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Introducéo

A obesidade é uma doenca cronica com crescente abrangéncia na populagdo mundial (PAULI et al.,
2011). Trata-se da expansdo excessiva do tecido adiposo, que além de ser um aumento de depoésito
energeético, ainda secreta adipocinas inflamatérias que atuam na regulacdo do apetite, sensibilidade
a insulina, pressdo arterial e metabolismo de lipideos (URTADO et al., 2008, GUYTON; HALL,
2011).

Na condicdo de obesidade ha um aumento na secre¢do destas adipocinas culminando num quadro
inflamatorio de baixo grau e de estresse oxidativo (EO). O EO ocorre em condi¢es nas quais 0s
fatores antioxidantes do organismo sdo incapazes de neutralizar os pré-oxidantes, de origem
enddgena ou exdgena. Com isso, a obesidade pode comprometer os tecidos cardiopulmonares
(PRADO et al., 2009) e culminar no desenvolvimento de doencas crbnicas degenerativas
(URTADO et al., 2008).

As consequéncias da obesidade podem ainda ser agravadas pela exposicdo a poluicdo atmosfeérica,
reconhecidamente indutora de EO. Dentre os poluentes atmosféricos, destaca-se o Residual Oil Fly-
Ash (ROFA) decorrente da queima de combustiveis fosseis e rico em metais pesados (GHIO et al.,
2002). O ROFA é considerado um tipo de material particulado que, por apresentar didmetro
reduzido, pode ser facilmente absorvido e afetar o trato respiratorio através do EO e de processos
inflamatdrios (GHIO et al., 2002).

Uma das medidas recomendadas para reduzir as complicacdes da obesidade € o exercicio fisico (JI,
2002). A realizagdo cronica de exercicio fisico reduz a suscetibilidade dos tecidos aos danos
causados pelos fatores pro-oxidantes. Outros beneficios residem na elevacdo do gasto calorico e
reducdo da adiposidade promovida pelo exercicio. Isso se deve a capacidade térmica do exercicio
(durante e apds a realizagdo) e ao aumento da taxa metabolica basal do individuo mediante o
aumento da massa magra e, consequentemente, a0 aumento na quantidade energética necessaria
para manté-la (GUYTON; HALL, 2011).
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No entanto, nada se sabe sobre a a¢do do exercicio fisico moderado sobre individuos ja suscetiveis,
pela obesidade decorrente do elevado consumo de dieta hiperlipidica (DHL) e pela exposicdo ao
ROFA. O presente trabalho visa avaliar possiveis alteracbes no equilibrio redox em animais
submetidos a associacdo entre essas trés intervencdes, DHL, ROFA e treinamento fisico moderado.

Metodologia

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UNIJUI (NO 0.11/2013).
Animais: Foram utilizados 65 camundongos fémeas B6129SF2/J com trés meses de idade. Os
animais foram mantidos durante todo o periodo experimental no Biotério da Unijui em caixas
semimetabolicas, com temperatura ambiente controlada (22+2°C), umidade relativa de 50-60% e
ciclo claro-escuro de 12 horas. Todos os animais receberam &gua a vontade (ad libitum).
Delineamento experimental: Os animais foram inicialmente divididos em quatro grupos: Controle
(C), Rofa (R), Dieta (D) e Dieta+Rofa (DR). Os animais pertencentes aos grupos C e R receberam
racdo padrdo para animais de laboratério (Nuvilab CR-1), obtidas comercialmente de Nuvital
Nutrientes SA., com energia metabolizéavel total de 16.6 MJ/kg, sendo 11.4 % de gordura, 62.8% de
carboidratos e 25.8% de proteinas e consistindo de proteina bruta, matéria mineral e fibrosa. Os
animais dos grupos D e DR receberam dieta hiperlipidica a base de banha de porco, com energia
metabolizavel total de 22,8 MJ/kg, sendo de 58,3% de gorduras, 24,5% de carboidratos e 17,2% de
proteinas (WINZELL; AHREN, 2004).

No mesmo periodo, os animais receberam diariamente instilacdo intranasal de 10 pL de solucdo
fisiologica (C e D) ou 10 pL de ROFA (dose de 20 pug/10uL) (R e DR). O ROFA foi obtido através
de particulas retiradas de um precipitador eletrostatico instalado em uma das chaminés de uma
fabrica de aco de grandes dimensdes localizado na cidade de Sdo Paulo. Sua constituicdo é Fe
1058,9 + 2,37 pug g-1; Rb 719,7 + 1,0 ug g-1; Zn 491,9 + 3,1 ug g-1; As 154,4 + 0,8 ug g-1; Cr
107,7+ 1,4 uyg 9-1; V 35 + 4 ug g-1, Ce 16,3 + 0,3 pg g-1; La 10,3 + 0,1 pg g-1; Co 9,9 + 0,25 ug
g-1; Mn 3,8 + 24 ug g-1; Sb 2,2 + 0,9 ug g-1; Br 1,5 + 19 ug g-1 (média + desvio padrdo), sendo
que as particulas apresentam didmetro aerodindmico médio de 1,2 + 2,24 um. O poluente foi
administrado por meio de instilacdo intranasal com utilizacdo de micropipeta automatica,
utilizando-se do reflexo de apneia (MEDEIROS et al, 2004).

Na 132 semana, os grupos C, R, D e DR foram subdivididos em oito grupos: Controle (C), Treinado
(T), Rofa (R), Treinado-Rofa (TR), Dieta (D), Dieta-Treinado (DT), Dieta-Rofa (DR) e Dieta-
Treinado-Rofa (DTR). Os animais pertencentes aos grupos T, DT, TR e DTR foram adaptados a
natacdo ao longo de 10 minutos, sem adicdo de carga, por trés dias, na agua a 30°C, numa
profundidade de 20 cm. Nas seis semanas subsequentes eles realizaram treinamento de intensidade
moderada, iniciando na primeira semana com 4% de carga e 20 min de treinamento. Na segunda
semana foi acrescido 1% de carga e manteve-se 0 tempo. Nas quatro semanas subsequentes a
duracdo do exercicio foi aumentada em 10 minutos a cada semana, alcangando 60 minutos na sexta
semana e mantendo a carga de 5%. Os animais ndo treinados (C, D, R, DR) foram submetidos ao
mesmo manuseio, permanecendo no tanque com agua a 30°C na profundidade de 2 cm.

Durante essas seis semanas a instilacdo de ROFA e o consumo de DHL foram mantidos, totalizando
19 semanas com estas intervengdes e apenas seis de exercicio moderado.

Ao fim destas 19 semanas, os animais foram mortos por decapitacdo e os tecidos (pulméo e
coragdo) coletados. Eles foram congelados em nitrogénio liquido e mantidos em freezer a -20°C.
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Posteriormente, foram homogeneizados em tampédo fosfato de potassio (KPi, pH 7,4) contendo
inibidor de protease (PMSF) para realizacdo das analises bioguimicas.

Anédlises bioquimicas: A lipoperoxidacdo, que compreende o dano oxidativo lipidico, foi avaliada
conforme o método de TBARS, a 535 nm (BUEGE; AUST, 1978). As enzimas antioxidantes
também foram avaliadas, sendo que a atividade da superdxido dismutase (SOD) foi determinada a
partir da inibicdo da autoxidacdo do pirogalol a 420nm (MARKLUND; MARKLUND, 1974) e a
atividade da catalase (CAT) a partir da decomposicao de perdxido de hidrogénio (H202) a 240 nm
(AEBI, 1984). Todas estas analises tiveram a dosagem de proteinas como padrdo, a qual foi
avaliada segundo o método espectrofotométrico de Bradford (1976) a 595 nm.

Estatistica: A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via, seguido pelo teste post-hoc
de Tukey. Para nivel de significancia estatistica foi considerado P<0,05.

Resultados e discusséo
Apbs o periodo experimental de 19 semanas foram observadas importantes alteracdes nos tecidos
cardiopulmonares promovidas pelas intervenc¢des, DHL, ROFA e treinamento aerébio moderado.
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Figura 1: Avaliagdo de parametros relacionados ao estresse oxidativo tecidual do pulm&do em camundongos apds 19
semanas de dieta hiperlipidica e exposi¢do ao ROFA, acompanhadas a partir da 132 semana, de treinamento fisico
moderado. Concentragdes de MDA (A), atividade enzimatica das enzimas SOD (B) e CAT (C), razdo SOD/CAT (D).
Os valores foram expressos em média + DP, relativo ao grupo Controle. Analise estatistica por Anova de uma via,
seguida do teste post hoc de Tukey. A) P=0,4351. B) P=0,3540. C) P=0,3599. D) P=0,6699.

0
=z
L 2 ]

<i
it=
S,



[T

SALAO DO UNIJUiZOIé”ﬁ’c.).
CONHECIMENTO =*

Modalidade do trabalho: Relatério técnico-cientifico
Evento: XXIV Seminario de Iniciacdo Cientifica
T
09, 2 —— 01518
s >
& 40175 )
E, L a0.10+
E 30 g
g 20 8
"._! g0.05'
2 101
0 C T R TR D DT DR DR

C T R TR D DF DRDR

“1c 0.15,0
I . i
o 9 0.104
£ 3
[ 4 w
3 2
] N 0.054
[+4
C T R TR D DT DR DIR 0.00-

C T R TR D DI DR DR

Figura 2: Avaliacdo de parametros relacionados ao estresse oxidativo tecidual do coragcdo em camundongos apds 19
semanas de dieta hiperlipidica e exposi¢do ao ROFA, acompanhadas a partir da 132 semana, de treinamento fisico
moderado. Concentragdes de MDA (A), atividade enzimatica das enzimas SOD (B) e CAT (C), razdo SOD/CAT (D).
Os valores foram expressos em média + DP, relativo ao grupo Controle. Analise estatistica por Anova de uma via,
seguida do teste post hoc de Tukey. A) *P<0,01 vs C. 1 P<0,01 vs D. B) *P<0,01 vs D. C) *P<0,01 vs D. D) *P<0,05
vs D.

O tecido pulmonar ndo se mostrou responsivo as intervencdes, pois ndo apresentou diferencas na
lipoperoxidacdo entre os grupos (Figura 1-A), tampouco na atividade das enzimas antioxidantes
SOD (Figura 1-B), CAT (Figura 1-C) e na razdo entre elas (Figura 1-D). O tecido cardiaco, por sua
vez, foi responsivo ao ROFA, a DHL e ao treinamento. A dieta (D) reduziu a lipoperoxidacéo
(Figura 2-A) e a atividade das enzimas antioxidantes SOD (Figura 2-B) e CAT (Figura 2-C) no
tecido cardiaco, o que pode ter ocorrido devido a reducdo da taxa metabdlica basal pela obesidade
em periodos experimentais longos (19 semanas). A obesidade, aqui induzida pela DHL, leva
inicialmente ao aumento da taxa metabdlica basal em decorréncia do aumento da musculatura para
suportar mais peso. Porém, em um tempo experimental maior, leva a reducdo da taxa metabolica
basal e da eficiéncia dos tecidos ativos (FRANCISCHI et al., 2012).

A instilacdo do ROFA (R) isolada e somada ao treinamento moderado (TR) levaram a uma maior
lipoperoxidacdo em comparagdo aos animais que receberam apenas a DHL (D) (Figura 2-A). Este
resultado aponta para os possiveis danos de realizar atividades fisicas ao ar livre em locais cuja
qualidade do ar ndo ¢ adequada, mesmo que ainda ndo seja considerada ‘alerta’ por Orgaos
reguladores da satde publica e ambiental (MMA, 2015).
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Os maiores valores de lipoperoxidagdo encontrados nos animais que receberam ROFA (R e TR)
(Figura 2-A) apontam para o seu potencial na inducao do estresse oxidativo, em decorréncia da sua
composicdo rica em metais pesados, incluindo ferro, vanadio e niquel, os quais, de acordo com
Ghio et al. (2002), podem estar induzindo a formacao de espécies reativas atraves das reacdes de
Fenton.

O treinamento moderado (T) isolado levou a um aumento da atividade da CAT no tecido cardiaco
em relagdo ao grupo que recebeu apenas DHL (D) (Figura 2-C), apontando para o seu potencial na
reducdo e/ou reversdo das complicacdes decorrentes da obesidade, neste estudo induzida pela DHL.
Isto se d& pela adaptacdo do individuo ao dano oxidativo, através da inducdo da superproducéo de
espécies oxidantes e a estimulacdo dos mecanismos celulares antioxidantes (BALDISSERA;
CRUZAT, 2014).

O ROFA isolado (R), por sua vez, mesmo tendo levado a uma maior lipoperoxidacdo, resultou
numa maior atividade da CAT quando comparado aos animais obesos (D) (Figura 2-C), mostrando
que, na dose avaliada, mesmo sendo prejudicial, qguando ndo acompanhado de outro fator de risco
ou predisposicdo, o organismo consegue se defender dos danos oxidativos decorrentes deste
poluente, através do aumento das enzimas antioxidantes.

A associagéo entre treinamento moderado e ROFA levou a uma atividade maior da SOD em relagéo
aqueles que receberam apenas DHL (Figura 2-B). No entanto, quando analisada as duas enzimas
antioxidantes (SOD/CAT) simultaneamente, o treinamento moderado somado a instilacéo diaria de
ROFA levou a uma maior razdo entre estas duas enzimas quando comparados ao grupo que recebeu
apenas DHL (Figura 2-D). Deste modo, considerando que a acdo de uma enzima é complementar a
outra, este desequilibrio leva a uma superproducdo de H202 (GARCEZ et al.,, 2004). Essa
superproducdo esta levando, como fica evidente nos niveis de MDA observados, a um quadro de
estresse oxidativo.

Conclusao

Ao fim deste trabalho, destaca-se a instilagdo do ROFA como indutora do estresse oxidativo.
Também se aponta para o beneficio do treinamento moderado para a satde, uma vez que levou a
um aumento nas enzimas antioxidantes (CAT). Assim, em conjunto, os dados indicam que a
exposicdo a poluentes altera o equilibrio redox cardiaco, reforcando a necessidade das
recomendacdes de realizacdo de exercicio fisico em locais com condicfes de ar adequadas.

Palavras-chave: obesidade; polui¢do atmosférica; treinamento moderado; estresse oxidativo.
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