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Introducéo

Dados do Ministério da Saude apontam que 48,5% da populacdo brasileira esta acima do peso,
sendo a obesidade a forma mais comum de ma-nutri¢do, contribuindo para o surgimento de diversas
co-morbidades decorrentes do excesso de peso corporal, do padrdo alimentar inadequado e do
balanco energético positivo (Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia, 2011). Desde
gue a obesidade passou a ser reconhecida como uma doenca inflamatoria, diversos estudos tém
evidenciado a relacdo entre a doenca e alteracfes metabdlicas e enddcrinas do tecido adiposo,
demonstrando que individuos obesos apresentam diversos marcadores de inflamacdo como o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-&#945;), interleucina-6 (IL-6) e proteina C reativa
(TANGVARASITTICHAL S. et al. 2015).

Além dos agravos causados pelo estilo de vida atual, o comprometimento da qualidade do ar
também se constitui em um problema de salde publica. Correntemente, pesquisas epidemioldgicas
e toxicoldgicas mostram que niveis de exposi¢cdo atmosférica, mesmo quando menores que 0S
recomendados pela OMS, tém apresentado efeitos na saide humana (COTE et al., 2008). Neste
contexto destaca-se a poluicdo atmosférica por material particulado (MP), o qual é composto por
particulas que apresentam diametro menor que 2,5 &#956;m (MP2,5), formadas principalmente a
partir dos processos de combustdo, incluindo fontes como veiculos, usinas, incéndios, queimadas
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agricolas e processos industriais (U.S. EPA, 2011). Essas particulas tem a capacidade de invadir o
trato respiratdrio e o sistema vascular (PEARSON et al., 2010) e deste modo, alcancgar outros 6rgdos
do corpo, entre eles o figado. A instilacdo de MP2,5 em animais pode levar a alteracdo do tonus
vasomotor, inflamacéo vascular e visceral, adiposidade, aterosclerose e resisténcia insulinica (XU et
al., 2011).

A interacdo entre os poluentes e as células pulmonares podem ativar reflexos neurais no sistema
nervoso autbnomo e aumentar a producdo de citocinas pro-inflamatorias, contribuindo para a
inflamacdo causada pela obesidade e constitui-se um fator de risco para o desenvolvimento de
doencas metabdlicas como o diabetes mellitus tipo 2 (XU et al, 2011). Condi¢6es patolégicas como
a inflamacdo croénica gerada pela obesidade, em que a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) ultrapassa a capacidade do sistema de defesa antioxidante, podem acarretar o
desenvolvimento de estresse oxidativo, modificando irreversivelmente macromoléculas bioldgicas
como o DNA, proteinas e lipidios, alterando a homeostase celular e sistémica (GOTTLIEB et al,
2010). Além disso tecidos metabolicos como o hepético podem acumular particulas de MP
contribuindo para inflamacéo e estresse oxidativo (OBERDORSTER et al., 2002). Estudos também
observaram que tal exposi¢do em camundongos pré-diabéticos foi capaz de desenvolver esteatose
hepatica (TOMARU et al. 2007).

A prética de exercicio fisico também é um desafio ao organismo, pois causa aumento do consumo
de oxigénio nas celulas, o que esta diretamente relacionado a formacdo de ERO. Em individuos nao
treinados, os tecidos ndo sao capazes de controlar tal demanda oxidativa, podendo ocorrer processo
inflamatdrio associado. Comprova-se ainda que pessoas obesas necessitam de maior demanda de
oxigénio em relacdo a individuos ndo obesos para a préatica de exercicio fisico, portanto, estdo mais
suscetiveis aos danos promovidos pela exposicdo ao MP. Muito embora a préatica regular de
exercicios diminua o risco de morte, quando associado a poluicdo atmosférica pode apresentar-se
prejudicial a saude principalmente a individuos portadores de doencas cardiopulmonares e
circulatérias (FERNANDES et al., 2009).

Por outro lado, em defesa a danos externos como 0s residuos toxicos, 0 organismo possui sistemas
de defesas antioxidantes enziméaticas como as enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase (BARBOSA, et al, 2010), capazes de reestabelecer a homeostase do estado redox
combatendo ao estresse oxidativo causado pelos fatores supracitados.

Neste contexto, o estudo apresentado tem por objetivo conhecer os efeitos da combinacao de dieta
hiperlipidica e instilacdo de poluente ambiental material particulado fino (MP2,5) associada ao
treinamento aerébio moderado ou intenso sobre parametros de estresse oxidativo e capacidade
antioxidante hepatica em camundongos B6.

Metodologia

Local de realizacdo: Laboratério de Ensaios Biologicos — Departamento de Ciéncias da Vida —
Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul — UNIJUI. Rua do Comércio
no3000, Bairro Universitario, 1jui/RS. Aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
UNIJUI (008/2013).

Animais: Foram utilizados 52 camundongos da linhagem B6129SF2/J (B6), mantidos em gaiolas
semi-metabdlicas provenientes do Biotério da UNIJUI, em ambiente com temperatura controlada
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(22 + 2°C), umidade relativa do ar entre 50% e 60% e iluminacdo artificial com ciclos de 12 horas
claro/escuro.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UNIJUI (NO0.11/2013).
Delineamento experimental: Neste projeto foram realizadas 3 principais intervengdes: consumo de
dieta hiperlipidica (representando o desenvolvimento de uma resisténcia insulinica), instilacdo de
material particulado fino (MP2,5) (representando a exposicao a poluicdo atmosférica) e natacdo em
diferentes intensidades (representando o treinamento fisico). As intervengdes iniciaram apds os 30
dias do nascimento dos animais e com duracdo de 12 semanas. Os animais foram divididos em 12
grupos: Controle (C, n=6), Treinamento moderado (T4%, n=5), Treinamento intenso (T8%, n= 4),
Poluido (P, n= 6), Treinamento moderado e MP2,5 (TP4%, n= 4), Treinamento intenso e MP2,5
(TP8%, n=5), Dieta (D, n= 6), Dieta e treinamento moderado (DT4%, n= 3), Dieta e treinamento
intenso (DT8%, n=4), Dieta e MP2,5 (DP, n=5), Dieta, treinamento moderado e MP2,5 (DTP4%,
n= 3) e Dieta, treinamento intenso e MP2,5 (DTP8%, n= 2).

Intervencdo Alimentar: A racdo padrdo € padronizada para animais de laboratério (Nuvilab CR-1)
composta por 4% gordura e 3,9 kcal. A dieta hiperlipidica — composta por 60% de gordura — foi
preparada com 40,4% de racdo padréo, 37,4% de banha de porco, 13,7% de albumina, 7,4% de
aminomix e 1,1% de farinha de 0sso e ostra, no nosso LEBio. Todos 0s grupos receberam agua
potéavel ad libitum.

Adaptacdo: Por 2 dias consecutivos foram submetidos a natacdo, sem adicdo de carga durante 10
minutos em tanque especifico, para a adaptacdo ao meio liquido no qual realizaram o treinamento.
Os animais ndo foram manipulados por 72 horas e depois iniciaram o protocolo de treinamento
aerébio moderado ou intenso.

Material Particulado: O processo de instilacdo intranasal (i.n) foi realizado diariamente, com
micropipeta automatica. O volume administrado foi de 10 uL de suspensdo de material particulado
fino (MP2,5) desprezando a suspensdo na narina do animal, promovendo reflexo de apneia seguida
de inspiracdo profunda, a qual impulsiona o liquido para os pulmdes (GOETTEMS-FIORIN, 2014).
Os grupos nédo expostos receberam, diariamente, 10 uL de solucéo fisiolégica NaCl 0,9%.

Protocolo de Exercicio Fisico: Os animais que realizaram treinamento fisico moderado (TM) de
natacdo (temperatura da agua = 30°C+1°C) iniciaram o esforco com duracdo de 20 minutos na 12
semana, sem adi¢cdo de carga. Da 22 a 5% semana 0s animais receberam cargas acopladas a base de
sua cauda, iniciando em 1% e atingindo 4% de carga equivalente ao seu peso corporal na 5% semana.
Ao atingir a carga de trabalho os animais tiveram um incremento de 10 minutos no volume de
treinamento, até atingir 60 minutos na 92 semana permanecendo com essa duragdo e intensidade de
esforco até a 122 semana. Este protocolo representa uma intensidade moderada de esforco (HECK,
2011) e tem suas cargas relativas inalteradas (em 4%). Os animais que realizaram treinamento fisico
intenso (TI) de natacdo (temperatura da agua = 30°C£1°C) realizaram seu treinamento com as
mesmas cargas e tempos de natacdo dos grupos TM até a 5% semana. Porém continuaram a
incrementar sua carga de trabalho, 1%/semana, até atingir 8% na 9% semana de treinamento e
permanecendo com essa duragdo (20 minutos) e intensidade de esforco (8%) até a 12a semana. Este
protocolo representa uma alta intensidade de esfor¢co (HECK, 2011).
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As cargas relativas mantiveram-se inalterada em 4% ou 8%, mas sua carga absoluta foi modificada
em relagdo ao peso corporal do animal que estava em desenvolvimento. Os grupos sedentérios C, P,
D e DP foram mantidos durante 0 mesmo periodo de tempo (12 semanas) em um recipiente com 2
centimetros de &gua (temperatura da dgua = 30°C+1°C).

Preparacdo dos tecidos: O tecido hepatico foi dissecado e homogeneizado em tampdo KPi com
inibidores de protease para as analises de estresse oxidativo.

Dosagem de Proteina: A concentracdo de proteina do tecido foi determinada pelo método
espectrofotométrico de Bradford, a 595 nandmetros, utilizando curva padréo de albumina (1mg/ml)
(BRADFORD, 1976).

Lipoperoxidacdo (TBARS): A determinagdo da lipoperoxidagdo foi realizada utilizando o método
de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) (BUEGE & AUST, 1978), como medida
dos parametros de estresse oxidativo, por espectrofotometria em 535 nandmetros (ZANCHI et al.,
2008).

Atividade enzimaética: A atividade da Superoxido Dismutase (SOD) foi avaliada pelo método
Marklund & Marklund (1974), a 420 nm. A atividade da Catalase (CAT) foi determinada através da
decomposicdo do perdxido de hidrogénio, em 240nm de absorbancia. Os resultados foram
expressos em pmol/mg de proteinas (AEBI, 1984).

Anélise estatistica: Foi utilizado o programa Graph Pad 3.0. Os resultados foram expressos como
médias = DP e analisados por ANOVA de uma via, com teste post-hoc de TUKEY, considerando
nivel de significancia estatistica o limite de 5% (p<0,05).

Resultados e Discussao

Este estudo revela que a intervencdo com dieta hiperlipidica causou maior concentracdo de MDA
no tecido hepatico em relacdo aos animais que ndo receberam intervencdo alimentar (Figura 1. A),
indicando dando oxidativo hepético causado pela dieta hiperlipidica, provavelmente associado com
0 quadro inflamatério da obesidade. Nos grupos que foram tratados com a associacdo de dieta
hiperlipidica com a instilagdo do poluente (MP2,5), foi verificada uma maior concentracdo de MDA
em relacdo ao grupo que recebeu somente a intervencdo com o poluente (Figura 1. A). Ndo foram
observadas, entretanto, alteragdes na resposta enzimatica antioxidante (Figura 1. B, C e D), apesar
da adversidade do contexto (uso de dieta hiperlipidica e exposicdo a poluente). Neste sentido,
considerando que a obesidade est4 associada a ocorréncia de estresse oxidativo, com implicagdo no
metabolismo do oxigénio e capacidade oxidativa dos &cidos graxos, a resposta inalterada das
defesas antioxidantes pode representar maior risco de dano oxidativo no tecido hepético, na
presente condicdo experimental (Figura 1. A). A instilagdo com poluente e/ou a realizagcdo de
exercicio fisico moderado ou intenso ndo causou alteracdo/interferéncia no quadro quanto as
variaveis analisadas neste estudo.
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Figura 1. Avaliacdo de pardmetros relacionados ao estresse oxidativo em camundongos apds 12 semanas de tratamento
com DHL, instilagdo com MP 2,5 e realiza¢do de exercicio fisico moderado ou intenso. Concentrag¢des de MDA (A),
atividade enzimatica da SOD (B) e CAT (C), razdo SOD/CAT (D) no tecido hepatico. Os valores foram expressos em

média + DP. Analise estatistica por Anova de uma via, seguida do teste post hoc de Tukey. (A) * P<0,005 em
comparagdo ao grupo C. T P<0,005 em relagdo ao grupo C e P. (B) P=0.2851. (C) P=0.0874. (D) P=0.3440.

Conclusao

A intervengdo alimentar com dieta hiperlipidica causou dano oxidativo no tecido hepatico de
camundongos, ndo havendo influéncia da instilacdo de material particulado. A resposta das defesas
antioxidantes enzimaticas avaliadas ndo foi alterada pelas intervencdes deste estudo. Os dados
preliminares (nimero amostral ainda reduzido) dos grupos treinamento aerébio moderado ou
intenso indicam que o exercicio fisico regular pode prevenir o dano oxidativo hepatico causado pelo
consumo de dieta hiperlipidica.

Palavras-chave: DHL,; Poluigdo atmosférica; Exercicio fisico intenso e moderado; Dano oxidativo
hepatico.
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