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INTRODUCAO

Em 2018, 90% da populagdo esteve exposta a altos niveis de poluigdo (OMS), o que torna a
poluicao uma grave ameaca a saide. Dentre os diversos tipos de poluentes atmosféricos temos o
Residual Oil Fly-Ash (ROFA), cujas particulas tém reduzido tamanho aerodinamico, e podem
chegar até os alvéolos pulmonares, atingir a circulacdo e promover efeitos sistémicos
(GOETTEMS-FIORIN et al., 2016; MAI et al., 2017) dentre estes, a inflamagao (LIU et al., 2019).
Do mesmo modo, a obesidade também é um fator prejudicial para a homeostase corporal. Em
2016, cerca de 39% da populagdao mundial era obesa, correspondendo a mais de 650 milhoes de
pessoas (WHO). A obesidade é caracterizada também por uma inflamacgdo cronica, de baixo grau,
que pode resultar em alteragdes em diversos 6rgaos (LUMENG et al., 2011). Desse modo, a
obesidade esta relacionada ao aumento da mortalidade e ao maior o risco de desenvolver doencgas
cardiovasculares e diabetes (ABESO, 2016).
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Além dos riscos ja associados aos efeitos da poluicao e da obesidade, as mulheres ainda estdo
sujeitas a um fator de risco natural, que ocorre durante o climatério, por volta dos 40 a 65 anos. O
climatério é uma fase que compreende a transicao do periodo reprodutivo para o nao reprodutivo
da mulher (BRASIL, 2008), e é caracterizado principalmente pelo declinio da producao de
estrogénio, devido a faléncia ovariana (FEBRASGO, 2010). O hipoestrogenismo também pode
resultar na inflamacgdo e na alteracao das defesas antioxidantes (TALEB-BELKADI et al., 2016).
Tanto a exposicdo a poluicdo, quanto a obesidade e o hipoestrogenismo estao associados a
inflamacgdo. Para avaliar a condigdo inflamatéria, existem diversos biomarcadores que ja sao
utilizados, como a avaliacdo de parametros leucocitarios (linfécitos, mondcitos e neutroéfilos).
Deste modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da ovariectomia sobre parametros
leucocitarios de ratas obesas expostas cronicamente ao ROFA,

METODOLOGIA

Animais: utilizamos 36 ratas Wistar (8 semanas de idade), provenientes do biotério da UNIJUT,
mantidas sob ciclo claro/escuro 12h/12h e em temperatura ambiente de 22+2°C, que receberam
dgua e racado ad libitum. Este projeto foi aprovado pelo CEUA da UNIJUI sob o parecer n®
076/2015.

Detalhamento do experimento: os animais foram inicialmente divididos em trés grupos, grupo
Controle (CTRL), Dieta Hiperlipidica (DHL), Dieta Hiperlipidica + ROFA (DHL+ROFA). O grupo
CTRL recebeu dieta comercial padrao para animais de laboratério (NUVILAB®), enquanto os
animais dos grupos DHL e DHL+ROFA receberam ragao hiperlipidica. O grupo DHL+ROFA
recebeu instilagdo de ROFA, enquanto os demais receberam solucao salina 0,9%. Na 122 semana
de estudo, os animais foram submetidos a ovariectomia (OVX) ou a falsa cirurgia (Sham),
resultando assim em cinco grupos experimentais: CTRL, DHL, DHL+ROFA, DHL+0OVX e
DHL+ROFA+OVX.

Dieta Hiperlipidica: preparada no Laboratério de Ensaios Bioldgicos da UNIJUI, conforme
ARAUJO et al., (2007), a qual foi armazenada em refrigerador (2-8°C) e constituindo-se de 58,3%
de gordura, e energia metabolizavel total 22,8 MJ / kg. Para o preparo da racao foi utilizada racdo
padrdo moida, banha, albumina de ovo, suplemento de aminoacido (Aminomix ™), pé de osso e
farinha de ostra. A ragdo padrao consiste de 11,4% de gordura.

ROFA: as particulas do poluente foram ressuspensas em solucdo fisioldgica, na dose de 250 ug. A
instilagdo intranasal foi realizada 5 vezes por semana, sempre no mesmo horario, durante as 24
semanas do estudo. Para realizar a instilagdo foi utilizada uma micropipeta automadtica,
desprezando 50 pL da suspensao (ou de solugao salina 0,9 %) na narina do animal, o que promove
o reflexo de apneia seguida de inspiragdo profunda, e assim o liquido é impulsionado para os
pulmdes dos animais (MEDEIROS et al., 2004).

Ovariectomia: consistiu da retirada bilateral de ovarios, enquanto a falsa cirurgia (Sham)
consistiu na exposicdo dos ovarios, com posterior reposicionamento e sutura. A cirurgia Sham tem
como objetivo submeter os animais ao mesmo estresse cirirgico que os grupos
ovariectomizados. Foi utilizado o seguinte protocolo cirirgico: Medicagao pré-anestésica: morfina
5 mg/kg via intraperitoneal (i.p.); Inducdo da anestesia: isofluorano a 4%; Manutencao da
anestesia: isofluorano a 2%; Pds-operatdrio: meloxican 0,2% (2 mg/kg) subcutaneo apds 24 horas.
Todas as cirurgias foram realizadas no Hospital Veterinario da UNIJUI pelo médico veterinério
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responsavel.

Coleta de sangue: foi realizada ao final das 24 semanas. O sangue foi acondicionado em tubo
anticoagulante (EDTA) para determinar os parametros leucocitarios (5 pL. de EDTA para cada 500
nL de sangue). Foi utilizado o analisador hematolégico automatico Micros 60® (Horiba). As
amostras foram diluidas 1:2 com solucgdo salina e analisadas em triplicata. O esfregaco sanguineo
foi realizado em uma lamina, corada com coloragao panoética (Newprov®), e analisado por um
profissional, que contou 100 células por amostra. Para obter a razdo neutrdfilos/linfécitos, o
numero de neutroéfilos foi dividido pelo nimero de linfocitos.

Analise estatistica: apods o teste de normalidade, realizamos ANOVA de uma via com pds teste de
Tukey para dados paramétricos, e Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn para dados néo
parameétricos. Utilizamos o programa estatistico GraphPad 5.0, considerando p < 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Investigamos se a privagdo de estrogénio, induzida pela OVX, poderia causar alteragdes nos
parametros leucocitarios de animais obesos previamente expostos ao ROFA. O grupo que recebeu
dieta hiperlipidica e foi exposto a poluicdo (DHL+ROFA) apresentou um aumento de mondcitos,
sem efeitos da ovariectomia (Fig. 1A). Estudos indicam que pessoas expostas ao Material
Particulado podem ter a porcentagem de monoécitos aumentada (POPE III et al., 2016) e em
individuos obesos as alteracbes na distribuicdo de mondcitos sdo comuns (DE MATOS et al.,
2019), sugerindo, portanto, que a associacao das duas intervencoes possa agravar esta condicao,
como observado no grupo DHL+ROFA.
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Figura 1. Parametros leucocitarios de ratas que consumiram dieta
hiperlipidica, foram expostas ao ROFA e submetidas a
ovariectomia. A) Mondcitos (P = 0,0097), * DHL+ROFA vs CTRL e
DHL+OVX. B) Neutrdfilos (P = 0,0034), *CTRL vs DHL, DHL+ROFA e
DHL+OVX. C) Linfécitos (P = < 0,0001), *CTRL vs DHL, DHL+ROFA,
DHL+OVX e DHL+ROFA+OVX. D) Raz&o Neutréfilo / Linfécito (P =
0,0003), *CTRL vs DHL, DHL+ROFA, DHL+OVX e DHL+ROFA+OWVX.
g@" & Ssgc" XGS‘“ p.s* Anova de uma via, seguido de Tukey para A, C e D e Kruskal-Wallis,
& & & seguido de Dunn para B.
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A porcentagem de neutroéfilos foi maior nos grupos DHL, DHL+ROFA e DHL+O0VX quando
comparado ao CTRL (P=0,0034) (Fig. 1B). O estudo de Furuncuoglu et al. (2016) observou uma
correlagdo positiva entre o aumento do IMC e a porcentagem de neutrofilos, o que também foi
evidenciado em nosso estudo, onde os grupos obesos tiveram a porcentagem de neutroéfilos
aumentada em relagdo ao controle. No entanto, quando associado os trés fatores de risco
(DHL+ROFA+0VX) este efeito ndo é observado.

A porcentagem de linfdcitos foi menor em todos os grupos que receberam a dieta hiperlipidica
(DHL, DHL+0VX, DHL+ROFA, DHL+ROFA+0VX), comparado ao CTRL (P< 0,0001) (Fig. 1C). Em
estudo realizado com seres humanos a porcentagem de linfécitos também apresentou-se menor
(AYDIN et al., 2015). A porcentagem aumentada de neutréfilos e a de linfécitos reduzida pode
representar a resposta imune fisioldgica frente uma situacdo de inflamagao. Um dos fatores que
pode acarretar em inflamacgédo sistémica é o aumento do tecido adiposo visceral intra-abdominal
(FONTANA et al., 2007).

Desta forma, observamos que todos os animais que consumiram dieta hiperlipidca, também
apresentaram aumento na razao neutrofilo/linfécito comparado ao grupo CTRL (P = 0,0003) (Fig.
1D), indicando efeito do aumento de adiposidade nestes animais. Efeitos semelhantes da
obesidade sobre o0 aumento da razdo neutrofilo/linfocito foram observadas no estudo de AYDIN et
al., 2015 com seres humanos, onde a razao foi aumentada no grupo obeso em comparacao com 0s
controles saudaveis. Sendo razao neutrodfilo/linfécito um importante marcador de inflamacgao
sistémica (AFARI and BHAT, 2016; KHANDARE et al., 2017), podemos destacar que o consumo de
dieta hiperlipidica eleva o risco de desenvolver inflamagao, sem efeitos associados da exposigao ao
ROFA e reducao dos niveis de estrogénio.

CONSIDERACOES FINAIS

O consumo de dieta hiperlipidica e a exposicdo ao ROFA alteram parametros leucocitarios, sem
efeitos da reducdo de estrogénio. Sugere-se que o consumo de dieta hiperlipidica, pode levar ao
aumento da adiposidade, e causar uma condigao de inflamacao sistémica, conforme evidenciado
em nosso estudo pela razdo neutrofilo/linfocito.

PALAVRAS-CHAVE: Obesidade; Poluentes Atmosféricos; Neutrofilo; Linfdcito.
KEYWORDS: Obesity; Air Pollutants; Neutrophil; Lymphocyte.
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