concentragdes definidas para
a realizagdo do estudo, 500 pg/m?3, 1.000 pg/m?®* e 2.000 ug/m?* conforme se pode
constatar nos apéndices A, B e C.
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As concentragcdes de material particulado foram medidas pelo monitor de
particula DustTrack DRX, Modelo 8533 (Figura 5) que afere as concentragdes de
aerossois correspondente MP1, MP25, MP4, € MP10. O equipamento foi posicionado
no interior da caixa hermética no mesmo nivel onde se encontravam os animais em

exposicao.

Figura 5- Posi¢cdo do monitor DustTrack DRX no interior da caixa para inalagdo de poluentes

As concentragdes de mondxido de carbono foram medidas pelo analisador de
gases de combustdo Sonda de até 500°C Testo 310 (Figura 6). O equipamento
analisa as concentragdes de mondéxido de carbono de 0 (zero) a 4.000 (quatro mil)
ppm. O sistema de exaustdo permaneceu ligado durante toda a exposigéo e, em
nenhum momento das trés diferentes concentracdes, o mondxido de carbono excedeu
a 03 partes por milhao.

Para a analise, foi introduzida uma sonda de 40 cm de comprimento na tampa
superior da caixa hermética distante 05 cm do painel de controle e 35 cm da lateral da
caixa. Optou-se por este posicionamento da sonda, porque em testes previamente
realizados em um protétipo de madeira ndo foram constatadas diferengas nas
concentragdes de CO com a sonda posicionada 05, 80 e 130 cm de distancia do painel

de controle.
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Figura 6 - Analisador de gases de combustdo Sonda de até 500°C Testo 310

O material particulado em suspensado também foi coletado por um filtro de
papel da marca Whatman 55 mm e encaminhado para analise da composi¢ao quimica

dos elementos (Figura 7).

Figura 7 — Filtro para coleta de material particulado

Durante toda a exposicao a fumacga, a temperatura no interior da caixa esteve
entre 21° C e 23° C controlada pelo sistema COEL modelo TZ11 digital (Figura 8).

Figura 8 — Controlador de temperatura COEL TZ11 digital

A umidade no interior da caixa hermética foi medida pelo termo higrémetro da
marca incoterm modelo 7666.02.0.00 (Figura 9).
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Figura 9 — Termo higrébmetro da marca incoterm modelo 7666.02.0.00.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

A abordagem aqui empregada foi inovadora e, portanto, ndo havendo
consenso na literatura de uma concentragcao de material particulado que promovesse
significativos niveis de toxidade nos animais experimentais durante um periodo de
exposigao crénica.

De acordo com WHO (2005), concentragdes acima de 25 ug/m? de MP25 e 50
pMg/m® de MP1o durante 8 horas diarias de exposi¢cao, sdo consideradas nocivos a
saude humana, entretanto, em animais experimentais, ainda nao ha concentracoes
estabelecidas que se relacionem aquelas observadas em humanos.

Desta forma, 63 camundongos da linhagem swiss (60 dias de idade, cerca de
30-359), fornecidos pelo Biotério da UNESC foram expostos a fumaga coletada
durante uma hora diaria por 08 semanas, divididos randomicamente em 07 grupos
experimentais (n=9) sendo um grupo de controle exposto ao ar ambiente ndo
praticante de exercicio, 03 grupos expostos ao ar poluido com as seguintes
concentragbes de MP 500 pg/m?, 1.000 pg/m*® e 2.000 pg/m® de DEP e mais trés
grupos expostos as mesmas concentragbes MP praticantes de exercicio (Figura 10).
O material particulado utilizado no estudo é oriundo de particulas de escape de diesel
DEP caracterizados na literatura e compostas basicamente por metais pesados
toxicos, como Cr, As, Cd e Pb, além de outros componentes idnicos (Park et al., 2011).
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Sham

Poluicao

Ar poluido Ar poluido Ar poluido
500pg/m? 1.000pg/m?3 2.000pg/m?
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+
Exercicio

Ar poluido Ar poluido Ar poluido
500pg/m? 1.000ug/m? 2.000pg/m?
+ Exercicio + Exercicio + Exercicio

Figura 10- Composic¢édo dos grupos de estudo

3.4 PROTOCOLO DE TREINAMENTO

Os animais do grupo de exercicio realizaram cinco sessées semanais de
treinamento de corrida na esteira com a velocidade de 0,8 Km/h nas quatro primeiras
semanas e 1,2 Km/h nas quatro semanas seguintes com duragdo de 60 minutos
diarios durante oito semanas, sobre o efeito da fumagca conforme explicado
anteriormente no protocolo de preparagao do poluente e na distribuicdo dos grupos.
Para o treinamento de esteira os animais foram adaptados previamente durante uma
semana com treinamento diario e duragao de 10 minutos, na velocidade de 0.6 km/h,
sem inclinacdo, para reduzir o estresse do ambiente. Os animais nao receberam
nenhum estimulo para correr. Foi utilizado o protocolo de treinamento aerdbico

publicado por Souza et al., (2017).
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Os animais foram agrupados em gaiolas com acesso livre a agua e comida
com temperatura ambiente de 23° C graus e ciclo de claro e escuro de 12 h, mantendo
as condi¢des sanitarias livre de patégenos especificos, com exaustdo do ar. A dieta
foi realizada com ragdo comercial padrao para roedores (DP-carboidrato: 70%;
proteina: 20%; gordura 10%, totalizando 3,8 kcal/g). Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com a Lei n® 11.794/08 (DOU 196, secéo 1, outubro/2008).

3.5 EUTANASIA E PREPARAGAO DA AMOSTRA

Apos 48 horas da ultima exposicao ao protocolo de inalacédo de fumaca de
combustdo de motor a diesel e da sessao de exercicios, foi feita a coleta de sangue
pela cauda, de todos os animais para avaliagao de indice e frequéncia de dano em
DNA e posteriormente foram submetidos a eutanasia. Seis animais foram mortos por
guiliotina para coleta de sangue e posterior contagem total de células. O sangue foi
coletado e colocado em microtubos heparinizados e refrigerados.

Trés animais foram mortos por deslocamento cervical para serem submetidos
ao procedimento de lavado-broncoalveolar (LBA). Para tanto, a traqueia foi exposta
cirurgicamente e injetado 1 ml de soro fisiologico com seringa apropriada para lavar o
pulméo. Imediatamente apos a injec&o o fluido foi aspirado e armazenado em gelo
para contagem total de células (cdmara de Neubauer) e demais analises. O
procedimento e aspiragao do fluido foi realizado 3 vezes, com velocidade constante
para impedir a lesdo de estruturas.

Apos o procedimento de LBA, o pulmao foi retirado por dissecgao e preparado
para as analises. As amostras foram imediatamente processadas e armazenadas a -
80°C para analises bioquimicas. Os pulmdes de 3 animais em cada grupo foram
submersos em solucdo de paraformoldeido 4% para posterior processamento
histoldgico.

O descarte dos animais foi feito em saco branco leitoso e armazenados em
freezer -40°C para posterior tratamento e deposicdo final em aterro sanitario,

conforme procedimentos estabelecidos pela Vigilancia Sanitaria (RDC 306/2004).



45

3.6 METODO HISTOLOGICO

Cortes longitudinais de tecido pulmonar foram removidos e imersos em solugao
fixadora de paraformoldeido 10% (PFA) tamponado por 48 horas para posterior
processamento histoloégico. O material foi incluido em parafina e cortado em
micrétomo obtendo-se cortes de 5 um de espessura. As laminas foram coradas com
Hematoxilina e Eosina (HE) para posterior aquisicdo das imagens e analise histologica
da histoarquitetura do parénquima pulmonar.

Para andlise histologica foram coletadas amostras de pulméao de cada animal,
que foram embebidos em solugao fixadora de paraformoldeido tamponado a 10% por
48 horas para posterior processamento e corte de laminas histologicas com 4-5 ym
de espessura. As laminas foram coradas em HE e picro sirius (quantificacdo de
colageno), para posterior avaliagdo em microscopia de luz, utilizando o sistema de
captura em microscoépio invertido NIKON ECLIPSE Ti-U. Foi realizada a quantificagao
da area da fibra e a quantificagdo do nucleo central como analise de dano muscular,
ambas analises foram realizadas por morfometria e estereologia (Valenga et al.,
2006).

3.7 ENSAIOS MOLECULARES E BIOQUIMICOS

3.7.1 Determinagao de proteinas

Aliquotas de homogeneizados pulmonares foram utilizadas. O teor de
proteina foi determinado usando albumina bovina do soro como padréo (Lowry et al.,
1951). O conteudo total de proteina foi mensurado utilizando o reagente folinfenol
(reagente fosfomolibdico-fosfotungstico) adicionado para ligar a proteina. O reagente
ligado foi lentamente reduzido e alterado de amarelo para azul. A absorbancia de 750

nm foi utilizada.

3.7.2 Avaliagao das espécies reativas de oxigénio

3.7.2.1 Diclorohidrofluoresceina (DCFH)
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A producéo intracelular de ERO foi avaliada utilizando o diacetato de 2',7’-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA) (Lebel, 1990), O DCFH (subproduto) € uma
técnica bastante utilizada como meio de detecgdao da produgdo de radicais livres
totais. A oxidagao do 2'7'diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) pelas células
causa a fluorescéncia da difluoresceina que pode facilmente ser lida em fluorimetro.
Neste ensaio, 100 yL de agua e 75 yL de DCFH-DA foram adicionadas a 25 pL de
homogeneizado de amostra, homogeneizados em vortex e levados ao banho-maria
37°C ao abrigo da luz por um periodo de 30 minutos. Separadamente, foi preparada
a curva de calibragdo onde foi utilizado como padrdo o DCFH-DA 0,1 uM diluido em
tampao fosfato/EDTA em pH 7,4 em diferentes concentragdes. As amostras e a curva
de calibragédo foram processadas em duplicata e ao abrigo da luz. Ao final dos trinta
minutos foram feitas as leituras no fluorimetro (525 nm excitagcdo e 488 nm de
emissao). Os resultados foram expressos em nmol de DCF por mg de proteinas
(LeBel, 1990).

3.7.3 Marcadores de danos oxidativos

3.7.3.1 Malondialdeido (MDA)

Para avaliar os niveis de MDA, foi utilizado o protocolo segundo Grotto et al.
(2007), onde as amostras de pulmao foram homogeneizadas em tamp&o Fosfato de
Sodio com KCI, sendo logo apds centrifugadas a 1.500 giros por 10 minutos, com
refrigeragao de 4°C. Do sobrenadante foram retirados 75 uL e adicionado mais 25 pL
de agua e 25 pL de NaOH 3N e incubado a 60°C por 30 minutos em banho Maria com
a agua em movimento. Logo apos, foi adicionado 125 yL de H3PO4 6% e 125 pL de
TBA 0,8% e colocado novamente em banho Maria com a temperatura em 90°C por 45
minutos. Apds esse tempo foi adicionado 50 pL de SDS 10% e mais 300 pL de n-
butanol, levando-as ao vortex por 1 minuto. Em seguida foram centrifugadas a 3000 g

por 10 minutos. Destes sobrenadantes foram retirados 20 pL e injetados no HPLC.
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3.7.4 Marcadores das defesas antioxidantes

3.7.4.1 Superdéxido dismutase (SOD)

A SOD foi medida pela inibicdo da oxidagdo da adrenalina adaptado de
Bannister e Calabrese (1987). As amostras de pulmdo foram homogeneizadas em
tampao de glicina. Os volumes de 5, 10 e 15uL foram retirados da mesma, a qual 5
ml de catalase (0,0024 mg/ml de agua destilada), tampao de glicina 175-185 mL
(0,75g em 200 ml de agua destilada a 32°C, pH 10,2), 5uL adrenalina (60 mM em
agua destilada +15 mL/ml de HCI fumegante) foram adicionados. As leituras foram
realizadas por 180s em intervalos de 10s e medido em leitor de ELISA a 480nm. Os
valores foram expressos em unidade de SOD por miligrama de proteina (U/mg de

proteina).

3.7.4.2 Atividade da catalase (CAT)

A atividade da CAT foi determinada com base na taxa de decomposi¢ao do
peréxido de hidrogénio (H202) presente na amostra, utilizando uma solugdo de H202
a 10mM em tampao de fosfato de potassio (50 mM), pH 7,0. Dois mililitros da solugéo
de H202 e 20 mL foram colocadas numa cuvette de quartzo. Apés a homogeneizagao,
a taxa de decomposicado de H202 maxima foi medida em um espectrofotdbmetro a 240
nm e os valores foram expressos como unidades de catalase/mg de proteina. Este

protocolo segue a metodologia descrita por Aebi (1984) com adaptagdes.

3.7.4.3 Dosagem de GSH/GSSG

Os niveis de GSH foram determinados como descrito por Hissin e Hilf (1976),
com algumas adaptag¢des. GSH foi mensurado apos precipitagado de proteina com 1
mL de acido tricloroacético 10%. Em parte da amostra foi adicionado um tampéo de
fosfato 800 mM, pH 7,4 e DTNB 500 uM. O desenvolvimento de cor resultante a partir
da reagao entre o DTNB e tidis atingiu um maximo em 5 minutos e manteve-se estavel

durante mais de 30 min. A absorbancia foi lida a 412 nm depois de 10 min. Uma curva
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padrao de glutationa reduzida foi usado para calcular os niveis de GSH nas amostras.
A GSSG foi mensurada a partir da reciclagem da GSSG redutase com monitoramento
NADPH espectrofotometricamente na presenga de 2-vinilpyridina. A concentragao de
GSH total e GSSG foram determinadas usando uma curva de regressédo gerada a

partir de varios padrées de GSH (Rahman et al., 2006).

3.7.5 Marcadores inflamatorios

3.7.5.1 Dosagens de Citocinas

As dosagens das citocinas IL-1[3, IL-6 e TNF-a foram realizadas no pulméao
por meio do método de ELISA, segundo as especificagbes do fabricante
(ThermoFisher Scientific). Uma placa de 96 pogos, foi primeiramente recoberta com
100 uL de solugao contendo anticorpo de captura anti-TNF-a, anti-IL-1B ou anti-IL-6,
diluidos em tampéao Coating Buffer (bicarbonato de sédio, carbonato de sédio e agua
deionizada). As placas foram incubadas overnight, na geladeira. Apds sucessivas
lavagens com 300 uL de Wash buffer (PBS e Tween 20 (0,05%)), foi adicionado 200
ML de Assay diluent (PBS contendo 1% de albumina) para o bloqueio, e a placa foi
incubada por 1 hora, a temperatura ambiente. As placas foram novamente lavadas e
incubadas por 2 horas, a temperatura ambiente, com 100 pL de amostras pulmao e
sua curvas padrao. Decorrido o tempo de incubacio, as placas foram lavadas e
incubadas com os anticorpos de deteccdo anti-TNF-a, anti-IL-1p ou anti-IL-6 durante
1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram novamente lavadas
e incubadas com avidina diluida 1:1000 em Assay diluente durante 30 minutos a
temperatura ambiente. As placas foram lavadas e reveladas com TMB substrate
solution (Sigma-Aldrich®, St. Louis, EUA). A reagéao foi interrompida por adicdo de

H2SO4 2N. A leitura da absorbéancia foi realizada em 450 nm.
3.7.5.2 Contagem de células em camara de Neubauer
Este protocolo consta da contagem total de leucécitos utilizando a camara de

Neubauer. As células nucleadas foram contadas nos quatro quadrantes externos da

camara de Neubauer, cujo volume total é de 0,4 mm3 Amostras com elevada
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celularidade, pode-se realizar uma diluicdo em solucdo aquosa de fucsina 0,2% na
proporgao (1:20). Essa solugéo otimiza a contagem, sobretudo por corar o nucleo das
células nucleadas e por provocar lise dos eritrocitos, os quais, dependendo da

quantidade, dificultam a contagem (Comar et al., 2011).

3.7.6 Expressao da proteina Akt

A expressao da proteina Akt foi realizada pela técnica de Western blot (WB)
para isso, o pulmao foi processado e imediatamente homogeinizado (n de seis
animais, pool de tecidos) em tampéo especifico contendo 1% de Triton X 100, 100mM
de Tris (pH 7,4), 100mM de pirofosfato de sddio, 100mM de fluoreto de sédio, 10mM
de EDTA, 10mM de ortovanadato de sédio, 2mM de PMSF e 0,1 mg/mL de aprotinina.
O homogeneizado foi entdo centrifugado a 11.000 rpm por 30 minutos, a 4°C. No
sobrenadante foi determinada a concentracdo de proteinas totais (por teste
colorimétrico), utilizando para isso o método de Bradford (1976). As proteinas foram
ressuspensas e conservadas em tamp&o de Laemmli (1970), contendo 100 mmol/L
de Dithiothreitol (DTT) e posteriormente foi realizada a determinagdo do imunoblot
com anticorpo especifico. Para isso, aliquotas contendo 250ug de proteina por
amostra foram aplicadas sobre gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). A eletroforese foi
realizada em cuba de minigel da BioRad (Mini-Protean), com solugdo tampao para
eletroforese, previamente diluida. As proteinas separadas no SDS-PAGE, foram
transferidas para a membrana de nitrocelulose utilizando equipamento de
eletrotransferéncia de minigel da BioRad. As membranas de nitrocelulose contendo
as proteinas transferidas foram incubadas em solugcao bloqueadora por 2 horas, a
temperatura ambiente, para diminuir as ligagdes proteicas inespecificas. A seguir, as
membranas foram incubadas com anticorpos Akt, sob agitagdo constante, overnight e
a 4°C. A seguir, as membranas foram incubadas em solugdo com anticorpo
secundario conjugado com peroxidase, durante 2 horas a temperatura ambiente.
Apoés, as membranas foram incubadas por dois minutos em substrato enzimatico e
expostas a filme de RX em cassete de revelagdo radiografica. A intensidade das
bandas foi determinada através da leitura das radiografias reveladas por densitometria
otica, utilizando um scanner (HP 3400) e o programa ImagedJ (Image processing and

analysis in Java).



50

3.7.7 Ensaios de genotoxicidade

Para realizagdo dos testes de genotoxicidade, foram utilizadas amostras
biolégicas de sangue e pulmdo dos camundongos, para duas versdes do ensaio

cometa.

3.7.7.1 Ensaio cometa alcalino

O ensaio cometa (EC) foi realizado sob condi¢des alcalinas, conforme descrito
por Singh et al. (1988), com algumas modificagdes sugeridas por Tice et al. (2000). O
sangue foi coletado e colocado em microtubos heparinizados e refrigerados, e as
amostras de pulméo foram dissecadas e imersas em tampao Merchant’s refrigerado.
Em seguida elas foram individualmente homogeneizadas com o auxilio de uma
seringa, através do movimento de vai e vem, a fim de obter uma suspensao celular.
As células do sangue (aliquotas de 5 uL) e as células obtidas da dissociagdo de
tecidos (aliquotas de 25 L) foram embebidas em agarose de baixo ponto de fusado
(0.75%, w/v, 95 uL ou 75 pL, respectivamente). A mistura foi adicionada a uma lamina
de microscopio pré-coberta com agarose de ponto de fusdo normal (1,5%), coberta
posteriormente com uma laminula e levada, entéo, a geladeira por aproximadamente
5 minutos a 4°C para solidificagdo. Logo apds, as laminulas foram cuidadosamente
retiradas e as laminas imersas em tampao de lise (2,5M NaCl, 100mM EDTA e 10mM
Tris, pH 10,0-10,5, com adi¢do na hora do uso de 1% de Triton X — 100 e 10% de
DMSO) a 4°C por um periodo minimo de 1 hora e maximo de 1 semana. As laminas
foram incubadas em tampao alcalino (300mM NaOH e 1mM EDTA, pH>13) por 20
minutos para o desenovelamento do DNA, a corrida eletroforética, foi realizada no
mesmo tamp&o nas seguintes condi¢des: a 25v e 300mA por 15 minutos. Todas estas
etapas foram realizadas sob luz indireta fraca amarela. Posteriormente as laminas
foram neutralizadas com 0,4M Tris (pH 7,5) e, ao final, o DNA foi corado com Syber
Gold (Sigma Brasil, 1239-45-8) para posterior analise. Foi realizada avaliagdo de 100
células por individuo e por tecido (50 células em cada lamina duplicada). Tais células
foram avaliadas visualmente, sendo classificadas em cinco classes, de acordo com o
tamanho da cauda, sendo a classificagao para auséncia de cauda considerada 0, até
4 para o comprimento maximo de cauda (Collins et al., 1997). Desta forma, tem-se um

indice de Danos (ID) para cada animal variando de zero (100 X 0 = 0; 100 células



51

observadas completamente sem danos) a 400 (100 X 4 = 400; 100 células observadas
com dano maximo). Calcula-se a frequéncia de danos (FD em %) em cada amostra
com base no numero de células com cauda versus o numero de células sem cauda.
As diretrizes internacionais e recomendacdes para o ensaio do cometa consideram
que o escore visual de 100 cometas € um método de avaliagdo bem validado. Ele tem
uma alta correlagdo com a analise de imagem por computador (Collins et al., 1997).
Foram utilizados controles negativos e positivos para cada teste de eletroforese a fim
de assegurar a confiabilidade do procedimento. Todas as laminas foram codificadas

para analise as cegas.

3.7.7.2 Ensaio Cometa com tratamento enzimatico

O Ensaio Cometa modificado foi realizado como descrito por Azqueta e Collins
(2013). Para a medigéo de purinas oxidadas, apos o periodo de incubacao na lise, as
laminas foram lavadas 3 vezes (5 min a cada vez) com tampao gelado (KCI 0,1 M,
Na2EDTA 0,5 mM, HEPES 40 mM, BSA 0,2 mg/mL, pH 8,0) e incubadas durante 40
min a 37°C com FPG (formamino pirimidina glicosilase) (na diluicdo recomendada pelo
fabricante) ou tampao. As etapas seguintes foram realizadas de acordo com a versao
alcalina do Ensaio Cometa, descrita no item anterior. Os parametros indice e
frequéncia de danos foram os parametros de dano do DNA avaliado para descrever a
formacdo de cometas. Os sitios sensiveis a FPG foram calculados através da
diferenga entre o valor obtido para ID e FD na cauda dos nucleos tratados com tampao
e do valor obtido para ID e FD dos nucleos tratados com FPG.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos na determinacdo dos parametros foram expressos como
média * erro padrdo da média, e analisados estatisticamente através de analise de
variancia (ANOVA) one-way post test de Neuman-Keuls e two-way, seguida do teste
post hoc Bonferroni. Foi adotado nivel de significancia p<0,05. A analise estatistica foi
realizada através do software GraphPad Prism® (versao 5.00), para Microsoft
Windows®.
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4 RESULTADOS

Como o objetivo principal desse estudo foi comparar os efeitos da exposigao
ao material particulado proveniente da combustdo de motor a diesel DEP sobre
parametros histopatologicos, inflamatérios e genotoxicidade em pulmdo de
camundongos praticantes e ndo praticantes de exercicio fisico; e como ja esta
amplamente documentado na literatura os efeitos deletérios de DEP em pulmao de
camundongos, este estudo priorizou comparar os resultados entre grupos de
camundongos exercitados e nao exercitados em diferentes concentragcdes de DEP.

Os resultados a seguir, demonstram as diferengcas na modulagdo de
parametros histopatoldgicos e na oxidagéo e reparo de proteinas constitutivas intra e
extracelular no pulmao de animais treinados e nao treinados, expostos ao material
particulado (MP1) proveniente da combustdo de motor a diesel (DEP) nas
concentragdes de 500, 1.000 e 2.000 pg/m? respectivamente.

A figura 11 (A-F) exibe imagens representativas de cortes histologicos em
plano longitudinal do tecido pulmonar de camundongos submetidos a protocolo de
exercicio fisico com exposi¢céo controlada de DEP nas seguintes concentragdes; 500,
1.000 e 2.000 pyg/m?® e também de animais expostos ao mesmo nivel de particulado
nao exercitados. Como se pode observar na Figura 11 A, o grupo dos animais nao
treinados expostos a 500 pg/m® de poluicdo, apresentou poucas areas com
alargamento alveolar e maior integridade da histoarquitetura pulmonar quanto a
espessura dos septos alveolares e alvéolos (seta continua). Na Figura 11 B, o grupo
dos animais n&o treinados expostos a 1.000 pg/m*® de poluicdo, observa-se
parénquima pulmonar de aspecto normal e integridade alveolar preservada (seta
continua). Na Figura 11 C, o grupo dos animais nao treinados e expostos a 2.000
pMg/m? de poluicéo, foi possivel observar aumento do diametro alveolar e destruicao
de septo alveolar (seta continua). Na Figura 11 D, o grupo dos animais treinados
expostos a 500 ug/m*® de poluigdo, observa-se areas de parénquima pulmonar de
aspecto normal e integridade alveolar preservada (seta continua). Na Figura 11 E o
grupo dos animais treinados expostos a 1.000 ug/m?® de polui¢ao, foi possivel observar
areas de aumento do didmetro alveolar (seta continua). Ja na Figura 11 F, animais
treinados e expostos a 2.000 ug/m* de poluigdo, a histoarquitetura pulmonar
apresenta-se com espessamento de septo alveolar e areas com destruicio de septo

e aumento do didmetro alveolar (seta continua).
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Figura 11 - Cortes histologicos de tecido pulmonar corados em H&E. Em A - animais nio treinados
e expostos a 500 ug/m® de DEP. B - animais nao treinados e expostos a 1.000 ug/m?® de DEP. C -
animais nao treinados e expostos a 2.000 ug/m? de DEP. D - animais treinados e expostos a 500 ug/m?
de DEP. E animais treinados e expostos a 1.000 ug/m*® de DEP. F - animais treinados e expostos a
2.000 pg/m® de DEP. Os dados foram quantificados com tratamento estatistico segundo analise de
variancia entre os grupos, ANOVA com post test de Neuman-Keuls e p<0.05. Aquisicdo de imagens
em objetiva de 20x.

A quantificacdo do enfisema foi determinada por estereologia, a partir do
diametro alveolar médio. Como observado na Figura 12, ha diferenga significativa (a)
entre animais nao exercitados na concentragdo de 500 pg/m? para 2.000 pg/m?3 (p<
0,05) e também fica evidenciado diferenca significativa (b) quando se compara os
animais n&o exercitados na concentragao de 2.000 pg/m? para animais exercitados na
concentragdo de 500 pg/m® (p< 0,05). O grupo 2.000 pg/m*® dos animais né&o
exercitados apresentou aumento da area alveolar comparada ao grupo exposto 500
pMg/m?® para os animais exercitados e nao exercitados, porém nao foi constatado
diferenga significativa (p <0,05) quando se compara os grupos exercitados e n&o
exercitados nas mesmas concentragdes, assim, ndo é possivel afirmar que o exercicio
fisico afetou significativamente a proporgdo volumétrica de fibras de colageno no

parénquima pulmonar.
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Figura 12 - Quantificagao estereologica do diametro alveolar. a — Diferenca significativa entre as
concentracgdes de 500 pug/m? e 2.000 pg/m? (p< 0,05); b — Diferencga significativa entre as concentragdes
de 2.000 pg/m? (nao treinado) e 500 ug/m? (exercicio) (p< 0,05). Para a estereologia foi utilizado analise
de Variancia, ANOVA com post-test de Newman-Keuls, (p<0,05). N = 6/ por grupo. Aquisicdo de
imagens em objetiva de 20x.

Os dados apresentados na Figura 13 A demonstram os efeitos sobre a
quantidade total de leucdcitos decorrentes da exposicdo as concentracbes de 500
pMg/m3, 1.000 pg/m*®* e 2.000 uyg/m* de DEP em lavado broncoalveolar de animais
exercitados e n&o exercitados. E possivel constatar diferenga significativa (p <0,01)
(a) nos animais n&o exercitados quando se compara as concentragdes de 500 ug/m?3,
1.000 pg/m3 e 2.000 ug/m*®* de DEP ao grupo controle. Constata-se ainda diferenca
significativa quando se compara o grupo exercicio na concentragcéo de 2.000 pg/m?
(b) também comparado ao grupo controle (P <0,01). Contudo, ndo se constata
diferenca significativa entre animais exercitados e ndo exercitados nas diferentes
concentragdes, porém observa-se que nas concentragbes de 500 e 1.000 uyg/m3 o
grupo de animais exercitados nado apresenta diferenga significativa do grupo de
controle.

Os dados apresentados na Figura 13 B demonstram que a exposi¢do as
concentragdes de 500 ug/m3, 1.000 pg/m3 e 2.000 ug/m?* de DEP nao apresentaram
alteragdes significativas (P <0,05) nos niveis de ERO em lavado broncoalveolar (LBA)
comparando os grupos de animais exercitados em nao exercitados. Nao ficou
evidenciado efeito significativo de interacdo entre as diferentes concentragbes de

particulado com o exercicio.
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Figura 13 — Efeitos sobre a quantidade total de leucdcitos e nos niveis de espécies reativas de
oxigénio expostos a DEP. Em A - Contagem total de leucécitos em amostras de LBA de camundongos
expostos a DEP. Células nucleadas contadas nos quatro quadrantes externos da camara de Neubauer.
a — Diferenca significativa comparado o grupo sem exercicio ao grupo de controle (p< 0,01); b —
Diferenca significativa comparado o grupo com exercicio ao grupo de controle (p< 0,01); Em B -
Espécies reativas de oxigénio em LBA de camundongos expostos a DEP. Os dados foram expressos
como média * desvio padréo da média e analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA)
de duas vias, seguido do post-hoc de Bonferoni. As diferencas entre os grupos foram consideradas
significativas quando os valores de P foram menores que 0,05 (p < 0,05).

Como observado na Figura 14, a produgao de DCF, um produto da oxidag&o
de 2,7-dichlorodihydrofluorescein (DCFH) por espécies reativas de oxigénio, em
especial o peréxido de hidrogénio, apresentou diferenca significativa (a) entre as
concentragdes de 500 uyg/m? e 2.000 pg/m?3 no grupo exercicio (p< 0,05); também foi
encontrado diferenga significativa (b) entre as concentragdes de 1.000 pg/m? e 2.000
Mg/m® no grupo exercicio (p< 0,05); ndo foi constatada diferenga significativa na
producao de DCF quando comparado animais exercitados e ndo exercitados expostos

as diversas concentragdes de DEP.
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Embora a produgdo de malondialdeido (MDA), produto secundario da
peroxidacdo lipidica, foi menor nos grupos exercitados comparado aos nao
exercitados, s6 foi constatado diferenga significativa (a) entre animais exercitados e
nao exercitados na concentragcdo de 500 ug/m*® (p< 0,05). Constatou-se ainda,
diferenca significativa (b) entre as concentragées de 500 uyg/m?e 1.000 pg/m? no grupo
sem exercicio (p< 0,05) e diferencga significativa (c) entre as concentragdes de 1.000

pMg/m3 e 2.000 ug/m® no grupo sem exercicio (p< 0,05).
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Figura 14 - Efeitos da exposi¢cdo ao DEP sobre o sistema oxidante em pulmao de camundongos.
DCF e MDA Os dados foram expressos como média + desvio padrdo da média e analisados
estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguido do post-hoc de Bonferoni. As
diferencas entre os grupos foram consideradas significativas quando os valores de P foram menores
que 0,05 (p < 0,05).

No sistema antioxidante foram dosadas as enzimas do sistema glutationa,
superoxido dismutase e catalase. Pode-se observar na figura 15 A diferenca
significativa na expressao de SOD (a) entre as concentragdes de 500 ug/m? e 1.000
Mg/m® no grupo sem exercicio (p< 0,05) e diferenga significativa (b) entre as
concentragdes de 1.000 uyg/m*® e 2.000 ug/m* no grupo sem exercicio (p< 0,05). Na
expressdo de SOD, nao houve diferenca significativa entre os animais dos grupos
exercitados e ndo exercitados. Na figura 15 B se observa a atividade da enzima
catalase, que catalisa a degradacédo do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio
molecular, sendo constatado diferencga significativa (b) entre as concentragdes de 500
pg/m? e 2.000 ug/m?® no grupo exercicio (p< 0,05); Diferenga significativa (c) entre as
concentragdes de 500 ug/m? e 2.000 pg/m? no grupo sem exercicio (p< 0,05). Quando
comparados o0s grupos com e sem exercicio, ha diferenga significativa (c) nas
concentragdes de 500 pg/m? (p< 0,05) com aumento dos niveis de CAT no grupo de

animais nao exercitados, porém, na concentragdo de 2.000 yg/m* (p< 0,05) estes
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valores se inverteram, sendo constatado aumento dos niveis de CAT no grupo de
animais exercitados.

No sistema glutationa observa-se diferengas significativas na enzima GSSG
(figura 15 D), entre as concentragdes (a) de 500 pg/m? e 1.000 pg/m? no grupo sem
exercicio (p< 0,05); Diferencga significativa (b) entre as concentragcdes de 500 ug/m?e
2.000 pg/m® no grupo sem exercicio (p< 0,05). Quando comparados os grupos
exercicio e ndo exercicio houve diferencga significativa concentragao de 500 pg/m? (p<
0,05) com aumento dos niveis de GSSG no grupo de animais nao exercitados.

No entanto, quando dosadas as enzimas GSHt (figura 15 C) e calculada a
relacdo GSG/GSSG (figura 15 E) n&o foram constatadas diferencas significativas
entre 0s grupos exercicio e sem exercicio nas trés diferentes concentracbes de

particulas de DEP.



58

CAT

10-
abc B3 Exercicio

E3 Sem exercicio

EZ Exercicio
B3 Sem exercicio

E& Exercicio
E3 Semexercicio

E& Exercicio
EZ3 Sem exercicio

GSG/GSSG

EA Exercicio
BB Sem exercicio

$ & £
A=)

o
&
S S

Figura 15 (A-E). Efeitos da exposicdo ao DEP sobre o sistema antioxidante em pulméo de
camundongos. Sistema glutationa, SOD e CAT. Os dados foram expressos como média + desvio
padrao da média e analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguido
do post-hoc de Bonferoni. As diferengas entre os grupos foram consideradas significativas quando os
valores de P foram menores que 0,05 (p < 0,05).

Amostras de homogeneizado pulmonar foram processadas para avaliar os
biomarcadores pro-inflamatorios TNFa, IL-1 e IL-6 (Figura 16). Os niveis de TNFa nao
foram influenciados pela exposicdo ao DEP quando comparamos os grupos de
exercicio e nao exercicio. Constatamos diferenca significativa (a) somente quando
comparamos as concentracdes de 500 pg/m?® e 2.000 pyg/m?* no grupo sem exercicio
(p< 0,05).

A IL-1 que é um dos mais importantes marcadores de inducido da resposta
inflamatdria associada a infecgdo aguda, sofreu alteragdes quando comparamos os

animais exercitados e ndo exercitados. Quando comparamos 0S grupos exercicio e
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sem exercicio, ficou constatada aumento significativo nos niveis de IL-1 no grupo sem
exercicio nas concentragdes de (a) 500 ug/m? (p< 0,001), (b) 1.000 pg/m? (p< 0,001),
e (c¢) 2.000 pg/m* (p< 0,001), quando comparado com O grupo Sem exercicio.
Constatou-se ainda diferencga significativa entre as concentragdes de (d) 500 ug/m?e
1.000 pg/m?® (p< 0,001) e (e) 500 pg/m?3 e 2.000 ug/m? (p< 0,001) no grupo exercicio.
Conforme se pode constatar na Figura 16, quando comparamos 0s grupos
exercicio e sem exercicio, nao foi verificada diferenga significativa nos niveis de IL-6.
Houve apenas diferenga significativa entre as concentragdes de (a) 500 ug/m3e 1.000

pg/m?3 (p< 0,05) e (b) 500 pg/m?3 e 2.000 (p< 0,05) pg/m* no grupo sem exercicio.
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Figura 16- Efeitos da exposicdo ao DEP sobre moléculas envolvidas no processo inflamatério
em pulmio de camundongos. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo da média e
analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguido do post-hoc de
Bonferoni. As diferengas entre os grupos foram consideradas significativas quando os valores de P
foram menores que 0,05 (p < 0,05).

Pela técnica de WB também foi avaliado no pulm&o a proteina serina-treonina
quinase Akt (também conhecida como PKB), proteina efetora central do PIP3.
Conforme a figura 16, foi encontrada diferenca significativa comparando as
concentragdes de 500 pg/m? e 2.000 pg/m?® (a) (p< 0,01) e entre as concentragdes de
1.000 pg/m?® e 2.000 ug/m? (b) no grupo exercicio (p< 0,05);
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Também ficou evidenciado diferenga significativa (p< 0,001) quando
comparado o grupo de controle com 0s grupos com e sem exercicio na mesma
concentragao (c). Aumentos na expressao da proteina Akt comparado com o grupo
de controle indicam efeitos deletérios provocados pelo DEP em pulmdo de

camundongos.
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Figura 17 - Efeitos da exposi¢do a DEP sobre a expressido da proteina Akt total em pulmao de
camundongos. a - diferencga significativa entre as concentragdes de 500 ug/m?*e 2.000 yg/m?2 no grupo
exercicio (p< 0,01) b - diferenca significativa entre as concentragées de 1.000 ug/m? e 2.000 pg/m? no
grupo exercicio (p< 0,05) c - diferenga significativa comparada com o grupo de controle na mesma
concentragdo (p< 0,001). Os dados foram expressos como média + desvio padrdo da média e
analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguido do post-hoc de
Bonferoni. As diferengas entre os grupos foram consideradas significativas quando os valores de P
foram menores que 0,05 (p < 0,05).

Amostras de sangue foram coletadas para avaliar o indice e a frequéncia de
dano em DNA. A primeira coleta foi realizada 4 semanas apos o inicio do treinamento
e exposicédo a DEP e a segunda coleta foi realizada apos 8 semanas.

Conforme a Figura 18, a frequéncia de dano em DNA, apresentou diferenca
significativa (p< 0,05) nas concentrag¢des (a) de 500 pg/m*®* e 1.000 ug/m* no grupo
exercicio, e nas concentragdes de 500 pg/m? e 2.000 pg/m?® no grupo sem exercicio
comparadas com o grupo controle. No indice de dano em DNA houve diferenca
significativa (p< 0,05) na concentragao (a) de 500 pg/m?® no grupo exercicio, e nas
concentragdes de 1.000 pg/m3® e 2.000 pg/m?® no grupo sem exercicio. Nao houve
diferencga significativa quando comparado os grupos exercitados e ndo exercitados
nas diferentes concentragdes tanto na frequéncia quanto no indice de dano.
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Figura 18 - Avaliacao de genotoxicidade devido a exposicdo ao DEP em sangue de
camundongos expostos as concentragdes de 500 pg/m3, 1.000 ug/m? e 2.000 pg/m? (4 semanas).
a — Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle na mesma concentragéo (p< 0,05); Avaliagao
através do Ensaio cometa. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo da média e
analisados estatisticamente por analise de varidncia (ANOVA) de duas vias, seguido do post-hoc de
Bonferoni. As diferengas entre os grupos foram consideradas significativas quando os valores de P
foram menores que 0,05 (p < 0,05).

Na segunda coleta realizada antes da eutanasia dos animais (ap6s 8 semanas
de exposicao ao DEP), conforme se constata na Figura 19, a frequéncia e o indice de
dano em DNA, apresentou diferencga significativa (p< 0,001) nas concentracdes (a) de
500 pg/m?3, 1.000 pg/m?® e 2.000 ug/m?® tanto para o grupo exercicio quanto para o
grupo de animais nao exercitados quando comparadas com o grupo controle, porém,
o indice de dano apresentou diferenga significativa (b) entre animais do grupo
exercicio e ndo exercicio nas concentragdes de 500 ug/m? (p< 0,05) e 1.000 pg/m?
(p< 0,01) de DEP.

2° Coleta - Sangue 2°Coleta - Sangue
3004 5
E= Sem exercicio a a 2 EX& Semexercicio
EZ3 Comexercicio B3 Com exercicio
B Controle B3 Controle

Frequéncia de danos (%)
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Figura 19 - Avaliacao de genotoxicidade devido a exposicdo ao DEP em sangue de
camundongos expostos as concentragdes de 500 pg/m3, 1.000 ug/m? e 2.000 pg/m? (8 semanas).
a — diferenca significativa em relagao ao grupo controle na mesma concentragao (p< 0,05); b — diferenga
significativa em relagdo ao grupo sem exercicio em diferentes concentragbes (p< 0,05); Avaliagédo
através do Ensaio cometa. Os dados foram expressos como média + desvio padrdo da média e
analisados estatisticamente por analise de varidncia (ANOVA) de duas vias, seguido do post-hoc de
Bonferoni. As diferengas entre os grupos foram consideradas significativas quando os valores de P
foram menores que 0,05 (p < 0,05).
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A Figura 20 destina-se a uma comparagao de genotoxicidade entre 12 e 22
coletas de sangue nas concentragdes de 500 ug/m?, 1.000 uyg/m?e 2.000 pg/m?3. Pode-
se observar aumento significativo tanto no indice de dano quanto na frequéncia que o
dano em DNA ocorre. Na concentragao de 500 pg/m? a frequéncia de dano em DNA
aumentou da primeira para a segunda coleta de aproximadamente 11% (grupo com e
sem exercicio) para 62,40% (grupo sem exercicio) e 43% (com exercicio). Na
concentragdo de 1.000 pg/m? a frequéncia de dano na primeira coleta foi inferior a
10% (grupo com e sem exercicio) aumentando para 68,6% (grupo sem exercicio) e
48,5% (com exercicio). Na concentracdo de 2.000 ug/m*® a frequéncia de dano na
primeira coleta foi de 10% nos grupos com e sem exercicio, aumentando para 63,4%
no grupo sem exercicio e 67,75% no grupo exercitado.

Resultado similar ocorreu com o indice de dano em DNA (avaliado em uma
escala de 0-400) onde na concentragéo de 500 pg/m?® aumentou de aproximadamente
12 pontos (grupo com e sem exercicio) para 234 pontos no grupo sem exercicio e 158
pontos no grupo exercicio. Na concentragdo de 1.000 ug/m® o indice de dano na
primeira coleta foi inferior a 13 pontos (grupo com e sem exercicio) aumentando para
243 pontos (grupo sem exercicio) e 115 pontos (com exercicio). Na concentragao de
2.000 pug/m?® o indice de dano na primeira coleta foi inferior a 11 pontos nos grupos
com e sem exercicio, aumentando para 213,6 pontos no grupo sem exercicio e 204
pontos no grupo exercitado.

Comparando o indice e a frequéncia de dano em DNA entre a primeira € a
segunda coleta nas concentragdes de 500 pyg/m?3, 1.000 pyg/m* e 2.000 yg/m*® ha
evidencias que a exposi¢cao ao DEP pode causar dano epigenético.
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Figura 20 - Comparacgao de genotoxicidade entre 1?2 e 22 coletas de sangue nas concentragdes
de 500 pg/m3, 1.000 pg/m*® e 2.000 pg/m* em camundongos expostos ao DEP. a — Diferencga
significativa em relagdo ao grupo controle na mesma coleta (p< 0,05); b — Diferenca significativa entre
1° e 2° coleta, no mesmo tratamento (p< 0,05); ¢ — Diferencga significativa entre em relagdo ao grupo
sem exercicio na mesma coleta (p< 0,05); Avaliagdo através do Ensaio cometa. Os dados expressos
como média + desvio padrdo da média e analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA)
de duas vias, seguido do post-hoc de Bonferoni. As diferencas entre os grupos foram consideradas
significativas quando os valores de P foram menores que 0,05 (p < 0,05).

A frequéncia e o indice de dano em DNA também foram avaliados no pulmao
dos animais. Conforme a Figura 20, na frequéncia de dano ha diferenga significativa
(a) entre os animais do grupo de controle e n&o treinados expostos a concentragéo de
1.000 pg/m3. Também ha diferenga significativa (b) quando se compara o grupo de
controle com os animais exercitados nas concentragdes de 1.000 ug/m?3e 2.000 pg/m3.
Igualmente, ha diferenca significativa (c) entre as concentragdes 1.000 pg/m?3 e 2.000

Mg/m?3 nos animais n&o exercitados.
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Quanto ao indice de dano em DNA, a concentragcdo de 1.000 pg/m?3
apresentou diferenga significativa quando comparado animais nao exercitados (a) e
exercitados (b) ao grupo de controle. Na concentragado de 2.000 ug/m?* constatou-se
diferenga significativa (d) em relagdo a concentragado de 1.000 ug/m*® no grupo de
animais exercitados (p< 0,05). Comparando os grupos nao exercitados nas diferentes
concentragdes de MP1 ndo houve diferencga significativa.
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Indice de Danos (0-400)

Figura 21 - Efeitos da exposig¢dao ao MP1 no pulmao de camundongos expostos as concentragdes
de 500 pg/m?3, 1.000 pg/m? e 2.000 pg/m?. a — diferenca significativa do grupo sem exercicio em relagao
ao grupo controle na mesma concentragao (p< 0,05); b — diferenga significativa do grupo com exercicio
em relagdo ao grupo controle na mesma concentragéo (p< 0,05); ¢ — diferenga significativa no grupo
sem exercicio em diferentes concentragdes (p< 0,05); d — diferenga significativa no grupo com exercicio
em diferentes concentragdes (p< 0,05); Avaliacao de genotoxicidade através do Ensaio cometa. Os
dados foram expressos como média + desvio padrdo da média e analisados estatisticamente por
analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguido do post-hoc de Bonferoni. As diferengas entre os
grupos foram consideradas significativas quando os valores de P foram menores que 0,05 (p < 0,05).
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5 DISCUSSAO

O exercicio fisico regular reduz o risco de desenvolver doengas cronicas,
como doengas cardiacas, diabetes tipo 2, cancer e acidente vascular cerebral (Blair e
Morris, 2009; WHO, 2010; Lee et al., 2012; Weichenthal et al., 2014). No entanto,
algumas formas acessiveis de exercicio, como caminhar, correr ou andar de bicicleta,
ocorrem ao ar livre perto de fontes de maior poluigdo do ar relacionada ao trafego o
que pode aumentar a exposi¢cao a poluentes atmosféricos (Chiu e Yang, 2009; Strak
et al. 2010; Giles e Koehle 2014; Weichenthal et al. 2014).

Evidéncias epidemioldgicas tém demonstrado que a exposi¢cdo a poluentes
atmosféricos relacionados ao trafego, como material particulado, na faixa fina (<2,5
Mm; MP25) e ultrafina (<0,1 um; UFP), e gases como dioxido de nitrogénio (NOz2), o
monoxido de carbono (CO) e o ozbnio (O3) podem afetar adversamente o sistema
respiratorio e cardiovascular (WHO, 2005; Cheng, Tsai e Yang, 2009; Beckerman et
al., 2012; Costa et al., 2014; WHO 2014, Oliveira et al., 2014; Greenberg et al., 2016).
Além disso, varios estudos também observaram inflamagado das vias aéreas em
grupos sensiveis (Adar et al., 2007) e em pessoas saudaveis (Strak et al., 2010;
Weichenthal et al., 2011; Strak et al., 2012) e efeitos sistémicos como aumento de
granulécitos neutrofilicos (Riediker et al., 2004; Jacobs et al., 2010) e outros
marcadores sanguineos infamatérios (Riediker et al., 2004).

Estudos tém demonstrado reducao da fungdo pulmonar em associacido com
andar em uma rua movimentada (McCreanor et al., 2007; Sinharay et al., 2017), correr
perto de estradas movimentadas (Rundell et al., 2008) ou andar de bicicleta na hora
do rush em uma rota de trafego pesado (Strak et al., 2010; Giles, Carlsten e Koehle
2012; Andersen et al., 2015). Portanto, postula-se que pessoas que realizam exercicio
fisico regular ao ar livre nessas condi¢gdes estdo mais susceptiveis aos efeitos
negativos e nocivos da poluigdo comprometendo os efeitos positivos do proprio
exercicio. Deste modo, este estudo buscou verificar as alteragdes bioquimicas e
moleculares induzidas pelo material particulado proveniente da combustdo de motor
a diesel em pulmao de camundongos expostos a um programa de treinamento fisico.

No presente estudo, os camundongos expostos as concentragdées de 500,
1.000 e 2.000 pg/m®* de MP+1 de DEP, apresentaram diferengas na modulagdo de
parametros histopatoldgicos e na oxidagao e reparo de proteinas constitutivas intra e

extracelular no pulm&o quando comparado animais treinados e nao treinados.
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Na histoarquitetura pulmonar de animais treinados e n&o treinados, expostos
a concentracdo de 500 ug/m? de poluigado, os cortes histologicos de tecido pulmonar
apresentaram poucas areas com alargamento alveolar e maior integridade da
histoarquitetura pulmonar quanto a espessura dos septos alveolares e alvéolos
quando comparados com o grupo dos animais treinados expostos a mesma
concentracido de poluicdo, o que pode caracterizar efeito protetor do exercicio fisico.
Na concentragdo de 500 ug/m* de DEP, nossos achados sdo compativeis com o
estudo realizado por Vieira et al. (2012), afirmando que o exercicio aerdbico reduziu o
remodelamento do parénquima pulmonar induzido pela DEP, indicando o beneficio
potencial do exercicio aerdbico a longo prazo na prevengao de alteragdes estruturais
no parénquima pulmonar associadas a condigdes inflamatérias cronicas.

Porém, outros estudos apontam que o efeito do MP2.5 € aumentado durante o
exercicio (Sharman e Stowasser, 2009), aumentando a deposicdo nos pulmdes
(Rundell et al., 2008), induzindo alteragdes estruturais. Nossos resultados histologicos
na concentracdo de 2.000 pg/m® sao compativeis com esses estudos, pois
apresentam areas de alargamento do espago aéreo-alveolar interpostas por regides
de infiltrado celular compativeis com enfisema pulmonar tanto no grupo de animais
exercitados quanto ndo exercitados expostos ao DEP. Os dois grupos demonstram
histoarquitetura compativel com enfisema pulmonar. O remodelamento pulmonar é
provavelmente uma consequéncia da inflamacdo crbnica nao resolvida e esta
associado a alteragdes funcionais nas vias aéreas e doencas pulmonares intersticiais
(Leigh et al., 2004; Morales et al., 2011) e envolve a deposigéo de proteinas de matriz
extracelular (Golestani et al., 2016). Vieira et al. (2012) também constataram que a
exposicdo a particulas de diesel aumentou o remodelamento do parénquima
pulmonar.

Os dados estereolégicos do presente estudo confirmam os resultados
histologicos no grupo de animais nao treinados e expostos a 2.000 pg/m*® de MP+,
mostrando um aumento do didmetro alveolar compativel com o enfisema, no entanto,
nao foi constatado diferenga significativa (P <0,05) quando se compara os grupos de
animais exercitados e ndo exercitados nas mesmas concentragdes. Deste modo, ndo
€ possivel afirmar que o exercicio fisico foi eficiente para inibir, reduzir ou aumentar
as alteragdes histologicas em animais expostos a concentragado de 2.000 ug/m?* de
DEP.
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Apoés analise histologica e estereologica, foi realizada a contagem total de
leucécitos em amostras de LBA. Nossos achados em marcadores inflamatérios
pulmonares sao consistentes com a hipotese de que o MP inalado induz a liberacao
de mediadores pré-inflamatérios levando a uma resposta inflamatdria local (Danesh
et al. 2.000). Em estudos de exposigdo humana controlada (Nordenhall et al., 2000;
Stenfors et al., 2004), a inalag&o de exaustéo de diesel foi associada com aumento da
resisténcia e inflamacao das vias aéreas em individuos saudaveis apresentando
aumento de neutrofilos, linfocitos e mastécitos e niveis elevados de IL-8, IL-6 e
mieloperoxidase em LBA, bidpsias brénquicas e escarro.

Smyth et al. (2017) relatam que o mecanismo de inflamag&o dos materiais em
nanoescala podem translocar-se através da barreira epitelial pulmonar e entrar na
circulagao corroborando com os achados de (Van Eeden et al., 2001; Van Eeden e
Hogg, 2002) que afirmam que os mediadores inflamatérios podem deixar o pulméo e
entrar na circulagao, induzindo efeitos sistémicos.

Segundo Solomon et al. (2013), as particulas de DEP podem interagir
fisicamente com plaquetas isoladas, levando a ativagao e agregagao. Smyth et al.
(2017) mostraram que as DEP administrada nos pulmbes de camundongos atraves
de instilacao (MPo,1) causou um aumento significativo na agregacgao plaquetaria in vivo
4 horas poés-exposigao evidenciando sua agao sistémica. Den Hartigh et al. (2010)
demonstraram que alguns componentes do material particulado estao envolvidos na
ativacao de células endoteliais, o que resultou na coativacado adicional de mondcitos
circulantes.

Diversos estudos relatam que a infiltragcdo de leucécitos nos pulmdes apds a
exposicao a DEP (Nemmar et al., 2003; Robertson et al., 2012; Xu et al., 2013).
Nossos achados confirmam tais afirmacdes sendo possivel constatar diferencas
significativas quando comparamos animais expostos e nao exercitados as
concentragdes de 500 pyg/m?3, 1.000 pg/m? e 2.000 pyg/m* de DEP ao grupo controle.
Contudo, tais achados se reportam unicamente aos efeitos do DEP no metabolismo
animal, pois ndo constatamos diferencas significativas entre animais exercitados e
nao exercitados nas diferentes concentragdes 500 ug/m?, 1.000 ug/m?* e 2.000 pg/m?
de DEP. Porém, em nossos achados é possivel observar que os animais exercitados
nas concentragbes de 500 e 1.000 pg/m?3, ndo apresentam diferenca significativa do
grupo controle, o que sugere um efeito protetor do exercicio fisico a exposi¢ao a essas

concentragdes de DEP. Resultados similares ao presente estudo foram encontrados
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por Zhang et al. (2018), que realizaram um estudo em humanos e encontraram menor
contagem total e diferencial de leucécitos em pessoas praticantes de exercicio fisico
quando comparada a nao praticantes de exercicio fisico apds a exposicao ao MP2s.
Embora em nossos achados ndo encontramos diferengas significativas em numero
total de leucocitos quando comparamos os animais exercitados aos n&o exercitados
nas diferentes concentragcées de DEP fica evidente que em concentragdes menores
de poluigao, o exercicio fisico reverte os efeitos da poluicao.

Avila et al. (2015) também mostraram que a exposicdo a DEP por 10 dias
resultou em um aumento significativo no numero de células em LBA (células totais,
neutrofilos e linfocitos), porém, quando os camundongos eram submetidos a sessdes
de natacio de alta intensidade e administracdo de DEP mostraram uma diminuicao
no numero de células totais, neutrdfilos e linfocitos em LBA. Esses dados corroboram
os de Vieira et al. (2012), que demonstraram uma diminuigdo nas células inflamatdrias
nao apenas no LBA, mas também no parénquima pulmonar de camundongos
expostos a DEP e submetidos a exercicios fisicos. Vieira et al. (2012), constataram
que citocinas pro-inflamatdrias, como IL-1B3, e TNF-a também foram aumentadas no
LBA e no parénquima pulmonar apos a instilagdo de DEP. Verificaram que os
leucdcitos no parénquima pulmonar estdo envolvidos na liberagao dessas citocinas e
que o exercicio aerdébico de baixa intensidade inibiu tanto a quantidade total de
citocinas proé-inflamatérias quanto a ativagao de leucdcitos parenquimatosos.

Dados similares foram encontrados por Silva-Renno et al. (2018), que avaliam
os efeitos da exposicdo ao MP durante a realizacdo de exercicio aerdbico na
inflamacéao sistémica. Constataram que a exposicdo ao MP25 e MP1o aumentou o
numero de leucécitos no sangue, e que o exercicio aerébico de baixa intensidade foi
capaz de inibir o acumulo de células PMN e MN no parénquima pulmonar e no espago
peribrébnquico, sugerindo um efeito protetor generalizado do exercicio aerdbico ao
longo de diferentes compartimentos pulmonares. Estudos realizados por Lauzon e
Martin (2016) e Abbasi, Vieira e Northoff (2015) observaram que a exposi¢cao a MP25
e MP1o resultou em inflamagdo das vias aéreas e do parénquima, por células
polimorfonucleares (PMN) e mononucleares (MN), relacionado a hiperresponsividade
das vias aéreas, especialmente em individuos suscetiveis, a limitagdo a pratica de
exercicios, estreitamento das vias aéreas e reducgao do fluxo de ar.

Além da contagem total de leucécitos em amostras de LBA, avaliamos os

niveis das espécies reativas de oxigénio. Embora na literatura esteja descrito que o
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material particulado induz o aumento do estresse oxidativo e nitrosativo induzindo
também a liberagao de citocinas pré-inflamatérias (Nemmar et al., 2007) e que as DEP
aumentam a producgao de espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico por macréfagos
alveolares bem como a producéo da citocinas proé-inflamatérias (Zhao et al., 2009),
nao encontramos diferencgas significativas entre o grupo exercitado e nao exercitado
quando comparadas as concentragdes de 500 pg/m?*, 1.000 ug/m? e 2.000 pg/m? de
DEP.

Para avaliagdo do sistema oxidante, analisamos em homogeneizado
pulmonar, as concentragbes de DCF, um produto da oxidacdo de 2,7-DCFH por
espécies reativas de oxigénio e o MDA, produto secundario da peroxidagao lipidica.
Quando comparamos 0s grupos exercicio e ndo exercicio nao constatamos diferengas
significativas nos niveis de DCF, embora de maneira geral os niveis de DCF estéao
ligeiramente aumentados no grupo de animais n&o exercitado, houve diferengas
significativas apenas entre as concentracdes de 500 ug/m?3, 1.000 pg/m?e 2.000 pg/m?
no grupo exercicio. Embora a produgao aumentada de oxidantes, como o peréxido de
hidrogénio, desencadeia uma cascata de eventos celulares que culminam com danos
oxidativos em biomoléculas, comprometendo a estrutura e fun¢gao pulmonar (Bargagli
et al.,, 2009), e, aumento nos niveis de DCF indicam produgdo de peréxido de
hidrogénio na célula (Wojtala et al., 2014 ), o que sugere aumento de ROS, no presente
estudo ndo se pode afirmar que a exposicao a DEP de animais exercictados e nao
exercitados gerou aumento na producgao de oxidantes, mais especificamente de DCF.
Contudo, constatou-se aumento da atividade da enzima catalase (que catalisa a
degradagao do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular) nos animais
nao exercitados, sugerindo uma possivel modulagdo dos efeitos benéficos do
exercicio relacionados a resposta anti-inflamatéria e antioxidante induzida pelo
exercicio. Em niveis basais, atividades reduzidas de enzimas antioxidantes como a
CAT, em detrimento da produgdo de oxidantes, sugerem menor protegado contra a
exposicao a ERO, entretanto, apds a exposicdo a DEP o aumento da atividade da
CAT observado nos animais nao exercitados pressupde producao aumentada de

peréxido de hidrogénio no tecido pulmonar.

De maneira geral, os niveis de MDA também ficaram ligeiramente
aumentados nos grupos sem exercicio, porém constatou-se diferenga significativa

entre o grupo exercitado e ndo exercitado na concentragao de 2.000 pg/m3.
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Os resultados do presente estudo demonstraram que a exposicdo a DEP
aumentou os niveis de MDA, sugerindo aumento de ERO e a realizagao de exercicios
fisicos reduziu os niveis de MDA. Ha referéncias na literatura que o estresse oxidativo
pode ser induzido por fatores enddgenos, bem como exdgenos; fontes exdgenas de
ERO incluem fatores ambientais, como tabagismo, dieta e exposi¢ao a polui¢ao do ar,
e MP (Kooter et al., 2010). Uma possivel explicagdo para o aumento dos niveis de
MDA ¢é devido ao material particulado poder aumentar a producéo de ERO intracelular,
induzindo estresse oxidativo (Pinho et al., 2005) utilizando metais de transicdo como
ferro e cobre, que podem gerar radicais hidroxila através da reagédo de Fenton (Ghio
et al., 1999). Sabe-se também que os macréfagos alveolares ingerem e removem
particulas inaladas dos pulmdes, e os neutréfilos também respondem a essas
particulas (MacNee e Donaldson, 2003). A ativacdo de macréfagos resulta em
liberacéo de citocinas, bem como de ERO, através da chamada explosao respiratoria
(respiratory burst) (Goldsmith et al., 1998).

Além disso, elevadas concentracbes de agentes oxidantes no pulmao
diminuem a capacidade antioxidante, o que contribui para o dano as células epiteliais
(Comhair e Erzurum, 2002), favorecendo ainda mais a resposta inflamatoria. Kooter
et al. (2010) observaram que a exposicdo ao DEP levou a um aumento de 50% na
peroxidagao lipidica 18 horas apds a exposi¢cado, conforme medido pela formacéo de
MDA.

O aumento do estresse oxidativo induzido pela exposicao a particulas toxicas,
como DEP, também esta associado a liberagao de citocinas pro-inflamatérias em
ensaios clinicos e modelos experimentais de camundongos (Takano et al., 2002;
Patel, Eo e Kwon 2011; Patel et al., 2010; Den Hartigh et al., 2010). Nossos achados
corroboram com estudos experimentais (Zhao et al., 2009; Martin et al., 2010;
Kodavanti et al., 2011) demonstraram que niveis aumentados de poluicdo do ar
aumentam a liberagao de radicais livres, notadamente espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio, sistemicamente ou localmente em diferentes 6rgaos.

Apoés verificar que a exposicao a particulas de diesel esta relacionada com
maior producdo de oxidantes, verificou-se os efeitos do exercicio fisico sobre o
sistema antioxidante. Para isso foi avaliado os niveis proteicos e/ou atividade de
moléculas envolvidas na neutralizacdo das espécies reativas, enzimas do sistema

glutationa, superdxido dismutase e catalase.
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Quando comparamos 0s grupos exercicio e nao exercicio, constatamos
diferencgas significativas na producéo de antioxidantes apenas nas enzimas catalase
e GSSG na concentracédo de 500 ug/m3, no grupo de animais nao exercitados. Como
as principais enzimas antioxidantes incluem a superdxido dismutase (SOD), a
catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx), que s&o ativadas normalmente
durante o metabolismo celular (Hollander et al., 2000), a diminuicdo da atividade da
SOD pode indicar que ela foi consumida como resultado do estresse oxidativo e o
aumento da CAT e GSSG podem sugerir que o desenvolvimento do estresse oxidativo
€ seguido por uma reacdo adaptativa que equilibra a atividade potencialmente
prejudicial das ERO pelos mecanismos de defesa antioxidante. Além disso, em
situagdes normais a GSSG representa apenas uma pequena fracdo da glutationa
total. A razao entre a glutationa oxidada e glutationa reduzida ou inverso (GSH/GSSG
ou GSSG/GSH) & normalmente utilizada para estimar o estado redox dos sistemas
biolégicos (Barreiros e David, 2006). Nos resultados deste estudo também ficou
evidenciado que na concentracédo de 500 pg/m® ha uma possivel modulagdo dos
efeitos benéficos do exercicio relacionados a resposta anti-inflamatodria e antioxidante
induzida pelo exercicio.

Nossos achados corroboram com varios estudos realizados, tais como Vieira
et al. (2012), que constataram que a pratica regular e de longa duragao de exercicio
aerdbico de baixa intensidade foi protetora dos efeitos da exposicdo a DEP pela
inibicdo da producao pulmonar de ERO e 6xido nitrico. Os autores relatam ainda que
a DEP induziu um aumento significativo no numero de células totais, neutrofilos,
macrofagos e linfécitos no LBA e na densidade de células PMN no parénquima
pulmonar. Essa resposta inflamatdria induzida pela DEP também foi inibida pelo
exercicio aerdbico. Os resultados do estudo sugerem que a redugao no estresse
oxidativo € um evento primario ligado aos efeitos anti-inflamatorios do exercicio a
longo prazo.

Fisher e Bloomer (2009), destacam que qualquer condigdo aguda de aumento
do consumo de oxigénio leva ao estresse oxidativo e consequentemente a produgao
de ERO. Assim, o aumento moderado e repetido das ERO causado pelo exercicio
resulta em uma resposta adaptativa com melhora do sistema de defesa antioxidante.
Além disso, ha uma alteragédo associada no balango redox (equilibrio entre oxidagao

e reducao) que produz um ambiente redutor, resultando em um aumento nas defesas
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antioxidantes. Esse mecanismo resulta em uma prote¢cdo adaptativa contra ERO
durante as sessdes subsequentes de exercicios.

Vieira et al. (2012) demonstraram que o exercicio aerdbico de baixa
intensidade resultou em diminuicdo da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e
diminuicdo dos niveis de estresse oxidativo e nitrosativo, bem como inibicdo da
inflamacg&o pulmonar e sistémica. Estes resultados sugerem uma possivel modulagao
dos efeitos benéficos do exercicio através de vias anti-inflamatérias e antioxidantes.
Resultados similares também foram encontrados em outros estudos que mostram que
os efeitos benéficos do exercicio podem estar diretamente relacionados a resposta
anti-inflamatéria e antioxidante induzida pelo exercicio (Ji, 2008; Radak, Chung, Goto
2008; Silva et al., 2010).

Avila et al. (2015) demonstraram que sessdes de natagdo foram capazes de
melhorar significativamente a defesa antioxidante em camundongos expostos a DEP
por 10 dias, resultando em um aumento nos niveis de CAT, GSH-t e tidis nao proteicos
(NPSH), que sdo moléculas antioxidantes conhecidas nos homogenatos de pulmao,
concluindo que os efeitos antioxidantes da natacdo podem reduzir o modelo de
inflamacgé&o pulmonar induzida por DEP, sugerindo sua influéncia no balango redox.

Em estudo realizado por Kooter et al. (2010) para avaliar os efeitos do MP no
sistema respiratorio de camundongos 4, 18, 24, 48 e 72 horas pds-exposigao, 0s
pesquisadores constataram que o efeito no sistema de defesa antioxidante precedeu
uma inflamacéo local e uma resposta pro-coagulante local e sistémica; as 18 horas, a
razdo GSH/GSSG diminuiu, e a atividade das enzimas antioxidantes GPx e SOD foi
aumentada, os niveis de MDA aumentaram, as 24 horas. Observaram ainda que o
aumento dos marcadores inflamatdrios IL-6 e TNF-a s6 foi visto nos ultimos pontos de
tempo da investigacdo. Os autores desatacaram que esta ultima observagéo,
juntamente com a auséncia de influxo de PMN, sugere que ha uma resposta
inflamatdria retardada, que pode ter seu maximo apds 72 h. Os achados de Kooter et
al. (2010) sugerem a exposi¢cao a particulas de diesel, resulta em uma resposta
hierarquica ao estresse oxidativo, indicado inicialmente por uma defesa antioxidante
entre 4 e 24 horas apos a exposicao e posteriormente por uma resposta inflamatéria
marcada por niveis aumentados de TNF- a e IL-6 entre 48 e 72 horas. Os autores
concluiram ainda que diferentes estagios no estresse oxidativo ndo sédo afetados

somente pela concentracdo de DEP, mas também pelo tempo apds a exposicao.
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Uma vez observado que o exercicio fisico reduziu a produgdo de oxidantes
ou nao potencializou sua produgao e que esses achados podem ter ocorridos devido
a maior atividade das moléculas antioxidantes CAT e GSSG, foram analisados os
niveis proteicos dos marcadores de inflamacao TNFa, IL1 e IL6 em pulmé&o.

Diversos estudos apontam que a exposicdo ao material particulado
proveniente de combustiveis fosseis ou ndo, estdo diretamente relacionados ao
aumento na produgdo de algumas citocinas pro-inflamatérias. Na sequéncia,
enumeramos alguns estudos que possuem evidéncias suficientes que indicam efeitos
deletério da exposicao a particulas de diesel em animais e humanos.

Estudos realizados com animais evidenciam que a exposi¢do a DEP induz
uma resposta inflamatéria no pulmao caracterizada pelo acumulo de neutrdfilos,
mondcitos, células dendriticas e células T (Provoost et al., 2012 e Provoost et al.,
2016). O DEP induz a liberagao sistémica de IL-6, uma citocina considerada um
biomarcador confiavel do processo inflamatério em camundongos (Gimeno et al.,
2011; Nemmar et al., 2010). A IL-6 tem sido particularmente associada a exposi¢cao
ao diesel ou a DEP em roedores (Robertson et al., 2012; Conklin, Kong e Committee,
2015) e humanos (Krishnan et al., 2013). Aumentos de IL-6 sistémica e TNF-a 24
horas apds a exposicéo a DEP foram relatados em humanos (Tornqvist et al., 2007),
animais (Robertson et al., 2012) e em intervalos de tempo menores que 24 horas
(Nemmar e Inuwa, 2008). Kumar et al. (2017) destacam que dependendo do poluente,
o TNF-a pode ativar diferentes vias de sinalizacdo para induzir uma resposta
inflamatdria no pulmao.

Park et al. (2011) constataram que as concentragdes das citocinas pro-
inflamatdrias, IL-1, TNF-a e IL-6, foram significativamente maiores em camundongos
tratados com DEP do que nos controles; em particular, os animais tratados com DEP
exibiram um aumento na concentracdo de TNF-a desde o dia 1 até o 14 dia apds o
tratamento. Similarmente, a concentracdo de IL-6 no fluido broncoalveolar de
camundongos tratados com DEP foi de 2,7 vezes a dos camundongos controle no
primeiro dia de exposi¢cdo. Em estudos com animais, a exposi¢cao aguda e crbnica a
DEP foi relatada como associada a niveis elevados de TNF-a no tecido pulmonar
(Hiramatsu et al., 2013, Nemmar et al., 2015), contudo sem fazer relagéo a animais

exercitados e nao exercitados.
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Assim, apds a caracterizagdo do efeito deletério do DEP, analisamos
homogeneizado pulmonar para avaliar os biomarcadores pré-inflamatérios TNFa, IL-
1 e IL-6 e aferir se ha diferenca entre animais exercitados e naos exercitados.

Comparando os grupos de animais exercitados e ndos exercitados,
constatamos diferengas significativa somente nos niveis de IL-1. Os niveis de TNFa
apresentaram diferencga significativa somente quando comparamos as concentragdes
de 500 ug/m® e 2.000 pg/m3 no grupo sem exercicio. Resultado similar ocorreu com
IL-6, onde encontramos diferenca significativa entre as concentragdes de 500 pg/m?3
e 1.000 pg/m?3 e 500 pg/m?* e 2.000 pg/m?® ambas no grupo sem exercicio.

Deste modo, nossos resultados corroboram com alguns estudos que atribuem
ao exercicio fisico efeito protetor sobre a exposigdo ao MP. Silva-Renno et al. (2018),
avaliaram os efeitos da exposi¢cao ao MP durante a realizacao de exercicio aerdbico
na inflamacgao sistémica. Constataram que a exposicao a MP25 e MP1o aumentou as
concentragdes de citocinas pré-inflamatodrias IL-13 e TNF-a as quais foram reduzidas
pelo exercicio aerdbico. Fashi, Agha Alinejad, Asilian Mahabadi (2015) demonstram
que a exposi¢cao ao MP1o proveniente de carvdo aumentou a expressao génica TLR4,
NF-kB e TNF-a no tecido pulmonar e que o exercicio aerdbico diminuiu a expressao
destas citocinas.

Avila et al. (2015) mostraram que a natagéo de alta intensidade resultou em
diminuicao dos niveis de citocinas pro-inflamatdrias, como IL-1B, IL-6, TNF-a e IFN-,
nos homogenatos de pulmao, enquanto os exercicios aumentaram os niveis de
citocinas anti-inflamatdérias, como IL -1a e IL-10. Nimmo et al. (2013) destacam que as
respostas inflamatodrias ao exercicio agudo e exercicio regular/crénico sao diferentes,
pois o exercicio agudo geralmente leva a inflamagao, enquanto o exercicio regular
pode levar a inflamacao de baixo grau devido aos efeitos adaptativos do musculo
esquelético.

Este estudo é destoante de estudos preévios realizados devido a metodologia
utilizada para exposicdo dos animais ao DEP. Optou-se pela simulacido do ambiente
real, onde os animais sdo expostos a DEP em suspensao enquanto que os demais
estudos utilizam instilagcdo. Também se optou por um tempo de duragdo maior, pois
os animais foram expostos a DEP e exercitados durante 8 semanas. Segundo Zhang
et al. (2018), a exposi¢ao a longo prazo a polui¢ado do ar geralmente leva a um risco
maior para a saude do que a exposigao aguda ou a curto prazo devido ao seu efeito

cumulativo.
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ApoOs analisamos os biomarcadores pro-inflamatérios TNFa, IL-1 e IL-6
avaliou-se os niveis de AKT. A importédncia das vias de transdugdo de sinal
intracelular, como a via PI3K / AKT / mTOR no crescimento, sobrevivéncia e
proliferagao celular, tem sido justificada nos ultimos anos. A superativacao de tais vias
foi identificada em muitos tipos de cancer, incluindo o cancer de pulmao, e esta
fortemente correlacionada com o desenvolvimento e progresséo tumoral, metastase,
quimio e radiorresisténcia (Sarris, Saif e Syrigos, 2012).

A AKT é a molécula central da via, sendo ativada apés o recrutamento para a
membrana plasmatica por PIP3. Atua a jusante do PI3K para regular os processos
celulares, incluindo a sobrevivéncia, proliferagdo e crescimento celular (Manning e
Toker, 2017).

Em nossos achados, constatamos diferengas significativas nos animais
expostos as concentragdes de 500 pg/m?3, 1.000 pg/m?*e 2.000 pyg/m?* de DEP quando
comparadas ao grupo controle corroborando com estudo realizado por Huang et al.
(2011), o qual demonstra que as fragcbes de tamanhos diferentes de material
particulado MP10-25, MP25 e MPo.1 sdo capazes de induzir respostas de estresse
oxidativo mediadas por Nrf2 em células epiteliais de vias aéreas humanas primarias.
Cheng et al. (2010) descreveram que as vias MAPK e PI3K / Akt estdo envolvidas na
fosforilagdo de Nrf2 para facilitar a dissociacdo com Keap1 e translocag¢ao nuclear.

Deng et al. (2013) realizaram um estudo para avaliar se as vias p38 MAPK,
ERK1/2 e PI3K estavam envolvidas na regulagdo da translocagcdo de Nrf2 do
citoplasma para o nucleo, descobrindo que a via foi ativada apds exposicdo a MP25
em diferentes tempos apds a exposicao.

A Akt é uma serina/treonina quinase citosodlica (Rane et al., 2003) que contribui
para a inflamacgéao e lesdo pulmonar (Abraham 2003), promove a quimiotaxia para combater
a infecgao bacteriana (Abraham 2005) e € um mecanismo de adaptagao pro-sobrevivéncia
apos o estresse (Hu et al. 2004). A Akt contribui para a inflamagéo, ativando o fator de
transcricdo pro-inflamatério NF-kB desempenhando um papel central na sobrevivéncia,
alterando o metabolismo celular e inibindo a apoptose (Newcomb et al., 2008; Amaravadi e
Thompson, 2005). A regulagdo da Akt ocorre principalmente através da modificagdo pos-
traducional (Amaravadi e Thompson 2005). A ativagao prototipica da Akt ocorre através da
ativagdo mediada pelo receptor da fosfatidilinositol 3-quinase (PI13K).

Ao avaliarmos Akt, ndo encontramos diferengas significativas quando

comparamos os animais exercitados aos nao exercitados. Encontramos diferencas
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quando comparamos as concentragdes de 500 ug/m?3, 1.000 ug/m? e 2.000 pg/m? no
grupo exercicio, ficando evidente uma redugcdo nos niveis de Akt conforme as
concentracdes foram aumentando.

Apds analisamos a Akt foi avaliado indice e a frequéncia de dano em DNA. Esta
documentado previamente que um desequilibrio entre a producdo de ERO e a sua
neutralizagdo através das defesas antioxidantes levam ao quadro de estresse
oxidativo. Perturbagdes neste equilibrio redox levam ao aumento nas concentracoes
de ERO, que podem causar danos a todos os componentes celulares, incluindo
proteinas, lipideos e o DNA (Ceylan et al., 2006). DEP podem induzir a formacgéo de
especies reativas de oxigénio, causar danos oxidativos ao DNA, devido a inalagao ou
instilacdo (Mduller et al., 2004), desencadeados pela quebra e liberacdo dos
componentes quimicos de DEP soluveis nas células, o que induz a inflamagéao
pulmonar e desequilibrio redox (Park et al., 2011; Vieira et al., 2012; Maier et al.,
2008).

Para avaliacdo do indice e a frequéncia de dano em DNA foram coletadas
amostras de sangue na quarta e oitava semanas apoés o inicio do treinamento e
exposicao ao DEP. Nossos resultados revelaram diferencas significativas no indice e
frequéncia de dano em DNA nas trés diferentes concentragcdes de DEP, quando
comparadas ao grupo controle, corroborando com achados de Moller et al. (2014) que
mostram a exposicdo a diferentes concentracdes de DEP causam danos ao DNA
pulmonar, sugerindo ainda que o DEP induz danos ao DNA promovendo um ambiente
de estresse oxidativo e inflamagéo.

Esta amplamente documentado os beneficios do exercicio fisico para a saude
(Carlisle e Sharp, 2001; Johnsen et al., 2013; Giles e Koehle, 2014; Florian, 2016;
Tainio et al., 2016) porém a atividade fisica intensa regular esta associada a um
aumento na producao de radicais livres que podem superar a capacidade do sistema
antioxidante de manter a homeostase e levar ao dano celular (Fisher e Bloomer,
2009). Contudo, ha evidéncias em alguns estudos em animais sugerindo que o
exercicio regular diminui o dano ao DNA e aumenta o reparo do DNA (Radak et al.,
2002). Dos fatores modificaveis que podem proteger contra danos no DNA ou
melhorar seu reparo, a atividade fisica € de particular interesse, pois niveis mais altos
de atividade fisica estdo associados a menor risco de varias doengas (Cash et al.,

2013). Contudo, nossos resultados ndo constataram diferencga significativa quando
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comparado os grupos exercitados e ndo exercitados nas diferentes concentragdes de
DEP, tanto na frequéncia quanto no indice de dano em DNA.

Porém, uma evidencia que merece destaque no presente estudo foi o
aumento no indice e frequéncia de dano em DNA entre as duas coletas de sangue
que foram realizadas. Com 4 semanas de intervalo entre a primeira e a segunda
coleta, sendo a primeira realizada ao final da quarta semana de exposi¢ao e exercicio
e a segunda realizadas apds a oitava semana de exposi¢ao e exercicio, observamos
aumentos médios superior a 50% na frequéncia de dano nas concentragdes de 500,
1.000 e 2.000 um?® de DEP. Resultado similar foi encontrado no indice de dano em
DNA, porém com variagdes ainda maiores. Conforme discutido anteriormente uma
possivel explicacdo para nossos achados esta relacionada ao tempo de exposicéo ao
poluente. Diversos estudos de instilacdo e inalacdo em animais sao de exposi¢cao
aguda ou de duracdo de até quatro semanas. Neste sentido, este estudo merece
destaque pois ampliou o tempo de exercicio fisico e inalagdo ao poluente, o que
aumentou o indice e frequéncia de dano em DNA. Costa et al. (2014), destacam que
€ importante observar os efeitos adversos do DEP em um curto intervalo de tempo
apos a exposigao (efeito agudo) mas € necessario avaliar os efeitos da exposigéo
cumulativa ao longo do tempo (efeito cronico). Assim, estudos sobre a exposigcéo
humana e em animais a poluentes atmosféricos devem abordar o impacto sobre a
saude de curto e longo prazo.

Posteriormente as analises de sangue procedemos a avaliagao da frequéncia
e o indice de dano no DNA em homogeneizados de pulmao. Constatamos diferengas
significativas no indice e na frequéncia de dano no DNA nas trés diferentes
concentragdes de DEP, quando comparadas ao grupo controle, resultados similares
a Dybdahl et al. (2003), que constataram apés a administragdo oral de DEP, um
aumento significativo no nivel de quebras da fita de DNA em pulmao de camundongos.

Mdaller et al. (2004) realizaram um estudo para avaliar marcadores de danos em
DNA e mutagdes em pulmao de camundongos instilados por DEP. Constataram
aumento significativo do dano em DNA medido por quebras na fita de DNA, e que a
inducdo de danos no DNA pela exposicao a DEP ndo aumentou a expressao dos
genes de reparo OGG1 e ERCC1 no nivel de mRNA. O estudo indicou ainda que o
pulmao € um orgao alvo para danos no DNA primario apos exposigao oral ao DEP.

Uma possivel explicacao para nossos resultados esta relacionada a inflamacgao

cronica de baixo grau, que pode causar danos ao DNA através de um aumento
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persistente das espécies reativas de oxigénio ERO, produzidas e liberadas por células
imunes ativadas, pois, 0 estresse oxidativo resulta de um desequilibrio entre os
sistemas de geragao de radicais e de eliminagdo de radicais, levando ao
comprometimento da membrana celular ou dano ao DNA (Yao e Rahman, 2011;
Ovrevik et al., 2017). Porém, estudos que investigaram os mecanismos subjacentes
aos beneficios do exercicio fisico regular (Radak et al., 2001; Mergener et al., 2009;
Fogarty et al., 2011), sugerem que o exercicio fisico pode estar relacionado a menor
produgao de oxidantes, regulagao positiva da capacidade antioxidante ou ainda maior
atividade de reparo do DNA. Estudos prévios mostraram que o estresse oxidativo
diminui apés um periodo de exercicio fisico em diferentes tecidos e células animais
(Lambertucci et al., 2006; Nakamoto et al., 2007) evidenciando que a geragao baixa a
moderada de ERO induzida pelo exercicio fisico regular pode ser benéfica, uma vez
que induz uma regulagao positiva de algumas enzimas antioxidantes. Soares et al.,
(2015) reforcam a associagdo entre maior atividade fisica diaria e maior aptidao
aerdbica com menores quebras na cadeia de DNA, postulando que o exercicio pode
causar um conjunto de adaptacdes que protegem a integridade do DNA.
Considerando que o exercicio crénico aumenta a capacidade antioxidante,
parece provavel que se espere uma reducado do dano ao DNA resultante do aumento
na capacidade de reparo e capacidade antioxidante (Collins e Gaivao, 2007), contudo,
no presente estudo, nao ficou evidenciado diferencgas significativas entre os grupos de

animais exercitados e nao exercitados nas diferentes concentragdes.
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6 CONCLUSOES

Em conjunto, os nossos resultados indicam que a exposi¢ao a DEP induz a
alteracbes da histoarquitetura pulmonar, estado inflamatdrio, estresse oxidativo e
dano em DNA, sendo estas alteracdes dependentes das concentragdes de material
particulado no ambiente. O exercicio fisico parece exercer efeito anti-inflamatério em
camundongos expostos a DEP, contudo mais estudos sao necessarios para melhor
compreender os mecanismos envolvidos nos efeitos anti-inflamatérios do exercicio

fisico e o papel das diferentes doses/concentracoes de DEP.
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APENDICE A

Quadro 1 — Registro da Concentracdo de PM 500 pg/m?
PM1 PM2,5 PM4 PM10 | TOTAL

Dia [ug/m?] | [pg/m?] [ug/m’] | [ug/m] | [ug/m?]
27/mar 0,493 0,493 0,493 0,494 0,496
28/mar 0,493 0,493 0,494 0,495 0,498
29/mar 0,490 0,490 0,490 0,491 0,492
30/mar 0,508 0,508 0,508 0,509 0,511
31/mar 0,506 0,506 0,506 0,507 0,509
03/abr 0,523 0,523 0,523 0,524 0,525
04/abr 0,470 0,470 0,471 0,471 0,473
05/abr 0,523 0,524 0,524 0,525 0,527
06/abr 0,518 0,518 0,519 0,519 0,520
07/abr 0,510 0,510 0,510 0,510 0,511
10/abr 0,519 0,519 0,519 0,520 0,520
11/abr 0,521 0,521 0,521 0,522 0,523
12/abr 0,502 0,503 0,503 0,505 0,508
13/abr 0,501 0,502 0,502 0,503 0,505
14/abr 0,499 0,500 0,501 0,503 0,505
17/abr 0,517 0,518 0,518 0,518 0,519
18/abr 0,521 0,521 0,521 0,522 0,522
19/abr 0,500 0,500 0,501 0,501 0,503
20/abr 0,501 0,501 0,502 0,502 0,503
21/abr 0,505 0,505 0,505 0,506 0,506
24/abr 0,499 0,500 0,501 0,503 0,505
25/abr 0,525 0,525 0,525 0,525 0,526
26/abr 0,508 0,508 0,508 0,509 0,511
27/abr 0,499 0,499 0,500 0,502 0,506
28/abr 0,538 0,539 0,539 0,540 0,542
01/mai 0,486 0,486 0,487 0,487 0,488
02/mai 0,506 0,507 0,509 0,512 0,514
03/mai 0,495 0,496 0,497 0,499 0,500
04/mai 0,491 0,492 0,492 0,493 0,494
05/mai 0,499 0,500 0,500 0,500 0,501
08/mai 0,481 0,481 0,481 0,482 0,483
09/mai 0,478 0,478 0,478 0,479 0,480
10/mai 0,497 0,498 0,498 0,499 0,500
11/mai 0,528 0,529 0,530 0,532 0,537
12/mai 0,490 0,491 0,492 0,494 0,497
15/mai 0,508 0,508 0,508 0,509 0,511
16/mai 0,493 0,493 0,494 0,495 0,497
17/mai 0,497 0,498 0,498 0,499 0,500
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18/mai 0,500 0,501 0,501 0,502 0,502
19/mai 0,515 0,515 0,515 0,516 0,517
Média 0,504 0,504 0,505 0,506 0,507
APENDICE B

Quadro 2 — Registro da Concentracdo de PM 1.000 pg/m?
PM1 PM2,5 PM4 PM10 | TOTAL

Dia [ug/m?] | [pg/m?] [ug/m?] | [ug/m3] | [ug/m’]
27/mar 0,996 0,997 0,997 0,998 0,999
28/mar 0,969 0,969 0,970 0,970 0,972
29/mar 0,986 0,987 0,987 0,988 0,989
30/mar 0,940 0,941 0,941 0,942 0,945
31/mar 0,889 0,890 0,890 0,891 0,893
03/abr 0,813 0,814 0,814 0,814 0,815
04/abr 0,875 0,875 0,876 0,876 0,877
05/abr 1,046 1,047 1,047 1,048 1,049
06/abr 1,020 1,020 1,020 1,021 1,022
07/abr 1,025 1,025 1,025 1,025 1,026
10/abr 1,081 1,081 1,081 1,081 1,082
11/abr 1,027 1,028 1,028 1,029 1,030
12/abr 1,021 1,022 1,023 1,025 1,029
13/abr 1,060 1,062 1,062 1,064 1,067
14/abr 1,020 1,020 1,020 1,021 1,022
17/abr 1,041 1,041 1,042 1,043 1,048
18/abr 1,048 1,048 1,049 1,049 1,050
19/abr 1,030 1,031 1,032 1,033 1,035
20/abr 1,068 1,069 1,069 1,069 1,070
21/abr 1,159 1,159 1,159 1,160 1,160
24/abr 1,045 1,045 1,046 1,046 1,048
25/abr 0,975 0,975 0,976 0,976 0,977
26/abr 0,984 0,984 0,985 0,986 0,990
27/abr 1,019 1,019 1,020 1,022 1,027
28/abr 1,035 1,036 1,036 1,038 1,040
01/mai 1,042 1,043 1,043 1,044 1,044
02/mai 0,925 0,926 0,927 0,930 0,932
03/mai 0,840 0,841 0,841 0,842 0,843
04/mai 0,922 0,923 0,924 0,925 0,926
05/mai 0,865 0,865 0,865 0,866 0,867
08/mai 1,040 1,041 1,041 1,041 1,042
09/mai 1,049 1,049 1,050 1,050 1,050
10/mai 1,070 1,071 1,071 1,072 1,073
11/mai 1,015 1,015 1,016 1,019 1,027
12/mai 1,019 1,020 1,020 1,022 1,023
15/mai 1,055 1,056 1,056 1,057 1,059
16/mai 1,058 1,059 1,059 1,060 1,062
17/mai 1,062 1,062 1,063 1,064 1,065
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18/mai 1,070 1,071 1,071 1,072 1,073
19/mai 1,009 1,010 1,010 1,012 1,014
Média 1,005 1,006 1,006 1,007 1,009
APENDICE C

Quadro 3 — Registro da Concentragdo de PM 2.000 pg/m?
PM1 PM2,5 PM4 PM10 | TOTAL

Dia [ug/m?] | [wg/m?] | [ug/m] | [pg/m?] | [ug/m?]
27/mar 1,827 1,828 1,829 1,831 1,833
28/mar 1,857 1,858 1,858 1,859 1,861
29/mar 1,837 1,838 1,838 1,838 1,840
30/mar 1,909 1,911 1,912 1,914 1,916
31/mar 1,418 1,419 1,419 1,420 1,422
03/abr 1,601 1,601 1,601 1,602 1,603
04/abr 1,706 1,706 1,706 1,707 1,708
05/abr 1,891 1,892 1,892 1,893 1,895
06/abr 1,914 1,915 1,915 1,916 1,916
07/abr 1,948 1,948 1,948 1,949 1,950
10/abr 1,770 1,771 1,772 1,772 1,774
11/abr 1,702 1,703 1,703 1,704 1,705
12/abr 1,959 1,960 1,960 1,963 1,966
13/abr 1,976 1,977 1,978 1,979 1,980
14/abr 1,935 1,936 1,936 1,937 1,939
17/abr 1,923 1,923 1,924 1,924 1,926
18/abr 1,822 1,823 1,823 1,824 1,826
19/abr 1,929 1,930 1,930 1,933 1,936
20/abr 1,894 1,895 1,896 1,898 1,900
21/abr 1,903 1,903 1,903 1,904 1,905
24/abr 1,937 1,938 1,938 1,940 1,942
25/abr 1,787 1,788 1,788 1,788 1,788
26/abr 1,452 1,453 1,454 1,459 1,465
27/abr 1,818 1,819 1,820 1,822 1,826
28/abr 1,975 1,976 1,977 1,978 1,981
01/mai 1,777 1,777 1,777 1,778 1,779
02/mai 1,020 1,021 1,022 1,024 1,025
03/mai 1,716 1,717 1,718 1,719 1,720
04/mai 1,415 1,421 1,422 1,422 1,423
05/mai 1,860 1,861 1,861 1,861 1,862
08/mai 1,786 1,786 1,786 1,787 1,788
09/mai 1,791 1,791 1,792 1,792 1,793
10/mai 1,936 1,936 1,937 1,938 1,939
11/mai 1,831 1,833 1,834 1,837 1,841
12/mai 1,834 1,835 1,835 1,837 1,839
15/mai 1,936 1,936 1,937 1,938 1,939
16/mai 1,916 1,917 1,917 1,919 1,920
17/mai 1,928 1,929 1,929 1,930 1,931
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18/mai 1,935 1,936 1,936 1,937 1,939
19/mai 1,962 1,963 1,964 1,964 1,965
Média 1,808 1,809 1,810 1,811 1,813
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ANEXO A

Parecer da comissio de ética com animais



#’ Universidade do Extremo Sul Catarinense ACEUA »
unese Comissao de Etica no Uso de Animais o

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Efeito do exercicio no metabofismo oxidativo, i 3
e marcadores de estresse oxidativo muscular de animais expostos ao modelo de poluigao
ambiental.”. registrada com o protocolo n® 00272(16-2. sob a responsabilidade de Ricardo Aurino
:hﬁmn}lmaampe Renata Tiscoski Mesi. Emerson Antonio Brancher, Stefla Maria Spessatto
Brescianini, Hefen Rebelo Sorsin, Femanda Tavares Persira - l:p.lemmhleapumqa} rranLUEncan
I:H.ILHJ|E{_|:EI:I de animais perencentes ao filo Chordata, subfilo Vedebrala (eaceio humanos), paa

fins de pesquisa cientifica {ou ensino) - Enmrm-sedeamﬁnmmipmnehidamlfﬂ?m de
8 de outubro de 2008, do Decreto n° §.868, de 15 de julho de 2008, & com as normas editacas pelo
Consefho Macipnal de Confrole de Exper Animal (CONCEA), & fo aprovado pels
Comissac de Efica no Uso de Animars - CEUA da Universidade do Extremo Sul Catarinense -
UNESC, em reuniac de 00872016

Finalidade | 1Ensinc | X ) Pesguiss Cientoca
Vigencia da autorizacao | 01082016 a 201 22018

W de animas aa

Fesolldade 28-350 | 2 meses
Sexo Mascuino
Crigem Biotério da Unesc

The Ethics Commitiee on Anima Use on Research, sanctoned by the mesolution number
022011/ 3mara Propex, in accordance with federal law number 1170408 has analyzed the
foollowang Project

Project tifle: "Effect of exercise on oxidative metabolism, inflammation and oxidative stress
markers in muscle of animals exposed to environmental pollution model ™.

Profocol number. (0212016-2

Principal Inwestigaior: Ricardo Aurino de Pinho

Researchers: Renata Tiscoski MNesi, Emerson Antonio Brancher, Stella Mara Spessatio
Brescianini, Helen Rebelo Sorato, Fernands Tavares Pereira.

The project was Approved in its efhical and metwodological aspects. Any aiteration of the original
versicn of this project must be presiously submitied o the Committee for further analyzes. May you
hawe further queshbons, please conteact wus on weewunescnetpropediceus o by e-mail:
ceuafiunesc.net.

Cricioma, 08 de agosto de 2016,

I it

Coordenador da CEUA
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