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RESUMO

Alemany APS. Influéncia da dieta hipercolesterolémica em camundongos
knock-out LDLr -/- expostos a particulas ambientais concentradas sobre o
sistema pulmonar [dissertacdo]. S&do Paulo: Universidade de S&o Paulo,
Faculdade de Medicina; 2013.

Introducdo: Os dados epidemioldgicos e experimentais tém mostrado efeitos
adversos da exposicéo pré e pos natal ao material particulado (MP_,5) sobre
a saude fetal e adulto. Entretanto, poucos estudos abordaram a toxicidade
fetal da exposi¢do gestacional & poluicdo do ar ambiental, bem como efeitos
a longo prazo de adversos da exposicao pré-natal sobre o desenvolvimento
pds-natal e maturagdo de varios sistemas de 6rgdos. Objetivos: O objetivo
deste estudo foi determinar se a exposicdo pré-natal e / ou pos-natal ao
material particulado, influencia o desenvolvimento pulmonar e resposta
vascular pulmonar em um modelo de camundongo suscetivel a
aterosclerose (LDLr-/- camundongos knockout). Métodos: Camundongos
LDLr-/- foram expostos durante a gestacdo ao ar filtrado (AF) ou ar poluido
(AC). Apbs o periodo de desmame, os filhotes foram subdivididos e novos
quatro grupos foram formados de acordo com a exposi¢do gestacional ou a
exposi¢do pds natal continua no ar poluido. Atingindo a idade de 3 meses,
esses grupos foram novamente subdivididos, formando um total de 8 grupos
e uma dieta hipercolesterolémica foi introduzida. Os seguintes parametros
foram analisados: desfechos gestacionais, dosagem de colesterol total (CT)
e triglicerideos (TG) do figado, avaliacdo de citocinas no LBA, e avaliacdo
imunohistoquimica da resposta vascular pulmonar . Resultados: Nos grupos
que receberam dieta hipercolesterolémica (DH) os niveis de colesterol
apresentaram-se aumentados (p=0,002); A expressdao da IL6 no LBA
mostrou-se elevada (p=0,01) somente no grupo que nao foi exposto a
poluicAo em nunhum periodo da vida e recebeu dieta postnatalmente.
Diferengas significativas também foram observadas na expresséo pulmonar

vascular dos seguintes imunomarcadores: endotelina (p=0,05); ENOS



(p=0,04); IL1B (p=0,005); INOS (p=0,002); ISOP (p=0,001); NOX2 (0,01) e
ICAM (0,04) quando comparados ao grupo controle. O volume pulmonar
total também se mostra alterado em decorréncia do tratamento. Assim,
conclui-se que a resposta do desenvolvimento pulmonar & exposicao
gestacional & poluicdo particulada do ar pode ser evidenciada mais tarde
durante a vida adulta e agir como um fator modulador de insultos pés-natal
devido a exposic¢do a poluicdo do ar e a uma dieta hipercolesterolemica em

individuos predispostos aterosclerose.

Descritores: Material particulado/efeitos adversos; Material
particulado/toxicidade; Material particulado/analise; Poluicdo do ar/anélise;
Camundongos knockout; Exposicdo ambiental/efeitos adversos; Dieta

hiperlipidica; Aterosclerose; Pulméo/fisiopatologia



ABSTRACT

Alemany APS. Influéncia da dieta hipercolesterolémica em camundongos
knock-out LDLr -/- expostos a particulas ambientais concentradas sobre o
sistema pulmonar [dissertagcdo]. Sédo Paulo: Universidade de S&o Paulo,
Faculdade de Medicina; 2013.

Epidemiological and experimental data have shown adverse effects of
gestational and post natal exposure to ambient particulate matter (PM) on the
fetal and adult health. However, few studies addressed the fetal toxicity of
gestational exposure to environmental air pollution as well as long-term
adverse consequences of prenatal exposure on postnatal development and
maturation of several organ systems. The aim of this study was to determine
if prenatal and/or postnatal exposure to concentrated ambient particles
influences lung development and pulmonary vascular response in an
atherosclerosis susceptible mouse model (LDLr-/- knockout mice). LDLr-/-
mice were exposed during the pregnancy to either filter (AF) or polluted air
(CAP). After weaning period, pups were subdivided and new 4 groups
formed according to gestational and continuous or not post natal exposure to
air pollution. Reaching the age of 3 months these groups were again
subdivided and a hypercholesterolemic (HC) diet introduced and a total of 8
groups were formed. Then the following parameters were analyzed:
evaluation of the offspring outcomes, assessment of airway responsiveness,
evaluation of cytokines in BALF, dosage of total cholesterol (TC) and
triglycerides (TG) in the liver and pulmonary vascular response by
immunohistochemistry. Results: Animals that received HC diet presented
higher levels of cholesterol (p=0.002) when compared to those animals that
received normal diet. Expression of IL-6 was only increased in the groups of
mice exposed not exposed to particulate air pollution and that received the
HC diet (p=0.01). Significant differences were also observed in vascular
expression of immunomarkers in the lung endothelin (p=0.05); ENOS
(p=0.04); IL1B (p=0.005); INOS (p=0.002); ISOP (p=0.001); NOX2 (0.01) e



ICAM (0.04). Total lung volume was also different, there was an increase in
those animals receiving a HC diet. In conclusion, the response of the lung
development to gestational exposure to particulate air pollution can be
evidenced later in life and act as a modulator factor for postnatal insults due
to exposures to particulate air pollution and hypercholesterolemic diet in

individual predisposed to atherosclerosis.

Descriptors: Particulate matter/adverse effects; Particulate matter/toxicity;
Particulate  matter/analysis; Air  pollution/analysis; Mice, knockout;
Environmental exposure/adverse effects; Diet, hight-fat; Atherosclerosis;

Lung/physiopathology.



1. INTRODUCAO

A cidade de S&o Paulo possui milhGes de pessoas expostas
diariamente a concentracdes elevadas de poluentes atmosféricos. O grupo
de pesquisadores do Laboratério de Poluicdo Atmosférica Experimental
(LPAE) da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP)
tem se dedicado ao estudo deste problema acumulando certa experiéncia
em demonstrar efeitos adversos a salde associados aos diversos poluentes
do ar (Arbex, e col., 2000; Batalha, e col., 1999, 2002; Bohm, e col., 1989;
Braga, e col., 2001; Saldiva, e col.,1994, 1995, 1998, Soares, e col., 2003;
Sumita, e col., 2003, Rivero, e col., 2005).

Acdes como a inspecdao veicular (Controlar) e o rodizio municipal de
veiculos tem sido tomadas para controle desta situacdo, porém ainda
insuficientes. Deparamo-nos ainda com um enorme incentivo por parte das
indastrias automobilisticas para que mais pessoas possam adquirir Novos
veiculos. Este aumento constante na frota implica em um ar cada vez mais
poluido. Tal situagdo eleva a probabilidade de ocorréncia de doencgas,
comprometendo especialmente no sistema respiratério. Portanto, o presente
estudo, ocorrido entre 2010 e 2012, busca alertar exatamente para os efeitos
da exposicdo intra-uterina e pdés-natal cronica a poluicdo ambiental, mas
com uma importante variagdo: somar uma dieta hipercolesterolémica.

No cenario onde o estilo de vida urbano é somado aos efeitos dos
poluentes, € importante entender se a associacdo destes dois fatores
acarreta maiores danos a saude além dos ja conhecidos pulmonares.
Habitos de consumo associados a dietas hipercaldricas e ricas em gorduras
sdo comuns em criangas e adultos. Campanhas para diminuicdo de
poluentes somadas aos apelos por melhoria de qualidade de vida em
qualquer ambiente, seja profissional ou pessoal, incentivam ao desafio de
compreender como as variaveis “poluicdo e colesterol” se combinam e
colaboram para entender e vislumbrar os efeitos prejudiciais aos seres

humanos na atual e nas proximas geracoes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Poluicdo Atmosférica

A poluicdo do ar € uma mistura de particulas e gases interagindo
entre si e com atmosfera (Brook e col., 2004). Pode ser definida como a
contaminacdo do ambiente interno ou externo, por qualquer agente quimico,
fisico ou biolégico que modifica as caracteristicas naturais da atmosfera
(WHO, 2011). Os poluentes podem ser classificados como primarios
(emitidos diretamente pelas fontes de emisséo) e secundarios (formados na
atmosfera através da reagdo quimica entre poluentes ou constituintes
naturais) (Cetesb, 2010). As consequéncias a exposi¢do aos poluentes vao
além dos agravos que ocorrem no sistema respiratorio. J& sabemos que a
poluigéo afeta o sistema cardiovascular, no sistema reprodutivo (Lichtenfels
e col., 2007; Veras, 2008) e enddécrino (Wang e col., 2005; Brook, 2008).
Dentre os poluentes amplamente estudados e descritos na literatura
causadores de efeitos adversos a saude, destaca-se o material particulado
(MP).
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Poluente atmosférico é definido como toda e qualquer substancia que esteja
presente no ar e que seja nocivo a salde humana, bem como & flora e fauna
CONAMA).

relacionados a qualidade do ar em S&o Paulo ocorrem principalmente devido

(Conselho Nacional de Meio Ambiente - Os problemas
aos poluentes provenientes de veiculos automotores.No caso do 0z6énio
existe a necessidade do controle dos compostos organicos e oOxidos de
nitrogénio, que sao formadores desse poluente por processos fotoquimicos.
Alem do ozbnio, estes processos fotoquimicos ainda geram uma gama de
substancias, denominadas genericamente de oxidantes fotoquimicos, e uma
quantidade consideravel de aerossois secundarios, que em funcédo de seu
pequeno tamanho afetam significativamente a saude. (CETESB, 2010)

De acordo com a Companhia de Tecnologia de Saneamento
Ambiental (CETESB) os principais poluentes indicadores da qualidade do ar

sao:

Quadro 1 - Poluentes indicadores da qualidade do ar, caracteristicas e

fontes. Fonte: CETESB, 2010.

Efeitos ao Meio
Ambiente

Fontes Principais

Poluente Caracteristicas

MP1q Particulas sélidas ou  Processo de Danos a vegetacao
liquidas (faixa de combustao
tamanho - <10p)

Particulas totais em  Particulas sélidas ou  Processos Danos a vegetacao

industriais, veiculos,
poeira e queima de
biomassa

suspensao (PTS) liquidas (faixa de

tamanho - <100p)

Di6éxido de Enxofre

Gas incolor com forte

Processos de queima

Formacao de chuva

(SOy) odor de 6leo combustivel acida
Dioxido de Gas marrom Processos de Formacao de chuva
Nitrogénio (NO,) avermelhado com combustao (veiculos  &cida

forte odor e industrias)

Monoxido de
Carbono (CO)

Gas incolor, inodoro
e insipido

Processos de
combustao
incompleta de
veiculos.

Ozbnio (0y)

Gas incolor, inodoro
nas concentragoes
ambientais

N&o é emitido
diretamente para a
atmosfera. Produzido
pela radiacdo solar

Danos a colheita e
vegetacao




O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), através da
Resolucdo N° 03 de 28/06/1990 e tendo como base a Portaria Normativa
N°348 de 14/03/90 do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais (IBAMA) estabeleceu padrdes primarios e secundarios de qualidade
do ar que ao serem ultrapassados, podem causar danos a saude da
populagdo e ao ambiente. Os principais poluentes, bem como o0s niveis

maximo de concentracao estdo apresentados no quadro 2.

Quadro 2 - Poluentes x niveis de concentracdo. Fonte: CETESB,
2010.

Poleie Termpo Padrao
Primirio (ugm® -

PTS 24H 290 150
Méder Al BO G0
MP 24H 150 150
Méda Aranl b |} b |
Famaga 24H 150 100
Méde Al G0 A0
S0, 24H 365 100
Méda Aranl BD A
NO, 1H 320 190
Méde Al 100 100
A.00D ADDOD

co 1H 35 ppm 35 ppm
BH 1D.000 10.000

S ppm 3 ppm
05 1H 160 160
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2.2. Material Particulado (MP)

Poluente atmosférico constituido por uma mistura de particulas que
podem ser sdlidas, liquidas ou ambas, suspensas no ar, constituidas por
compostos organicos e inorganicos (WHO, 2005).

De acordo com o seu tamanho, o material particulado (MP)
classifica-se em: particulas grossas (MPig), particulas finas (MP.s) e
particulas ultra-finas (MPg 1) (Pope, 2000). A fracdo grossa € composta por
particulas com um didmetro aerodindmico <10 um, geradas a partir do solo
ou outros materiais da crosta terrestre, friccdo de pneus dos veiculos com o
asfalto das ruas. A fracdo fina é composta por particulas com um diametro
aerodindmico 2,5 um geradas pela combustdo incompleta de veiculos
automotores, industrias ou usinas termoelétricas. As particulas ultrafinas séo
compostas por particulas com didmetro aerodindmico inferior a 0,1um e sé@o
geradas pela combustdo incompleta de veiculos automotores com um tempo
de residéncia na atmosfera relativamente curto, pois se agregam
progressivamente para formar particulas finas. (Cangcado e col., 2006;
Dominici e col., 2006; Polichetti e col., 2009). Além disso, o MP pode ser
caracterizado de acordo com sua forma, composigéo e origem (Baird, 2002).

As particulas presentes no ar inalado depositam-se seletivamente no
trato respiratério, de acordo com o seu tamanho, de tal forma que as
maiores (MPjo) ficam retidas nas vias aéreas superiores enquanto que o
material particulado fino (MP,s) e ultrafino tem a capacidade de alcangar os
alvéolos pulmonares (Colombini, 2008). A composicdo do MP
(principalmente MP1p) pode apresentar variabilidade de substancias
adsorvidas como metais de transicdo, compostos organicos e inorganicos
(Cetesb, 2008b; Courtois e col., 2008) destacando-se o sulfato, nitratos,
amonia, cloreto de sddio, p6 de carvdo mineral e 4gua (WHO, 2005a).

Estudos demonstram relagéo entre formagdo de MP com queima de
combustivel e dleo lubrificante de veiculos automotores (Cadle e col., 1997).
Além disso, o desgaste de freios e pneus s&o potenciais fontes de MP
(Thorpe e Harrison, 2008). Desta forma, a emissdo veicular € uma das

principais fontes de poluicdo nas grandes metropoles.
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2.3. Poluicdo Atmosférica no Estado de S&o Paulo e Regiédo
Metropolitana

O Estado de S&o Paulo possui uma area aproximada de 249.000 km?
e apresentando a maior ocupacao territorial, contingente populacional,
desenvolvimento econ6mico e maior frota automotiva (Cetesb, 2012) do
pais.

Apresenta areas com diferentes caracteristicas geogréficas e de
ocupagéao necessitando de diversas formas de monitoramento e controle da
poluicdo. Redes de monitoramento da qualidade do ar s&o mantidas pela
Cetesb desde a década de 1970. Este monitoramento acontecia por
estacdes manuais que ainda hoje séo utilizadas em alguns municipios. Com
a chegada do monitoramento automatico em 1981, o niumero de poluentes
medidos foi ampliado, permitindo assim o acompanhamento dos resultados
em tempo real. Uma expanséo significativa da rede automética aconteceu
em 2008 e em 2011 pode contar com 42 estacdes fixas localizadas em 28

municipios (Cetesb, 2012).
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2.4. Medidas de Controle da Poluicdo Atmosférica na Cidade de Séo
Paulo

O rodizio municipal de veiculos na capital paulista estabelecido pela
Lei Municipal 12.490 de 3 de outubro de 1997 e regulamentado pelo Decreto
37.085 (1997), determina que a circulagdo de veiculos automotores de
passeio (exceto taxis) seja restrita em horario de pico em ruas e avenidas do
centro expandido da cidade visando melhorar as condicbes ambientais
atraves da reducdo de poluentes na atmosfera. Outra medida adotada para
atingir o mesmo objetivo € o Programa de Inspecdo e Manutengdo de
Veiculos. Este programa foi estabelecido pelas Leis Municipais n° 11.733 de
27 de margo de 1995; n° 12.157 de 9 de agosto de 1996 e n°® 14.717 de 17
de abril de 2008 e pela Resolucdo CONAMA n° 418 (2009) e esta previsto
no Artigo 104 do Cadigo de Tréansito Brasileiro. De acordo com a Controlar,
empresa responsavel por estas inspe¢fes, o programa deu inicio as suas
atividades em 2008 somente com veiculos a diesel. A partir do ano de 2009,
automoéveis com ano de fabricagdo entre 2003 e 2008 e também motos

tiveram a necessidade de passar por esta vistoria.

2.5. Salde humana X Material Particulado

Estudos conduzidos em vérias cidades com contrastantes niveis de

poluicdo atmosférica relataram efeitos adversos da concentracdo de MP
relacionados com o aumento de morbidade e mortalidade em diferentes
grupos e idade (Saldiva e col., 1995) e (Gouveia e col., 2006).
Ha também indicacbes de que estes efeitos sdo maiores para os subgrupos
mais vulneraveis como os idosos e criancas (Ballester, et.col., 1996;
Verhoeff, e col., 1996). Bobak e col.,(1992) e Woodruff (1998) encontraram
em seus estudos associagOes significativas entre os poluentes do ar e a
mortalidade perinatal.

Pereira e col., (1998) encontraram uma associa¢do entre a poluicao
do ar de S&o Paulo e mortalidade intra-uterina ou perdas fetais tardias (28

semanas ou mais em gestacdo). Este estudo também mostrou que os niveis

20



de carboxihemoglobina no sangue do corddo umbilical estavam

correlacionados com os niveis de monéxido de carbono no ambiente.

2.6. Parto Prematuro e Baixo Peso ao Nascer

A exposicao materna a poluicdo do ar durante a fase gestacional esta
associada a um aumento de partos prematuros (Veras, 2008 p. 9). Segundo
Ritz e col., 2007 o nascimento prematuro € um indicador de disturbios preé-
natal da placenta e do desenvolvimento fetal.

Ainda de acordo com estudos realizados por Veras e colaboradores,
(2008) o baixo peso do animal neonato € o efeito mais associado a
exposicao a poluicdo do ar, indicando que o crescimento fetal e duracdo da
gestacéao sao afetados.

Barker (1995), Osmond e Barker (2000), mostraram que 0 peso ao
nascer € um importante indicador do subsequente estatus da saude e que
bebés com baixo peso sdo mais susceptiveis a desenvolver hipertensao,
doencas coronarianas e diabetes ndo dependentes de insulina na vida
adulta.

Segundo Brook e col.,, 2010 as particulas da poluicdo do ar s&o
associadas com desencadeamento de infartos do miocardio e aumento da
mortalidade por doencas cardiovasculares. Os niveis de particulas estéo
associados a ambos o0s eventos agudos cardiacos, bem como a progressao
cronica de doencas ateroscleréticas (Nawrot e col., 2011; Peters e col.,
2001; Hoffmann e col., 2007 e Kunzli e col., 2005).
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2.7. Aterosclerose

A aterosclerose (do grego, athero-mingau e sclerosis—
endurecimento) € uma doenca degenerativa cronica que ocorre em artérias
de médio e grande calibre, principalmente em locais de “stress”
hemodinamico. E a causa primaria de doencas cardiovasculares e infarto
agudo do miocardio, em grande parte resultantes da ruptura da placa e
trombose (Lusis, 2000), que por sua vez representam a principal causa de
morte por doenga no mundo (Hansson, 2005). Somente no Brasil cerca de
400 mil mortes associadas a doengas cardiovasculares foram registradas
pelo DATASUS no periodo de junho/2009 até julho/2010. Estimativas para
0S proximos quinze anos continuam apontando essas doengas como
principal causa de morte global, devido & sua crescente prevaléncia em
paises em desenvolvimento e na Europa oriental, e a grande incidéncia de

obesidade e diabetes nas sociedades ocidentais (Hansson, 2005).
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Fonte: Adaptado de Glass e Witzum, 2001

Figura 1: Eventos iniciais para o desenvolvimento da placa aterosclerética. A LDL sofre oxidagdo no
espago subendotelial, desde a LDL minimamente modificada (mmLDL) até a LDL oxidada (oxLDL). Os
mondcitos aderem-se a célula endotelial induzida a expressar moléculas de adesdo por meio da acédo da
mmLDL e citocinas inflamatérias. Os mondcitos no espaco subendotelial diferenciam-se para macréfagos.
Estes, com a participacdo da oxLDL, transformam-se em células espumosas. A oxLDL é assim
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Fonte: Adaptado de Glass e Witzum, 2001.

Figura 2: Progressédo da lesdo. Interacdo entre macréfagos/células espumosas, linfocitos Thl e Th2
estabelece um processo inflamatério cronico. As citocinas secretadas pelos linfécitos e macréfagos
exercem acéo, tanto pré, como antiaterogénica. As CML migram da por¢cdo média da parede arterial,

proliferam e secretam matriz extracelular que forma a placa fibrética.

Fonte: Adantado de Ara. Bras. Cardiol. vol.69 n.2 Sdo Paulo Aua. 1997

Figura 3: Regido apical do ventriculo esquerdo mostrando septo intraventricular com duas

comunicag0es interventriculares (exploradores), espessamento endocéardico difuso e trombose em
organizagdo na parede anterior (setas).
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Fonte: Adantado de Ara. Bras. Cardiol. vol.69 n.2 Sdo Paulo Aua. 1997

Figura 4: Corte transversal do coracdo mostrando infarto do miocardio antero-septal, cicratizado,

com intenso afilamento da parede ventricular.

A aterosclerose € uma doencga multifatorial de grande complexidade.
Estudos epidemioldgicos realizados nos ultimos 50 anos revelam inimeros
fatores de risco, que podem ter natureza genética ou ambiental (Lusis,
2000).

Combinacdes de fatores como altas concentracdes sanguineas de
lipoproteina de baixa densidade (LDL) (Lusis, 2000), obesidade (Lusis,
2000), fumo, hipertenséo, diabetes mellitus, sexo, alteragbes genéticas e
presenca de agentes infecciosos podem participar do desencadeamento
e/ou progresséo da doenca (Ross, 1999).

O inicio e a aceleracdo da aterosclerose tem sido a hipétese para
uma via fisiolégica onde as particulas exercem efeitos cardiovasculares
(Pope, 2006; Dockery, 2006; Mills, 2007; Torngvist, 2007; Robinson, 2007;
Donaldson, 2001; Stone, 2001; Seaton, 2001; MacNee, 2001). A exposicao
aguda a poluicdo do ar tem sido relacionada com inflamag&o sistémica
pulmonar e repetidas respostas inflamatorias pode ser o principal

mecanismo para aceleragéo da aterosclerose (Mills; Torngvist; Robinson e
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col., 2007; Ruckerl ; Ibald-Mulli ; Koenig , e col., 2006; Dubowsky ; Suh ;
Schwartz; Coull; Gold, 2006; Ross, 1999).

Possiveis caminhos para esses efeitos incluem o aumento da
inflamac&o mediada por citocinas sistémicas, disfungdo endotelial, trombose
e arritmias e dimunicdo da estabilidade de placa (Peters e col.,, 1997).
Estudos anteriores mostraram que a poluicdo influencia os marcadores de
coagulacdo (tais como o fibrogénio), de atividade inflamatéria (como as
protéinas C-reativa) e funcdo endotelial (tais como molécula de adeséo
intracelular ICAM-1 e molécula de adesao celular vascular VCAM-1) (Ruckerl
e col., 2007; Zeka e col., 2006; Chuang e col., 2007; Alexeeff e col., 2011 e
O'Neill e col., 2007). O aumento das expressdes destes marcadores tém
sido associados com risco de eventos cardiovasculares aumentados (Brook
e col., 2010; Peters e col., 1997; O'Neill e col., 2007 e Hwang e col.,1997).

A poluicdo do ar pode influenciar a aterogénese através do aumento
do estresse oxidativo e da inflamacdo da parede arterial, além do
desequilibrio autonémico, levando a disfuncdo endotelial e & diminuicdo da
reatividade vascular (Bauer e col.,, 2010). Varios fatores influenciam
diretamente na incidéncia e progressdo da aterosclerose, sendo eles de
origem genética ou ambientais (Sung e col., 2012). A polui¢cdo atmosférica e
hiperlipidemia séo dois fatores de risco importantes com papel estabelecido
na progressao da aterosclerose.

A exposicdo ao material particulado ambiental tem sido associada
com aumento de admissOes hospitalares e mortalidade por doencas
cardiovasculares (Dockery, 2001). A exposi¢cado ao MP; s pode elevar o risco
de Doenca Vascular Cerebral (DVC) através do desenvolvimento de
aterosclerose (Kaufman e col., 2010).

Kunzli e col, 2010 em estudo epidemiolégico reportou uma
associacdo entre poluicdo atmosférica e progressdo da aterosclerose. O
estudo investigou a associagéo entre a qualidade do ar exterior e progressao
da aterosclerose subclinica. Os testes foram realizados em uma &rea de Los
Angeles onde os niveis de MP,s e a proximidade de trafego mostraram-se

positivamente associados com esta progresséo. Entre as pessoas que vivem
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a menos de 100 metros das estradas, a progressdo da aterosclerose é
acelerada. Os resultados sugerem que a poluicdo atmosférica pode
contribuir para o0 agravamento do desenvolvimento da doenga
cardiovascular, uma das principais causas de morbidade e mortalidade em
muitos paises.

Dentre os modelos utilizados na pesquisa experimental de
aterosclerose, 0os cdes e o0s ratos ndo sdo bons modelos por néo
desenvolverem aterosclerose de forma espontanea, mesmo submetidos a
dieta hipercolesterolémica (Mahley e col.,1974). Dentre os animais de
grande porte o porco € um excelente modelo devido a desenvolver lesdo
aterosclerdtica de maneira esponténea, além da anatomia do sistema
cardiovascular destes animais serem semelhantes aos seres humanos
(Gardner e Johnson 1988).

Animais de pequeno porte, principalmente roedores e coelhos, tém
sido amplamente utilizados como modelo de pesquisa em aterosclerose
(Narayanaswamy e col., 2000). Vilahur e col.,, 2011, destacam alguns
motivos relevantes na selegdo desses animais, como o0 baixo custo,
disponibilidade, manuseio e facilidade de aprovacdo no comité de ética em
comparagdo aos animais de grande porte. O modelo experimental com
camundongos apresenta uma desvantagem, o fato da necessidade de
manipulagdo genética, uma vez que sua fisiologia lipidica € diferente em
relagdo aos seres humanos. O advento da engenharia genética e a ampla
disponibilidade de animais nocaute tornaram estes animais vastamente

utilizados na area cientifica.
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3. MODELO ANIMAL
3.1. Camundongos LDLr-/-

A deficiéncia dos receptores para a LDL em humanos leva a
hipercolesterolemia familiar homozigética, onde os niveis de LDL no plasma
se aproximam de 1000 mg/dL, podendo causar um quadro de infarto agudo
do miocérdio durante a segunda década de vida (Fazio e Linton, 2001). J&
em camundongos a deficiéncia para o receptor de LDL, provoca apenas uma
modesta hipercolesterolemia, com aumento dos niveis séricos das
lipoproteinas aterogénicas LDL e HDL, ndo ocorrendo o desenvolvimento de
lesBes aterosclerdticas quando alimentados com dieta habitual. Entretanto,
quando os camundongos LDLr-/- sdo alimentados com uma dieta
aterogénica, com alto conteldo de gordura saturada e colesterol, ocorre
maior susceptibilidade a formacdo de lesdes, as quais apresentam
morfologia simples, consistindo predominantemente por macrofagos repletos
de lipideos. Algumas das caracteristicas das lesbes avangadas, como
calcificagdo e nucleo necrético, séo vistas somente se esses camundongos
forem alimentados com dieta aterogénica por um longo periodo (Daugherty,
2002). No estudo realizado por Ribeiro e col.,, 2012, foi observado a
progressdo da placa aterosclerotica através de biomicroscopia ultra-sénica
onde notou-se que 0s animais que consumiram dieta hipercolesterolémica

apresentaram um aumento significativo da area da placa no arco aértico.

3.2. Marcadores para ativagao endotelial.

Entre os fatores envolvidos na ativagdo endotelial dos vasos
pulmonares destacamos o0s seguintes marcadores comuns aos humanos e

camundongos:

Molécula de ades@o de célula vascular 1 (VCAM): Molécula de adeséo
gue age em conjunto com as quimiocinas com o intuito de proporcionarem o

trajeto de leucdcitos dos vasos para o local do tecido lesado.
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Molécula de adeséo intracelular 1 (ICAM): uma glicoproteina de superficie
celular, que é normalmente expressa em ceélulas endoteliais e células do

sistema imune.

Superdxido dismutase 3 (SOD3): Sao enzimas antioxidantes que catalisam
a dismutagdo de dois radicais superoxido em perdéxido de hidrogénio e
oxigénio. Tem a funcdo de protecdo do cérebro, os pulmdes, e outros

tecidos do estresse oxidativo.

NADPH Oxidase (NOX2): é uma enzima que catalisa a producdo de

superéxido em oxigénio.

Oxido Nitrico Sintase (INOS): Expressa em macréfagos, células de
Kpuffer, neutréfilos, fibroblastos, células musculares lisas de vasos e células

endoteliais em respostas a estimulos patolégico.

Oxido Nitrico Sintase Endotelial (ENOS): Apresenta um papel crucial no
estado de vasodilatagdo dos vasos sanguineos e na regulacdo da pressao

arterial.

Endotelina: Este peptideo é um vasoconstritor potente e é produzido por

células endoteliais vasculares.

7

Interleucina 1Beta (IL1B): Esta citocina é um importante mediador da
resposta inflamatéria aguda e estd envolvida em uma variedade de

atividades celulares como proliferagéo e diferenciagéo celular e apoptose.

Fator de crescimento vascular endotelial (VEGF):. Esta proteina
glicosilada é um mitogénio especifico que atua sobre as células endoteliais e
tem vérios efeitos, incluindo mediacdo da permeabilidade vascular

aumentada, induzindo vasculogénese a angiogénese, e o crescimento de
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células endoteliais, promovendo a migracdo de células e inibicdo da

apoptose.

Isoprostano (ISOP): Marcador de peroxidacao lipidica em membranas.

Fator de Necrose Tumoral a (TNFa): Secretado por mondcitos ou
macrofagos, incluindo os do espaco alveolar apds exposicdo por
lipopolissacarideos bacterianos e uma variedade de mediadores pro-

inflamatorios.

Interleucina 6 (IL6): Produzida por vérias células inflamatérias. Considerado

importante marcador e mediador de resposta inflamatoria sistémica.

4. HIPOTESE

O “status” proé-inflamatério sistémico induzido por uma dieta
hipercolesterolémica em animais geneticamente predispostos é
potencializado pela poluicdo do ar. Isso afetard os vasos pulmonares,
causando ativacdo endotelial. Estes efeitos seréo acentuados em animais
expostos na fase pré e pds-natal a polui¢éo do ar.

Diversos estudos mostram uma associagdo entre doengas
ateroscleroticas e eventos cardiovasculares, porém pouco se conhece sobre
0s possiveis efeitos sobre o sistema respiratério da exposi¢do a poluicdo do
ar associada a uma dieta hipercolesterolémica em individuos predispostos a
aterosclerose. Para investigar esta hipétese, foram utilizados camundongos

com deficiéncia do receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDL) (LDLtr-

1.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da exposi¢céo intra-uterina e pos-natal crénica ao
particulado ambiental somada a uma dieta hipercolesterolémica em
camundongos LDLr-/- sobre a estrutura, fungdo pulmonar e sinais de

disfungéo endotelial.

5.2. Objetivo Especifico

Avaliar desfechos gestacionais (numero de filhotes, ganho de peso
materno, razao sexual, peso ao nascer)

Avaliar desenvolvimento da prole até o 30° dia p6s-natal (numero de
mortes, ganho de peso)

Avaliar as alteragdes estruturais pulmonares — Técnicas
estereoldgicas;

Analisar os marcadores para ativagdo no endotélio VCAM, ICAM,
NOX2, IL1B, VEGF, e-NOS, i-NOS, ISOP,SOD3 e ENDOTELINA no tecido
pulmonar;

Analisar o perfil lipidico (CT -Colesterol total e TG - Triglicérides);

Analisar mediadores inflamatérios (IL6 e TNFa) no lavado

broncoalveolar.

6. MATERIAIS E METODOS
6.1. Comisséo de ética
Este projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissio de Etica para
Analise e Projetos de Pesquisa (CAPPesq), n°® 301/11.
6.2. Local

Os experimentos foram realizados nos seguintes laboratorios:
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Laboratorio de Poluicdo Atmosférica Experimental (LIM-05), do
Departamento de Fisiopatologia Experimental, da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo (FMUSP), sob orientacdo da professora Thais
Mauad;

Laboratorio de Biologia Celular (LIM-59), do Departamento de
Fisiopatologia Experimental, da Faculdade de Medicina da Universidade de

Séo Paulo (FMUSP), em colaborag&o com a professora Elia Garcia Caldini;

Laboratorio de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo (FMVZ/USP), em colaboragéo com

a professora Mayra Elena Ortiz D’Avila Assumpgao

Laboratorio de Terapéutica Experimental (LIM-20), do Departamento
de Clinica Médica da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo

(FMUSP), em colaboragdo com o Dr. Milton de Arruda Martins.

Laboratorio de Lipides (LIM-10), do Departamento de Clinica Médica
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, em colaboracéo

com a Dra. Edna Regina Nakandakare.

6.3. Modelo Experimental

Foram utilizados camundongos C57BL6/J, machos, adultos, com
deficiéncia do receptor LDL (LDLr -/-), cujos progenitores foram adquiridos
do The Jackson Laboratories (Maine, USA), e seus descendentes cedidos
pelo Departamento de andlises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo — FCFUSP. Foram
cedidas 12 fémeas e seis machos adultos para a criagdo dos animais
utilizados neste estudo.

A geracao dos animais experimentais foi realizada em duas etapas
de acordo com a exposicao pré-natal e pdés natal (21°- 240° dia de vida); Os

animais foram alimentados com ragédo padrdo (NUVILAB) e &gua fornecida
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ad libitum até atingirem a idade de 3 meses quando a dieta
hipercolesterolémica foi introduzida.

Fora dos periodos de exposicdo os animais foram mantidos em
estantes ventiladas com ar filtrado (filtro HEPA - High Efficiency Particulate
Air), com temperatura controlada entre 22-25°C, e ciclo claro/escuro de 12

horas, com o ciclo claro iniciando-se as 7 horas.
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6.4. Desenho experimental

O desenho experimental deste estudo foi desenvolvido a partir da

combinacgdo dos fatores: exposicdo pré-natal e pés natal ao Ar filtrado (AF),

ou material particulado concentrado (AC), Dieta normal (DN) e Dieta

hipercolesterolémica (DH). A nomenclatura dos grupos é composta por 3

grupos de letras, sendo a primeira referente a exposicdo pré-natal, a

segunda a exposicdo poés natal e a terceira refere-se a dieta. Uma

representacao esquematica do protocolo esta apresentada na figura 5.

. 1 (AC-AC-DH)

" : 2 (AC-AC-DN

6 fémeas i : . ( )

. : ] 3(AC-AF-DH)

5 5 : | 4 (AC-AF-DN)

E ' ; 1 5 (AF-AF-DH)

| 5 | 6 (AF-AF-DN)
6 fémeas

: 7 (AF-AC-DH)

! ! 8 (AF-AC-DN)
i e i
i fE =
: | 0 o : Q. |
| ' < (\|‘ ! o | |
| P °o |
Ly o | II «—»
T R T . 23-240pnd
' GESTACAO « >

(1- 18 GD) POS NATAL

Figura 5 - Desenho Experimental - Modelo knock-out LDLr -/-.

Dieta aterogénica

Material Particulado

Ar filtrado

AF-AF-DN - Exposto ao ar filtrado pré-natal + exposto ao ar filtrado

pés-natal + dieta comum;

AC-AF-DN - Exposto ao ar concentrado pré-natal + exposto ao ar

filtrado pds-natal + dieta comum;

AF-AC-DN - Exposto ao ar filtrado pré-natal + exposto ao ar

concentrado pés-natal + dieta comum;

AC-AC-DN - Exposto ao ar concentrado pré-natal + exposto ao ar

concentrado pés-natal + dieta comum;
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AF-AF-DH — Exposto ao ar filtrado pré-natal + exposto ao ar filtrado
pds-natal + dieta hipercolesterolémica;

AC-AF-DH — Exposto ao ar concentrado pré-natal + exposto ao ar
filtrado pds-natal + dieta hipercolesterolémica;

AF-AC-DH — Exposto ao ar filtrado pdés-natal + exposto ao ar
concentrado pré-natal + dieta hipercolesterolémica;

AC-AC-DH — Exposto ao ar concentrado pré-natal + exposto ao ar
concentrado pés-natal + dieta hipercolesterolémica.

Os animais foram divididos em 8 grupos, sendo, 5 animais por grupo.
Estes animais foram expostos a uma concentragdo de 600 pg/m® durante
dois periodos distintos, durante a fase de vida intra-uterina e no periodo pos-
natal apds o desmame 5 dias por semana. Durante o periodo gestacional as
exposi¢des ocorreram diariamente até o termino da gestacao (1 a 18 dias),
j& no periodo pds-natal (23 ao 240 dia) as exposi¢cdes foram realizadas 5

Vezes por semana.

6.5. Concentrador de particulas ambientais (CPA)

As exposicdes ao material Particulado foram realizadas com auxilio
de um Concentrador de Particulas Atmosféricas (CPA) apresentado na
figura 6 que esta localizado na parte externa da FMUSP. Este equipamento
permite realizar exposigdes controladas com relagéo a dose de exposi¢cao a
poluicdo particulada do ar. Foi desenvolvido pela Escola de Saude Publica
da Universidade de Harvard, sendo capaz de aumentar até 30 vezes a
concentragdo das particulas ambientais, iguais e inferiores a 2,5um de
diametro aerodinamico, em suspenséo presentes na atmosfera alimentando

uma camara de exposi¢cao (Sioutas e.col., 1995).
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lateral de impactadores.

6.6. Caracterizacdo do Material Particulado

Logo ap0s as exposicdes e em dias alternados, os filtros para coleta
do MP,s foram ligados apropriadamente ao sistema para caracterizagao
elementar.

A caracterizacdo elementar do particulado retido nos filtros foi realizada
em parceria com o Instituto de Astronomia, Geofisica e Ciéncias
Atmosféricas da Universidade de Sao Paulo (IAG-USP). As amostras foram
enviadas para um sistema de filtragem. O tempo de exposicao dos filtros foi
de aproximadamente 60 minutos a um fluxo de 5L/h, retirados e
posteriormente analisados através de espectrofotometria de fluorescéncia de
raio X (aparelho da empresa Shimadzu EDX 700).

O Laboratério de Cromatografia do Instituto de Quimica da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), é responsavel por validar este
método e quantificar HPAs por HPLC/Flu o que e é confirmado por GC/MS
(Ré-Poppi, 2000).

6.7. Dieta hipercolesterolémica

A dieta (apresentada na tabela 1) foi introduzida aos filhotes aos 90
dias de vida, ou seja, ja na fase adulta. A composicao da dieta esta
discriminada na tabela 1. A racdo foi adquirida pela empresa Nutri-
Experimental. E comercializada em forma de p6 e em seguida peletizada.
Foi fornecida aos animais ad libitum, e seu consumo monitorado

semanalmente.
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Tabela 1- Ingredientes adicionados para manipulacdo da ragédo experimental.

Ingredientes %
Caseina 16,5
Amido de milho 53,5
Lipidio 20
Oleo de Coco 70,1
Oleo de Soja 29,9
Acucar 10
Celulose 5
Mistura de Minerais* 3,5
Mistura de Vitaminas* 1
L-Cistina 0,3
Bitartarato de colina 0,25
Acido cdlico 0,5
Colesterol 0,5

* adicionados segundo recomendagé&o da AIN-93 (Reeves et al., 1993).

6.8. Avaliacéo dos desfechos gestacionais

A avaliacdo da gestagdo e seus desfechos foi realizada pelo
acompanhamento do ganho de peso materno diario, nimero de nascidos

Vivos, razdo sexual e nimero de mortes pos-natais.

6.9. Avaliagcdo do desenvolvimento da prole

O desenvolvimento da prole foi acompanhado até os animais
completarem 1 més de vida pelo monitoramento do ganho de peso medido
nos dias 10°, 15°, 20° e 30° de idade, além da identificacdo do sexo, ja que
machos e fémeas podem responder de forma distinta aos efeitos da
exposicdo intra-uterina ao material particulado concentrado. Neste estudo
serdo apenas considerados os machos no que diz respeito a estrutura e

funcdo pulmonar.
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6.10. Consumo e ganho de peso apds dieta

Apos a introdugéo da dieta hipercolesterolémica, no 3° més de vida, o
consumo e a variagéo de peso dos animais foi realizada semanalmente.
Para estimar o consumo, o peso de racéo fornecido inicialmente (PI) foi
anotado e uma semana depois o remanescente (PR) foi novamente pesado,
obtendo-se assim o peso de ragcdo consumido (PC=PI-PR). O
acompanhamento  foi realizado nos grupos recebendo dieta

hipercolesterolémica e normal.

6.11. Coleta de material para analise

Apo6s o periodo de exposi¢do, os animais foram eutanasiados por
overdose de anestésico inalatério (ISOFLURANE ®) segundo métodos
recomendados pelo painel de eutandsia da American Veterinary Medical
Association (AVMA, 2000)

6.12. Anédlise bioquimica do perfil lipidico — Extracdo de Colesterol
Total (CT) e Triglicéries (TG) através do figado.

As analises de colesterol total (CT) e Triglicérides (TG) foram
realizadas em tecido hepéatico por meio do método enzimatico por
espectrofotometria (500nm) Cobas Mira. O procedimento foi realizado no
laboratério de Lipides (LIM 10) da Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo (FMUSP). Foram utilizadas aproximadamente 200mg de
amostras do tecido de figado, transferidas para o tubo Potter onde foram
homogenizadas com 4ml de cloroférmio e 2ml de metanol. Os homogenatos
foram transferidos para tubos de ensaio previamente lavados com hexana e
deixados a 4°C por 24 horas. No segundo dia as amostras foram filtradas em
papel filtro e adicionados 6ml de solugdo H,SO4 0,05% deixadas em repouso

"overnight" para separagéo das fases.
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Figura 7: Divisao de fases - Andlise de Perfil
Lipidico - CT e TG.

No terceiro dia, foram retirados o infranadante das amostras, que
foram transferidas para novos tubos de ensaio devidamente limpos com
hexana. Foram adicionados 1ml de solugcdo Triton X-100 0,5% em
cloroférmio. ApGs esta etapa foi realizada a secagem do solvente sob fluxo
de nitrogénio em um banho seco a 45°C. Ao final do processo de secagem,
foi adicionada as amostras 500ul de agua destilada, aquecidas em banho-
maria a 37°C durante 30 minutos. Os tubos foram devidamente vortexados e
retirada uma aliquota de 200l do padréo das amostras para a dosagem de

colesterol total e triglicérides. Os resultados foram expressos em mg/dL.

6.13. Coleta e Anélise do Lavado Broncoalveolar (LBA)

Para a realizagdo do lavado broncoalveolar (LBA) fez-se uma
tragueostomia e em seguida foi introduzida uma cénula traqueal. Foi
infundido na traquéia 0,5ml de Tampédo Fosfato Salina (PBS) por 3 vezes
consecutivas, totalizando 1,5ml. O volume recuperado foi centrifugado a
1810 rpm, a 5°C, por 10 minutos. O sobrenadante foi guardado em micro

tubos e congelado em freezer -70°C para andlise de interleucinas.
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6.14. Quantificacdo de mediadores inflamatérios

As citocinas Interleucina 6 (IL6) e Fator de Necrose Tumoral alpha
(TNFa) foram quantificadas por ELISA através de Kits Duo Set, disponiveis
comercialmente, em aliquotas do sobrenadante do LBA pulmonar, obtidas
de acordo o item acima. Os ensaios foram conduzidos seguindo as
especificagdes do fabricante.

Placas de 96 pocos NUNC-MAXISORP, foram sensibilizadas a
temperatura ambiente durante a noite, com 100ul de anticorpos monoclonais
especificos de captura para as citocinas: IL6 e TNFa. As placas foram
lavadas 3 vezes com PBS-Tween 0,05% e bloqueadas por 2 horas com
200l de PBS contendo 1% de BSA e 5% de sacarose. ApoOs este periodo as
placas foram lavadas novamente, e 50ul das amostras ou da curva padréo
foram adicionadas, seguindo incubagé&o por 2 horas e temperatura ambiente.
Apo6s nova lavagem, foram adicionados 100l do anticorpo de detecgdo
biotinilado especifico para cada citocina: IL6 e TNFa, seguindo incubacéo
por 2 horas a temperatura ambiente. As placas foram lavadas novamente e
incubadas com solugéo de peroxidase de raiz forte conjugada (HRP) e
avidina em PBS contendo 1% de BSA, durante 20 minutos a 37°C. Apés a
lavagem das placas, foram adicionados 100ul do reagente para revelar a
reacdo. Apos 30 minutos, a reacao foi interrompida com &cido sulfarico 1M
e a densidade 6ptica lida a 450nm. A concentracdo das citocinas presentes

nas amostras foi calculada com base nas curvas padroes.

6.15. Avaliacéo Estereoldgica do pulméo

A estereologia vem sendo aplicada para a quantificagdo de estruturas
pulmonares desde 1963 (WEIBEL, 1963). Recentemente, uma agéo
conjunta da ATS (American Thoracic Society) e da ERS (European
Respiratory Society) padronizou os métodos estereoldgicos para o pulméo.
Neste estudo, avaliamos o volume pulmonar total seguindo as
recomendagdes da ATS-ERS (HSIA e col., 2010).
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6.16. Amostragem e incluséo

A amostragem do pulméo foi feita de forma sistemética uniforme e
randémica. A quantificacdo dos parametros pulmonares avaliados foi
conduzida em cortes verticais. Assim para a amostragem, os pulmdes
inteiros (incluindo as estruturas do hilo) foram incluidos em blocos de Agar

(12%). O esquema da amostragem é mostrado na figura 8.
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Figura 8 - Representacdo esguematica dos métodos e amostragem do pulméao
para o estudo estereoldgico. A- inclusdo do pulmdo em Agar; B-Cortes verticais
seriados; C- Sistema teste de pontos para estimativa do volume pelo método de
Cavalieri nas fatias de pulmdo em Agar; D, Inclusao das fatias de Agar em blocos

de parafina; E, segundo estagio de amostragem dos pulm&es de camundongos

6.17. Volume Pulmonar (“Reference Space”)

O volume pulmonar foi estimado pelo método de Cavalieri. Por este
método é possivel estimar o volume de um objeto de forma arbitraria,
seccionando-o em fatias paralelas equidistantes e multiplicando-se a
disténcia entre os cortes pela somatoéria das areas das faces de corte. As
areas das faces de corte ou transectos pode ser obtida facilmente pelo
método de contagem de pontos. Para este fim, um sistema teste de pontos
(de area associada ao ponto a, conhecida) é sobreposto as fatias de tecido
pulmonar agar e os pontos incidentes sobre o compartimento de interesse

sdo contados em todas as fatias. Assim o volume sera obtido aplicando-se a
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formula:Onde pt sdo os pontos incidentes sobre o pulméo, ag é a area

associada ao ponto do sistema teste de pontos e T é a espessura das fatias

produzidas no Agar (neste caso 4mm).

6.18. Avaliacdo imunohistoquimica

ApoOs a realizagdo do LBA, os pulm&es foram coletados e fixados em
solugdo de paraformoldeido 4% tamponado por 24 horas em temperatura
ambiente. ApOs esta etapa, o material foi processado e incluido em parafina.
Posteriormente foram feitos cortes de 5um e coletados em laminas
silanizadas para a avaliacdo imunohistoquimica. Nesta analise foi feita uma
avaliacao histopatoldgica de rotina empregando técnicas
imunohistoquimicas para a determinacdo e caracterizacdo da resposta
inflamatoria nos vasos do parénquima pulmonar.

Os anticorpos primarios, recuperacdo antigénica, diluicdo e origem
dos anticorpos utilizados para descrever a matriz extracelular sao
demonstrados na tabela 2. Para a reacdo de imunohistoquimica, os cortes
foram desparafinados, hidratados e submetidos a uma solucdo de peroxido
de hidrogénio (H202) a 3% por 20 minutos com o objetivo de inibir a agéo de
peroxidase enddgena. A seguir foi realizada incubacdo overnight com o
anticorpo primario. Como anticorpos secundarios foram utilizados o ABC kit
Vectastain (Vector Elite) por 30 minutos a 37°C. (Ca, USA). Os cortes foram
corados com o cromogeno 3,3 Diaminobenzidine (DAB) (Sigma Chemical
Co, St. Louis, MO, EUA). Apés isto, as laminas foram lavadas
abundantemente em agua corrente e contra-coradas com Hematoxilina de
Harris (Merck, Darmsadt, Alemanha), lavadas em &gua corrente,
desidratadas e montadas com resina para microscopia Permont (Fisher
Scientific , USA). Controles negativos foram realizados com a substituicdo do
anticorpo primario por um anticorpo controle de mesmo isotipo e com a
substituicdo do anticorpo primario por uma solucdo salina tamponada com

fosfato (phosphate buffered saline, PBS).
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Tabela 2. Anticorpos primarios e processamento utilizado na analise imunohistoquimica.

Anticorpo  Pré-Tratamento  Espécie Diluico Clone Origem

VCAM PP Citrato Coelho 1:1200 Policlonal Santa Cruz - CA USA
ICAM PP pH9 Rato 1:2000  Monoclonal Santa Cruz - CA USA
SOD3 Tris Citrato Cabra 1:1600 Policlonal Santa Cruz - CA USA
NOX2 Citrato pH9 Coelho 1:2000 Policlonal Abcam Inc.Cambridge USA
INOS PP Citrato Coelho 1:1600 Policlonal Abcam Inc.Cambridge USA

E-NOS PP Citrato Coelho 1:100 Policlonal NeoMarkers Fremont

ENDOTELINA PP Citrato Cabra 1:2000 Policlonal Santa Cruz - CA USA

IL1B PP Citrato Coelho 1:200 Policlonal Santa Cruz - CA USA
VEGF PV Citrato Coelho 1:1000 Policlonal Santa Cruz - CA USA
ISOP Trip Cabra 1:500 Policlonal Oxford Biomedical Oxford, Ml

6.19. Andlise morfoldgica

As medidas das &reas coradas foram realizadas utilizando um analisador de
imagens e o software Image-Pro® Plus versdo 4.5 para Windows® (Media
Cybernetics - Silver Spring MD,USA) instalado em um computador pessoal,
a partir da leitura de laminas escaneadas.

A positividade de cada reacéo foi determinada pelos intervalos de cor
(threshold). Para definicdo do limiar de cor, diferentes cortes corados em
cada anticorpo (entre 6 e 8 cortes), bem como controles negativos, foram
avaliados para se obter o melhor intervalo de positividade entre estes casos
e checados por uma experiente patologista pulmonar. Para cada reagédo um
padréo de cor foi estabelecido. Estes procedimentos geraram um arquivo
contendo o espectro de cor selecionado e este era aplicado posteriormente
para todos o0s casos corados com O mesmo anticorpo (Araujo e
colaboradores., 2008).

O programa permite ainda a selecdo de uma regido onde a medida
deve ser realizada, denominada &area de interesse. Assim, as areas de
interesse foram manualmente determinadas em cada vaso (5 vasos por
animal). As expressdes de VCAM, ICAM, SOD3, NOX2, ENDOTELINA,
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IL18, ENOS, I-NOS, VEGF e ISOP foram corrigidas pelo perimetro externo

da camada muscular (um?#/um).

Figura 9 - A: Delimitagcdo do perimetro externo do vaso; B: Delimitagdo

do didmetro maior e menor do vaso

Figura 10 - C: Delimitagdo de toda area externa e interna do vaso D: Area
positiva do vaso corada com cada anticorpo
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Figura 11 - E: Delimitacdo de todas as
areas do vaso.

6.20. Anélise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa SPSS 17.0
(SPSS, Chigago, lllinois, USA). O teste de Kolmogorov-Smirnov foi utilizado
para testar a normalidade da amostra. Foram realizados os testes Anova e
General Linear Models (GLM) O nivel de significancia foi estabelecido como

p < 0,05 e os resultados expressos como média, desvio e erro padréo.
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7. RESULTADOS

7.1. Avaliagao dos filtros de policarbonato e quartzo

Semanalmente, nos meses de margo a junho de 2011, 2 filtros foram

submetidos & exposicdo para possibilitar a caracterizacdo do MP,s5 e

posteriormente foram analisados. Os resultados destas andlises esté@o

apresentados na tabela 3.

Tabela 3 — Descritivo dos constituintes da composicéo elementar do PM, 5 (ug/m?®).

Elemento Média DP
MP, 646,37 534,06
Na 0,53 0,71
Mg 0,36 1,08
Al 5,61 11,74
Si 6,49 14,92
P 0,58 1,52
S 9,37 8,18
Cl 0,77 1,05
K 3,46 6,51
Ca 3,27 7,26
Ti 0,64 1,45
\Y% 0,01 0,02
Cr 0,01 0,04
Mn 0,16 0,26
Fe 5,3 11,62
Ni 0,01 0,02
Cu 0,1 0,16
Zn 0,5 0,72
Se 0 0
Br 0,04 0,05
Rh 0,05 0,09
Pb 0,02 0,04

Através destas andlises foram identificados quatro fatores, onde 96%

da variagdo da composicdo do MP,s concentrado ficou definida. Estes

fatores séo apresentados na tabela 4.
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Tabela 4 - Aplicagdo de técnica da analise dos elementos principais, para 0 composto dos

dados de medidas elementares dos filtros do MPs.

Fatores

Elemento > > T

Na -0,016 0,051 0,919 0,1

Mg 0,98 0,026 -0,059 0,1
Al 0,989 0,02 -0,027 -0,006
Si 0,993 0,045 -0,023 -0,006
P 0,124 -0,028 -0,134 0,877
S -0,038 0,926 0,108 0,075
Cl 0,747 0,542 -0,179 0,054
K 0,968 0,056 -0,047 0,021
Ca 0,99 0,095 -0,039 -0,007
Ti 0,742 0,22 -0,119 -0,076
\% 0,588 0,686 -0,008 -0,011
Cr 0,976 0,108 -0,055 0,067
Mn 0,958 0,083 -0,018 0,231
Fe 0,991 0,093 -0,024 -0,012
Ni 0,818 0,459 0,004 0,072
Cu 0,962 0,215 -0,016 0,029
Zn 0,813 0,397 0,143 -0,072
Se -0,029 0,101 0,249 0,858
Rh 0,699 0,567 -0,203 -0,046
Pb -0,074 -0,016 0,941 -0,019
Br 0,824 0,321 -0,049 0,119

O primeiro fator normalmente apresenta em sua composi¢&o, 0S
elementos Mg, Al, Si, K, Ca, Cr, Mn, Fe, Cu, Ni, Zn e Br. Estes elementos
estdo principalmente associados com o trafego urbano, e eventualmente
com o elemento Ca (ressuspensdo de solo). De acordo com Monaci e
colaboradores, 2000, os elementos Cu e Ni estdo ligados com fontes
industriais e fixas. Enxofre (S) predomina o 2° fator que tem sua obtengé&o
por veiculos fazem uso de diesel (SCHAUER, e colaboradores, 2006). Na e
Pb predominam o 3° e P e Se, o0 4° fator. A demonstragdo da quantidade de
HPAs apresentada nos filtros, pode ser encontrada na tabela 5. Esta andlise
estatistica foi realizada para identificar a origem do MP ao qual os animais

foram expostos. Com base na caracterizagdo elementar feita por EDX, ou
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seja, a concentragdo ou qualidade dos diferentes elementos quimicos
presentes, realizamos o teste PCA.

Este teste mostra quais elementos estdo correlacionados e também
sua importancia na caracterizagdo da amostra. Cada um dos fatores (1° ao
4°) definidos determina a diregdo em cada componente maximiza a variancia

da amostra.

Tabela 5 - Demonstracéo da quantidade de HPAs em filtros expostos ao MP,s durante o
periodo de 2 horas.

HPAs Filtros MVC HPAs (ng/ms3)
Pireno 6 1,655 (3,6 -9,0)
Benzo(a) acefenantrileno 6 6,81 (2,44 - 13,97)
Benzo (k) fluoranteno 8 1,42 (0,44 - 3,17)
Benzo (a) pireno 7 0,72 (0,27 - 1,083)

7.2. Avaliacao dos desfechos gestacionais

Os resultados dos desfechos gestacionais estdo apresentados na tabela 6.
E a curva de ganho de peso médio materno nos grupos avaliados esta apresentada

na figura 12.
Tabela 6. Média, Desvio padrdo e Erro padrdo dos pardmetros avaliados com desfechos

gestacionais nos grupos AF e AC.

Grupo N Media ) SE P
Ganho de peso na AF 5 16,60 0,58 0,24
gestagdo (9) AC 5 14,57 2,05 0,84
Numero de filhotes AF 5 7,33 1,75 0,71
por ninhada AC 5 7,33 0,82 0,33 ns
Peso da ninhada (g) AF 5 17,95 1,80 0,73
AC 5 17,07 2,43 0,99 ns
Peso médio dos AF 5 2,68 0,45 0,18
filhotes AC 5 2,45 0,22 0,09 ns
N° machos AF 5 3,33 2,07 0,84
AC 5 3,33 1,37 0,56 ns
N° fémeas AF 5 2,83 1,47 0,60
AC 5 3,50 1,05 0,43 ns
Mortes pos AF 5 0,50 1,22 0,50
nascimento AC 5 033 0.82 033 ns
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Figura 12- Curva de ganho de peso médio durante a gestacéo

7.3. Avaliagcao do desenvolvimento da prole

O acompanhamento do peso médio dos filhotes nos dias 5, 10, 15, 20
e 30 apo6s o nascimento estdo apresentados na tabela 7. Observa-se que
nos grupos expostos ao material particulado concentrado durante a
gestacao, os filhotes apresentam peso reduzido no 5° e no 10° dia apds o
nascimento. No 5° dia, os filhotes cujas maes foram expostas ao material
particulado concentrado apresentam uma redugcdo média de 10% no peso e
de cerca de 8% no 10° dia. Porém esta diferenca desaparece ao atingirem a
idade de 15 dias. A figura 13 apresenta a curva de ganho de peso nos
grupos AF e AC considerando macho e fémeas juntos. A tabela 8 apresenta
as médias de peso de acordo com a idade e sexo dos filhotes nos grupos AF

e AC. e na figura 14 esté apresentada a curva discriminada para 0s sexos.
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Tabela 7. Média, Desvio padréo e Erro padrdo dos parametros avaliados com avaliagdo do

desenvolvimento da prole.

Peso Grupo N Media DP EP p
5° dpn AF 41 2,63 0,56 0,09
AC 41 2,35 0,26 0,04 0,03
10°dpn AF 41 4,88 0,95 0,15
AC 39 4,45 0,39 0,06 0,01
15°dpn AF 41 6,69 0,72 0,12
AC 39 6,61 0,51 0,08 ns
20°dpn AF 41 7,44 0,79 0,13
AC 39 7,56 0,85 0,13 ns
30°dpn AF 41 13,81 1,60 0,26
AC 39 13,53 1,43 0,22 ns
Grupos
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Figura 13- Curva de ganho de peso nos grupos AF e AC
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Tabela 8. Médias de peso de acordo com a idade e sexo dos filhotes nos grupos AF e AC

Idade Sexo Grupo Média

R AF 4,83
femea ¢ 460
10 dias
AF 4,91
macho
AC 4,48
R AF 6,91
fémea
. AC 6,57
15 dias
AF 6,90
macho
AC 6,64
R AF 7,19
fémea
. AC 7,42
20 dias
AF 7,72
macho
AC 7,62
. AF 13,19
fémea
. AC 12,67
30 dias
AF 15,02
macho
AC 14,55
Idade (dias)
18,00 s
O
Ois
& oo [ il
16,00 =)
14,001
@ 10,00
(@]
(7]
)]
o 5,00

Th e
——
'—r._.

g .

0,00

AF AC
Grupos

Figura 14. Gréafico demonstrando o peso médio dos filhotes de acordo com a idade



7.4. Consumo e ganho de peso apoés dieta

Apos o 30° dia de vida apenas os machos foram acompanhados para
avaliacdo do ganho de peso e consumo de dieta (a partir de 3 meses de
vida).

A figura 15 apresenta um grafico de barras do peso médio mensal
dos animais nos diferentes grupos experimentais apos o inicio da dieta. Nos
graficos apresentados nas figuras 16 e 17 observa-se o peso dos animais
nos dois meses anteriores ao inicio da dieta e nos 4 meses de tratamento
com a dieta hipercolesterolémica, no qual nota-se que a introdugédo da dieta
provoca uma clara reducédo do peso. Esta reducéo esta associada a dieta e
ao tempo de tratamento. Se considerarmos apenas 0s grupos tratados com
dieta hipercolesterolémica, podemos observar que a exposi¢do pré- natal ao
material particulado concentrado, somada a exposicdo poés-natal ao ar
filtrado acentua a perda de peso ( r=-0,37). O consumo médio semanal de
racdo também diminui muito com o inicio do tratamento com a dieta

hipercolesterolémica (r=-0,66).
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Figura 17. Consumo de ragdo durante os 4 meses de tratamento com a dieta
hiprcolesterolémica.

Tabela 9. Ganho de peso antes e depois do inicio do consumo de dieta

30 dias 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias 180 dias
Grupos N Média SD p Média SD p Média SD p Média SD p Média SD Média SD p
AFAFDN 5 2300 12 5540 08 270 130 740 114 820 1% 260 182
ACAFDN 6 267 103 2430 055 2600 089 %83 147 817 1% 2850 164
AFACDN 5 280 L3 2460 14 250 100 %40 114 2720 1% 780 08
ACACON 5 230 1,30 B8 08 2880 1,3 270 1,0 200 1,0 2880 1,3
AFAFDH 5 2060 089\ /2420 045 2560 05 240 13 820 110 280 148
ACAFDH 4 1875 096 2225 126 2400 14 2175 050 1933 115 025 15
AFACDH 5 210 084 2400 100 2480 130 %20 13 2880 110 840 114
ACACDH 5 2080 089 260 4% 2580 05 280 13 20 184 875 29

Inicio da Dieta
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7.5. Analise Perfil Lipidico

Através do método de extracdo do colesterol total e triglicérides pelo
figado, foi possivel analisar o perfil lipidico dos animais estudados. Os
resultados estéo apresentados na tabela 10 e demonstrados nas figura 18 e
19.

Houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos para o
parametro de colesterol total (p=0,002). O fator determinante para a
elevacdo dos niveis de colesterol total foi a inducdo da dieta

hipercolesterolémica (p=0,05).

Tabela 10: Estatistica Descritiva da Andlise do Perfil Lipidico (mg/dL)

Perimetro Grupo N Média DP EP P(anova)
Total  AF-AF-DN 5 0,12 0,02 0,01
Colesterol AC-AF-DN 5 0,13 0,01 0,01
(mg/dL) " AF-AC-DN 5 0,1 0,04 0,02
AC-AC-DN 5 0,13 0,01 0,01
AF-AF-DH 5 0,25 0,11 0,06
AC-AF-DH 5 0,23 0,11 0,08
AF-AC-DH 5 0,24 0,01 0,01
AC-AC-DH 5 0,21 0,06 0,04
Total  AF-AF-DN 5 0,44 0,12 0,05
Triglicerides AC-AF-DN 5 0,35 0,14 0,06
(mg/dL)  AF-AC-DN 5 0,34 0,08 0,04
AC-AC-DN 5 0,34 0,09 0,04 ns
AF-AF-DH 5 0,26 0,03 0,02
AC-AF-DH 5 0,31 0,21 0,15
AF-AC-DH 5 0,26 0,12 0,06
AC-AC-DH 5 0,25 0,06 0,04
'Dieta - p=0,05
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7.6. Volume do Pulméao

Os parametros relacionados ao volume do pulmdo dos grupos de animais

estudados estdo apresentados na tabela 11 e demonstrados nas figuras

20,21 e 22.

Houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p=

0,02). Os fatores determinantes para o aumento do volume do pulméo foram

a exposicao gestacional somada a exposi¢cdo pos natal (p=0,001) e dieta

hipercolesterolémica (p=0,02).

Tabela 11. Estatistica descritiva do volume total do pulméo através do método Cavaliere

(mm?)

Parametro Grupos N Média DP EP P (anova)
AF-AF-DN 5 311,25 30,92 15,46
AC-AF-DN 5 250,00 43,13 17,61
AF-AC-DN 5 252,00 38,83 17,36
Volume do Pulmao @0 AC-AC-DN 5 318,00 46,72 20,89
AF-AF-DH 5 360,00 47,43 23,72
AC-AF-DH 5 285,00 112,25 56,12
AF-AC-DH 5 295,00 31,42 14,05
AC-AC-DH 5 360,00 39,69 22,91

a. Exp.Gestacional + Exp.Pds-natal — p=0,001

f. Dieta Hipercolesterolémica — p=0,02
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Razao Volume pulmonar: peso corporal (mm®/g)
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Figura 22: Razéo entre o volume do pulmao e peso corporal dos animais
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7.7. Analise de Quantificacdo de Mediadores Inflamatérios

Através do método de quantificagdo de mediadores inflamatérios
(ELISA) para os parametros IL6 e TNFa no lavado broncoalveolar (LBA), foi
possivel analisar o perfil inflamatério dos animais estudados. Os resultados
estdo apresentados na tabela 12 e demonstrados na figura 24.

Houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos para 0
parametro de IL6 (p=0,03). O fator determinante para 0 aumento da
expressdo neste marcador inflamatério foi a inducdo da dieta
hipercolesterolémica (p=0,05). Para o parametro TNFa, ndo houve diferenca

estatisticamente significativa.

Tabela 12: Estatistica Descritiva da Analise de Quantificagdo de Mediadores inflamatdrios

Paréametro Grupo N Média DP EP P (anova)
IL-6 ® AF-AF-DN 5 286,73 26,47 18,72
AC-AF-DN 5 303,14 50,93 22,78
AF-AC-DN 5 359,80 61,85 35,71
AC-AC-DN 5 334,35 9,06 6,40
AF-AF-DH 5 578,18 256,49 128,25
AF-AC-DH 5 323,22 58,66 26,23
AC-AC-DH 5 209,39 46,24 32,69
TNFa AF-AF-DN 5 25,77 1,67 1,18
AC-AF-DN 5 25,79 15,61 6,98
AF-AC-DN 5 32,90 26,96 15,56
AC-AC-DN 5 46,33 5,91 4,18 ns
AF-AF-DH 5 27,26 12,91 6,46
AF-AC-DH 5 44,13 18,66 8,34
AC-AC-DH 5 32,60 34,65 24,50

" Dieta Hipercolesterolémica — p=0,05
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Figura 23: IL-6 em lavado broncoalveolar - BAL (ML)

7.8. Andlise de Imunomarcadores de ativagdo endotelial

Com a realizacao da técnica de avaliagdo de imunohistoquimica, foi
possivel analisar as expressdes nos vasos do tecido pulmonar. Os
resultados estdo demonstrados nas figuras de 24 a 33.

Houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos para o0s
seguintes imunomarcadores: Endotelina (p=0,05); ENOS (p=0,04); IL1B
(p=0,005); INOS (p=0,002); ISOP (p=0,001); NOX2 (0,01) e ICAM (0,04).0s
fatores determinantes para a diminuicdo das expressfes nos vasos a partir
do grupo controle foram: Endotelina: exposicdo poés natal (p=0,02);
exposicdo gestacional (p=0,001); dieta hipercolesterolémica (0,01) e
exposicdo gestacional somada a exposicdo pOs natal e dieta
hipercolesterolémica (p=0,03). e-NOS: exposi¢cdo gestacional (p=0,01) e
exposicao gestacional somada a dieta hipercolesterolémica (p=0,05). IL1B:
exposicdo gestacional (p=0,003) e exposicao pés natal (p=0,04). i-NOS:
exposicdo gestacional (p=0,00002); exposicdo pés natal (p=0,005);
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exposicdo gestacional somada a exposicdo pos natal (p=0,01); dieta
hipercolesterolémica (p=0,002); exposi¢cdo gestacional somada com dieta
hipercolesterolémica (p=0,001) e exposicdo pdés natal somada a dieta
hipercolesterolémica (p=0,002). ISOP: exposi¢do gestacional (p=0,001);
exposicdo po6s natal (p=0,003); dieta hipercolesterolémica (p=0,004);
exposicdo gestacional somada a dieta hipercolesterolémica (p=0,001);
exposicdo poés natal somada a dieta hipercolesterolémica (p=0,002) e
exposicdo gestacional somada a exposicdo pos natal e dieta
hipercolesterolémica (p=0,01). NOX2: exposi¢cdo gestacional (p=0,01);
exposicdo gestacional somada a dieta hipercolesterolémica (p=0,02) e
exposicdo pos natal somada a dieta hipercolesterolémica (p=0,05). ICAM:

exposicao gestacional (p=0,004) e exposi¢do pos natal (p=0,01).
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Figura 24: Ativacdo endotelial - Endotelina (%)
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Figura 25: Ativacdo endotelial - e-Nos (%)
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Figura 26: Ativacao endotelial - IL1B (%)
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Figura 27: Ativacao endotelial - i-NOS (%)
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Figura 28: Ativacdo endotelial - ISOP (%)
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Figura 29: Ativacao endotelial - NOX2 (%)
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Figura 31: Ativacao endotelial - VEGF (%)
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Figura 32: Ativacdo endotelial - VCAM (%)
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8. DISCUSSAO

Camundongos nocautes para o receptor de LDL (LDLr-/-) tem sido
muito usados como modelo para investigar mecanismos envolvidos com
metabolismo lipidico e um modelo in vivo de aterosclerose (Ying e col.,
2010). Uma das caracteristicas mais marcantes deste modelo é apresentar
niveis de colesterol no plasma (cerca de 5nmol/L nos nocautes e 2nmol/L
nos selvagens) ligeiramente aumentados quando em dieta normal e
desenvolvem aterosclerose lentamente.

Quando alimentados com dieta hipercolesterolémica, os animais
apresentam elevacdo de colesterol (>25 nmol/L), desenvolvimento de
aterosclerose (Zadelaar e col, 2007), inflamacdo sistémica e danos
hepéticos a longo prazo, devido ao aumento da sensibilidade para a
absorcdo de LDL oxidada (Bieghs e col.,, 2012). Podem também
desenvolver diabetes e obesidade (MacDonaldet al., 2008).

Neste trabalho, animais nocautes para o receptor de LDL (LDLr-/-)
foram expostos por longos periodos a niveis ambientais de particulado
urbano de S&o Paulo. Uma parte dos animais recebeu dieta hipergordurosa,
gue leva a hipercolesterolemia e a aparicdo de alteragdes estruturais
relacionadas a aterosclerose neste modelo. Associamos a exposigéao
ambiental a particulados urbanos por periodos distintos: no periodo
gestacional e na fase ja adulta (de 30 dias a 7 meses de vida
aproximadamente). Além dos desfechos gestacionais, nosso objetivo era
checar se a associacdo da inflamacdo sistémica associada &
hipercolesterolemia e a exposi¢gédo crbnica ao particulado urbano levariam a
disfuncéo endotelial de vasos pulmonares.

Observamos que a exposicdo materna durante a gestacdo ao
particulado urbano mostrou-se associada ao baixo peso ao nascer (Veras e
col, 2008; Veras e col, 2009), animais expostos apresentaram uma reducéo
de 8-10% no peso. Uma alteracdo no desenvolvimento normal da placenta
parece estar associada a este efeito (Veras e col., 2008); Neste estudo, além
do peso ao nascer, o desenvolvimento da prole foi acompanhado com base

no ganho de peso até completar 30 dias de vida. Nenhum estudo anterior
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realizou tal acompanhamento; e o que observamos foi que por volta do 15°
dia de vida o peso médio dos filhotes se equipara. Entretanto, as exposi¢coes
aos particulados foram interrompidas do dia do nascimento ao 30° dia de
vida, fato este que pode ter contribuido para que o peso se equiparasse.

Ao contrario do descrito anteriormente em camundongos sem
alteracbes genéticas (Lichtenfels e col., 2007), neste modelo né&o
observamos nenhuma alteracdo na razdo sexual da prole associada a
exposicao gestacional ao MP3s.

Ao iniciarem as exposi¢des durante a fase pos-natal alguns grupos
apresentaram uma redug¢do no ganho de peso mesmo antes do inicio da
dieta, esta reducgédo foi mais significativa quando os animais também haviam
sido expostos durante o periodo gestacional.

A introducéo da dieta provocou uma redugéo acentuada no peso dos
animais, provavelmente no inicio isto ocorreu devido & queda no consumo
de racéo e adaptacdo dos animais ao novo paladar. Apds o segundo més o
consumo, embora com peso menor quando comparado aos animais que
receberam dieta normal, ele se manteve constante até o final do estudo.

Um estudo realizado por Buettner e col., (2006) com ratos normais e
dieta rica em gordura, mostrou que embora haja um consumo calérico maior,
0s animais mantém ou perdem peso, assim como observamos neste estudo.

Existem evidéncias em humanos que a exposi¢cdo ao MP; s altera o
perfil lipidico sérico, sendo um provavel potencializador da aterosclerose.
Huang e col., (2012) mostraram que individuos expostos por 2 horas ao
material particulado fino (MP.s) apresentaram aumento significativo nos
niveis de HDL sérico uma hora ap6s o término da exposicao. Neste estudo,
a quantificagdo dos niveis de triglicerideos e colesterol no figado foram
realizadas segundo método descrito por Carr, e col., (1993) onde as
amostras de tecidos do figado foram solubilizadas em agua com adi¢éo de
Triton X-100. Este método tem a vantagem de medicdo das classes de
lipideos a partir de uma Unica amostra, além de que o procedimento pode
ser adaptado para ser utilizado com placas de micro titulagdo que

conservam a amostra e o reagente.
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Animais LDLr -/- submetidos uma dieta hipergordurosa apresentam
niveis de colesterol e triglicérides mais elevados quando comparados aos
animais ndo nocautes (Bieghs, e col.; 2012). Os resultados do presente
estudo mostraram que entre 0s grupos que receberam a dieta
hipergordurosa houve um aumento significativo nos niveis de colesterol, sem
aumento significativo do aumento de triglicérides. Neste estudo, a exposi¢ao
ao MP,5 ndo afetou os niveis de colesterol nem de triglicérides no figado.
Infelizmente, ndo foi possivel realizar a andlise sérica do colesterol e
fragBes, por motivos técnicos.

Previamente, Soares e colaboradores mostraram que animais LDLr -/-
expostos a poluicdo ambiental por 4 meses em camaras de topo aberto e
submetidos a dieta aterogénica também n&o evidenciaram diferencas no
nivel de colesterol sérico (Soares e col, 2009). No entanto, os autores
mostraram que animais expostos ao particulado ambiental tinham niveis
aumentados de anti-oxLDL, uma forma alterada do LDL quando exposta a
radicais livres. Este anticorpo esta relacionado com a patogénese da
aterosclerose. Infelizmente, por ndo dispormos de soro destes animais, néo
pudemos comparar nossos resultados com estudos semelhantes, sendo
uma importante limitagdo deste estudo.

Poucos estudos analisaram a influéncia da poluicdo sobre o tecido
pulmonar em situagdes de hiperlipidemia. Existem evidéncias em estudos
que a inalacdo aguda de particulados leva a liberagdo pulmonar de
elementos pro-oxidativos, proé-inflamatérios e/ou vasoativos, como a
endotelina. Estudos agudos em animais também sugerem a inalagdo a MP
leva a ativagcdo plaquetaria e liberagdo de enzimas de coagulacdo. Seria
possivel que a interagcdo da hiperlipidemia, que também gera inflamacéo
sistémica algum grau de disfuncéo endotelial em vasos pulmonares, levando
por exemplo ao aumento da expressdo de moléculas de adesédo, endotelina
Oou componentes associados ao stress oxidativo.

Os poucos estudos existentes indicam que a hipercolesterolemia pode
causar lesbes inflamatérias e estruturais nos pulmdes. Naura e col.,

demonstraram que em animais ApoE, a dieta hipercolesterolémica leva a
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elevagcdo de vérias citocinas no BAL, além de aumento de deposi¢do de
fibrose em regido perivascular e peribronquiolar. Dual e col., demonstraram
que e coelhos (ndo transgénicos) hipercolesterolémicos havia aumento de
IL-6 no BALF, associado a remodelamento vascular.

Este e o primeiro estudo a investigar alteragdes vasculares
pulmonares em modelos de hipercolesterolemia associado a exposigéo
cronica, gestacional e na fase adutla ao particulado fino urbano Nos animais
submetidos a dieta aterogénica havia aumento significativo do volume
pulmonar. Este fato pode estar relacionado com o desenvolvimento
pulmonar comprometido, como j& demonstrado na linhagem de
camundongos nocautes ApoE, (Massaro e Massaro, 2011). O estudo
realizado por Duan e col., (2010) mostrou que coelhos alimentados com
dieta hipercolesterolémica apresentaram aumento no volume pulmonar,
espessamento dos septos alveolares e infiltragcdo de células inflamatdrias
(principalmente linfocitos). Este e o primeiro estudo que mostra alteracdes
do volume pulmonar em animais LdLr-/-. O efeito da poluicdo ndo parece ter
influenciado os parametros de volume pulmonar.

Neste estudo foi demonstrado que a dieta hipergordurosa associou-se
ao aumento de IL6 no LBA, ndo havendo efeito da exposi¢ao ao particulado.
N&o observamos alteragdes de TNFa no LBA em nenhum dos grupos.

Estudos anteriores mostraram que a exposicdo a poluicdo do ar
aumentam as expressdes de proteinas envolvidas em processos
inflamatérios, disfuncdo endotelial e estresse oxidativo (Brook e col., 2010).
Nossos dados mostram que as expressfes protéicas de ICAM, VCAM,
endotelina, SOD3, NOX2, VEGF, IL 1B, INOS, e-NOS e isoprostano foram
menores em todos 0S grupos em comparagdo ao grupo ndo exposto a
poluicdo e com dieta habitual. Uma das hipéteses para este acontecimento
€ uma resposta adaptativa ao longo periodo de exposicdo a poluicdo do ar
ou um contrabalango dos mecanismos de homeostasia sobre os efeitos da
exposicdo (Rowan-Carroll e col., 2013; Maresh e col., 2011). Rowan-Carroll
e col., (2013) verificaram que camundongos expostos a poluicdo atmosférica

por 16 semanas apresentam um aumento na expressao de genes envolvidos
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na sintese lipidica no tecido pulmonar, o que sugere um aumento na sintese
de goticulas lipidicas nas células do pulmdo apds a exposicdo. Estas
goticulas parecem desempenhar o papel de -capturar particulas e
substancias toéxicas até elas poderem ser removidas pelos mecanismos de

degradagéo e, portanto proteger a célula de mais danos.
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9. CONCLUSAO

A exposicdo crbnica ao particulado fino (MP.s) ambiental, na fase
gestacional e adulta, associada ou ndo a uma dieta hipercolesterolémica
em camundongos nocautes para o0 gene LDL induziu os seguintes

desfechos:

+ A exposicdo ao MP durante o periodo gestacional esta associadas ao
baixo peso no nascimento da prole;

+ A reducdo de ganho de peso nos animais em crescimento esta
associada a introdugéo de uma dieta hipercolesterolémica;

4+ Niveis elevados de colesterol hepatico esta relacionados a introdugéo
da dieta gordurosa,;

+ O aumento de IL6 no lavado broncoalveolar foi observado nos
animais que receberam a dieta;

4+ Os animais que receberam dieta hipercolesterolémica apresentaram
maior volume pulmonar;

4+ As expressdes endoteliais das proteinas Endotelina, e-NOS, IL1B i-
NOS, ISOP, NOX2 e ICAM apresentaram diminuidas nos grupos
expostos ao particulado na fase gestacional e adulta associados ou

ndo a uma dieta hipercolesterolémica.
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