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RESUMO

CAVALIERI, Isabella Cattani Pinto. Efeitos da exposi¢cdo aguda ao material
particulado proveniente da queima de combustivel diesel e biodiesel dos 6nibus da
cidade do Rio de Janeiro em pulmé&o de camundongos. 2017. 57 f. Dissertacao
(Mestrado em Biologia Humana e Experimental) — Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Uma das principais formas de poluicdo atmosférica nos centros urbanos do
Brasil provém da combustéo de diesel dos motores de dnibus e caminhdes. O diesel
no Brasil € composto por combustivel diesel e biodiesel (BS) com o objetivo de
reduzir a poluicdo do ar. Assim, nosso objetivo foi investigar o efeito da exposi¢céo ao
material particulado BS proveniente da queima de combustivel do transporte publico
da cidade do Rio de Janeiro em pulmbes de camundongos. O material particulado
BS foi coletado dos canos de descarga dos 6nibus da frota do transporte publico da
cidade do Rio de Janeiro e foi dissolvido em uma mistura de solucdo salina e
dimetilsulféxido. Camundongos fémeas C57BL/6 foram tratados com 250 ug ou 1000
Mg de material particulado BS e o animais controle com veiculo por instilagdo
intranasal ao longo de cinco dias consecutivos. No 6° dia, 10 animais por grupo
foram sacrificados, os pulmdes e lavado broncoalveolar foram coletados. Dez
animais por grupo foram reservados apenas para a analise da mecanica pulmonar.
Foi demonstrado que o material particulado BS foi capaz de penetrar no parénquima
pulmonar dos grupos BS 250 uyg e BS 1000 ug. Além disso, o aglomerado de
particulas BS no parénquima pulmonar foi maior nos grupos BS 250 ug e BS 1000
Mg do que nos camundongos controle. A instilagdo do material particulado BS
aumentou a elasticidade estatica (Est) e a pressado resistiva pulmonar (AP1) nos
grupos BS 250 ug e BS 1000 pg quando comparado ao grupo controle. O nimero de
macréfagos e os niveis proteicos de proteina do fator de necrose tumoral-a (TNF-a)
também estavam aumentados nos pulmd&es dos grupos BS 250 e 100 pg. O material
particulado BS aumentou a producao de espécies reativas de oxigénio e os niveis de
malondialdeido nos grupos tratados quando comparado ao grupo controle. A
expressao proteica da glutamato cisteina ligase subunidade modificada foi menor no
grupo BS 250 pg do que no grupo controle. A expressao proteica do fator nuclear
relacionado a eritréide 2 (Nrf2), e do fator nuclear kappa B (NF-kB) e da enzima
heme oxigenase-1 (HO-1) foi maior no grupo BS 250 ug, mas menor no grupo BS
1000 pg, quando comparado ao grupo controle. Em concluséo, a instilacdo do
material particulado BS promove a resposta inflamatéria e o dano oxidativo no
pulmé&o de camundongos ativando as vias Nrf2/HO-1 e NF-kB/TNF-a.

Palavras-chave: Poluicdo do ar. Mistura de diesel/biodiesel. Inflamag&o. Dano

oxidativo. Pulm&o. Camundongos.



ABSTRACT

CAVALIERI, Isabella Cattani Pinto. Effects of acute exposure to particulate matter
from burning diesel fuel and biodiesel from the buses of the city of Rio de Janeiro in
mice lungs. 2017. 57 f. Dissertacao (Mestrado em Biologia Humana e Experimental)
— Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

One of the main forms of air pollution in urban centers of Brazil comes from
diesel combustion from bus and truck engines. Diesel in Brazil is composed of diesel
fuel and biodiesel (BS) with the aim of reducing air pollution. Thus, our aim was to
investigate the effect of BS particulate matter exposure from fuel burning by public
transport of Rio de Janeiro City in mice lung. BS particulate matter was collected
from the exhaust pipes of buses from the public transportation fleet of Rio de Janeiro
City and dissolved in saline/dimethyl sulfoxide. Female C57BL/6 mice were treated
with 250 pg or 1000 pg of BS particulate matter and the control group with vehicle by
intranasal instillation along five consecutive days. After sixth day, 10 animals per
group were euthanized and the lungs and broncoalveolar lavage were collected. Ten
animals were separated only for pulmonary mechanic analysis. We demonstrated
that BS particulate matter was able to penetrate into the lung in the BS 250 ug and
BS 1000 pg groups. In addition, the agglomerate of BS particulate matter in
pulmonary parenchyma was higher in the BS 250 pg and BS 1000 pg groups than in
the control group. The instillation of BS particulate matter increased the static
elastance (Est) and lung resistive pressure (AP1) in BS 250 ug and BS 1000 ug
groups when compared to control group. Furthermore, the macrophage number and
protein levels of tumor necrosis factor-a (TNF-a) were also increased in lung of the
BS 250 and 1000 ug group when compared to control group. The BS particulate
matter enhanced reactive oxygen species synthesis and the malondialdehyde levels
in both treated groups when compared to control group. The expression of glutamate
cysteine ligase modifier subunit was lower in the BS 250 pg group than in the control
group. The protein expression of nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2),
nuclear factor kappa B (NF-kB) and heme oxygenase-1 (HO-1) enzyme was higher in
BS 250 ug group, but lower in BS 1000 pg group, than in control group. In
conclusion, the BS particulate matter instillation promotes inflammatory response and
oxidative damage in mice lung activating Nrf2/HO-1 and NF-kB/TNF-a pathways.

Keywords: Air pollution. Diesel/biodiesel mixture. Inflammation. Oxidative damage.
Lung. Mice.



Figura 1

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

LISTA DE FIGURAS

Representacdo da montagem experimental para mecanica
[0 TU 1[40 = PRSP
Andlise macroscopica e microscopica do pulmdo de
camundongos expostos com o material particulado BS .............
Avaliacdo microscopica e bioquimica da resposta inflamatoria
do pulméo de camundongos expostos ao veiculo e ao material
particulado BS ...
Avaliacdo das enzimas antioxidantes e das subunidades da
glutamato cisteina ligase (GCL) em pulmdo de camundongos
expostos ao veiculo e ao material particulado BS ......................
Avaliacdo do dano oxidativo em pulmédo de camundongos
expostos ao veiculo e ao material particulado BS.......................
Via do fator nuclear relacionado a eritréide 2 (Nrf2) e do fator
nuclear kappa b (NF-kB) em pulmao de camundongos controle

e de camundongos expostos ao material particulado BS............

27

35

38

40

42



Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

LISTA DE TABELAS

Padrdes nacionais de qualidade do ar estabelecidos pela
Resolucdo CONAMA 03/1990 ....ccoeeeiieeeeeeieeeeeer e 16
Conteudo de hidrocarbonetos arométicos policiclicos do
material particulado BS ... 36
MeCANICA reSPIratONIA .......evveeeeeeeiiiiiiee et 37



AE
AP
AP1
AP2
ANOVA
BS
CEUA
CO
CO,
CONAMA
DP
Edyn
ERN
ERO
Est
GCLC
GCLM
GPx
HE
HO-1
IFN-y
KPE
IL
iINOS
MMPs
MPO
NBT
NF-kB
NO;
Nrf2

LISTA DE ABREVIATURAS

Componente viscoelastico da elastancia
Variagéo da presséo

Pressao resistiva pulmonar

Presséao viscoelastico/inomogénio
Andlise de variancia

Combustivel diesel e biodiesel

Comité de Etica no Uso de Animais
Monoxido de carbono

Dioxido de carbono

Conselho Nacional do Meio Ambiente
Desvio padrao

Elastancia dinamica

Espécie reativa de nitrogénio

Espécie reativa de oxigénio

Elastancia estatica

Glutamato cisteina ligase subunidade catalitica
Glutamato cisteina ligase subunidade modificada
Glutationa peroxidase

Hematoxilina e eosina

Heme oxigenase-1

Interferon-y

Tampao fosfato de potassio

Interleucina

Oxido nitrico sintase induzivel
Metaloproteinases da matriz
Mieloperoxidase

Nitrotetrazalium

Fator nuclear kappa B

Dioxido de nitrogénio

Fator nuclear relacionado a eritroide 2



O3 Ozbnio

PBS Tampéo salina fosfato

Pel Presséao de retracao elastica do pulméao
Pi Ponto de inflex&do

PL Presséo transpulmonar

PM Material particulado

Ptr Presséo traqueal

SO, Dioxido de enxofre

SOD Superoéxido dismutase

TNF-a Fator de necrose tumoral

\A Fluxo aéreo

VT Volume corrente



4.1
4.2

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5
5.6
5.7
5.8
5.9
5.10
5.11
5.12
5.13
5.14
5.15
5.16

6.1

6.2
6.3

SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt 14
POLUIGAO ATMOSFERICA ..ottt 15
Poluicdo através da queima do combustivel diesel ............cccoc..... 17
VIA DO FATOR NUCLEAR KAPPA B (NF-KB)......ccooiiiiiiiiiiiieeeeeen, 19
VIA DO FATOR NUCLEAR RELACIONADO A ERITROIDE 2 (Nrf2). 20
OBUJETIVOS. ..ottt e e e et e e e e e e snnnneas 21
(1= - | DT PPPPPPPPRRRRRR 21
ESPECITICOS i 21
MATERIAL E METODOS........ccitiiieiietcieisiee ettt 22
F N 0111 =V TP PPPPPPPPPPPR 22
Coleta do material particulado BS e preparacao da solucéo.......... 22

Andélise do tamanho e da composicdo do material particulado BS 23

Desenho experimental ... 23
MeCANICA PUIMONAC ......uiiiiii e 23
Lavado broncoalVeolar ... 28
Homogeneizado tecidual..........ccueeveiiiiiiiiii 28
ANAlIISE MICTOSCOPICA. . euiieeiiiiiiiiiee et e e e e e e e e 28
Imunofluorescéncia contra Nrf2 @ NF-KB..............coooeiiiiiiiiiiiinnee, 29
Dosagem das espécies reativas de oxigénio (EROS) ........ccceeee..... 29
DOSAGEM A€ NITITO .uvveiiiiiiiiiiiiie e 30
Dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbitarico ............ 30
Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)........ccccoeeveeiiennnin. 31
WESTEIN DIOT. .o 31
WA | g aToTo ] ¢= 1 - VPP PPPPPRPRPRRPPR 32
ANAlISE ESTAtISTICA...cceiii i e e e 33
RESULTADOS ..ottt a e e e e e e e e s s 34
Composicao e distribuicdo do material particulado BS no

PUIM&E0 de CamMUNAONGO ...ooevvviiiiiiiiiee e 34
Avaliacdo da mecanica pulmonar ........ccccccoiiiiiiiiiiiiiiiiie e 37

A instilagdo do material particulado BS elevou a sintese de TNF-

a e o influxo de macréfagos no pulmao de camundongos............. 37



6.4

6.5

6.6

A instilacdo do material particulado BS reduziu os niveis
proteicos de GCLM no pulm&o de camundongos........ccccceeeeeeeneennnn.
A instilacdo do material particulado BS elevou a producao de
EROs, os niveis de peroxinitrito e a peroxidacdo lipidica no
PUIME0 de CaMUNAONGOS.....oiiiiiiiiiieieeiiee e
Efeito da instilagdo do material particulado BS sob as vias do
Nrf2 e NF-kB no pulmao de camundongos..................cccceeeeeeevennen.
DISCUSSAOD. .....ocuiiiiiieiiintsieteeeteieieie ettt eeae e s eesseeens
CONCLUSAD. ...ttt
REFERENCIAS. ..ottt
ANEXO A - Aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais...........

ANEXO B - Comprovacéao de submissao do artigo cientifico...............

39

41



14

INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, a poluicdo atmosférica é
uma das grandes causas de efeitos adversos a saude, levando a doencas
cardiovasculares, respiratérias e ao cancer (Krzyzanowski et al., 2005). Devido ao
impacto causado a saude, estima-se que em 2012, 7 milhdes de mortes no mundo
foram causadas pela poluicdo atmosférica (Krzyzanowski et al., 2005).

O material particulado produzido através da combustdo de diesel € composto
principalmente por metais e por hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, sendo estes
compostos altamente tdéxicos para o sistema respiratério. Em modelos animais, a
exposicao aguda a particulas de diesel aumenta o niumero de células inflamatoérias
no lavado broncoalveolar e a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como fator
tumoral de necrose (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-1f (IL-18) no pulméao
(Nemmar et al., 2012; Yanamala et al., 2013). Além da inducdo da resposta
inflamatoria, ha a inducédo do estresse oxidativo, observado através do aumento dos
niveis das espécies reativas de oxigénio (EROs) em pulmdo de camundongos
expostos as particulas de diesel e a poluentes atmosféricos (Chan et al., 2013;
Nemmar et al.,, 2015). Foi demonstrado que atividade das enzimas superéxido
dismutase (SOD) e catalase, que sdo essenciais para o0 processo de defesa
antioxidante, aumentam em pulmao de ratos expostos a particulas da poluicdo
atmosférica (Gurgueira et al., 2002).

A cidade do Rio de Janeiro possui a segunda maior concentracao de
pessoas, veiculos e industrias no Brasil, além disso, ha altos niveis de poluicdo do
ar. Para reduzir a emissao de poluentes atmosféricos, principalmente em 6nibus e
caminhdes, houve a adicdo de 7% de biodiesel no combustivel diesel comercial,
gerando o combustivel diesel e biodiesel (BS) (Brasil, 2014). Portanto, nenhum
estudo demonstrou o efeito da exposicdo em pulmdo ao material particulado BS
obtido através do cano de descarga de 6nibus. Assim, 0 objetivo deste estudo foi
investigar os efeitos da exposicédo aguda a particulas de biodiesel/diesel proveniente
da queima de combustivel dos 6nibus da cidade do Rio de Janeiro em pulméo de

camundongos.



15

1 POLUICAO ATMOSFERICA

O aumento da poluicdo atmosférica esta relacionado ao desenvolvimento
econdmico, urbanizagdo, consumo de energia e transporte (Who, 2006). As pessoas
estdo constantemente suscetiveis a exposicdo a poluicdo atmosférica,
principalmente as que vivem em grandes centros urbanos, onde sdo encontradas
maiores fontes de poluidores atmosféricos. A problematica da poluicdo atmosférica
ocorre devido a diversidade de fontes de emissao de poluentes. As principais fontes
de emissado de poluentes séo industrias e veiculos automotores (Braga et al., 2001).
Sendo que os principais poluentes responsaveis pela poluicdo do ar sdo: o material
particulado (PM), o diéxido de enxofre (SO,), dioxido de nitrogénio (NO;), ozbnio
(O3), mondxido de carbono (CO) e diéxido de carbono (CO;) (Who, 2006; Chen e
Kan, 2008). Além dos compostos conhecidos e monitorados, ha outros compostos
gue ndo sdo monitorados no ar, podendo dessa maneira ser um fator preocupante
para a poluicdo atmosférica (Pereira et al., 2005).

Devido a necessidade de se controlar a emissao de poluentes na atmosfera,
foram estabelecidos no Brasil os padrdes de qualidade do ar através da Resolucéo
do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) 03/1990 (Conama, 1990). A
resolucdo indica os limites das concentracfes encontradas no ar, sendo definido
como padrdo primario o limite maximo para a concentracdo de um determinado
composto (Tabela 1). Caso a concentracdo do composto encontrada no ar seja
ultrapassada do padréo primario havera possivelmente danos a saude.
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Tabela 1 - Padrbes nacionais de qualidade do ar estabelecidos pela Resolugéo

CONAMA 03/1990
Poluentes Padrdes Primarios Tempo
Particulas Totais em 240 pg/m® 24 horas*
Suspenséao 80 pg/m?® Média geométrica anual
Particulas Inalaveis 150 pg/m?® 24 horas*
50 pg/m?® Média aritmética anual
Dioxido de Enxofre 365 pg/m? 24 horas*
80 pg/m?® Média aritmética anual
Monéxido de Carbono 40.000 pg/m?® (35 ppm) 1 hora*
10.000 pg/m® (9ppm) 8 horas*
Dioxido de Nitrogénio 320 pg/m?® 1 hora
100 pg/m?® Média aritmética anual
Oz6nio 160 pg/m?® 1 hora*

Legenda: *N&ao deve ser excedido mais que uma vez ao ano.
Fonte: Resolucdo CONAMA 03/1990 (Conama, 1990).

Além da constante liberacdo de poluentes atmosféricos, o fator meteorologico
possui um importante papel na dispersdo desses poluentes. O fenémeno de
inversao térmica pode ser considerado como um agravante para a qualidade do ar
(Braga et al., 2001; Epa, 2003). Uma vez que durante esse fenbmeno ha uma
presenca de ar frio acima da superficie que impede com que o ar mais quente
proximo ao solo se movimente (Braga et al., 2001), devido a isso, a inversdo térmica
dificulta a dispersao das particulas presentes abaixo dessa camada de ar frio (Braga
et al., 2001; Epa, 2003).

As caracteristicas do PM podem variar de acordo com as suas fontes de
emissao, possuindo uma influéncia direta no seu tamanho e sua composi¢éo, sendo
a classificacdo do PM feita de acordo com seu tamanho aerodindmico (Guarieiro e
Guarieiro, 2013). As particulas totais em suspensdo sao aquelas que apresentam
caracteristicas de tamanho igual ou inferior a 100 um (Braga et al., 2001; Guarieiro e
Guarieiro, 2013). As particulas menores ou iguais a 10 pum (PMjo) sdo consideradas

particulas inalaveis (Braga et al., 2001; Guarieiro e Guarieiro, 2013). Dentro das
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particulas inalaveis ha a classificacdo das particulas menores, como as particulas
grossas (PM 1p.25) que possuem tamanho aerodinamico entre 10 e 2,5 pum (Braga et
al., 2001; Guarieiro e Guarieiro, 2013). Ja as particulas finas (PM ,s5) sédo
caracterizadas como menores do que 2,5 um e as ultrafinas (PM 1) sédo
consideradas menores do que 0,1 um (Braga et al.,, 2001; Guarieiro e Guarieiro,
2013). A capacidade de penetrar através do sistema respiratério esta diretamente
relacionada ao seu tamanho aerodinamico (Braga et al., 2001; Epa, 2010; Guarieiro
e Guarieiro, 2013). Particulas com o tamanho menor do que 10 um (PM 10) séo
capazes de penetrar nas vias aéreas superiores do sistema respiratério (Braga et al.,
2001; Guarieiro e Guarieiro, 2013). Em contra partida, particulas finas (PM ,5) séo
depositadas nas vias aéreas superiores e as particulas ultrafinas (PM (1) possuem a
capacidade de alcancar as regides alveolares do pulmdo (Braga et al., 2001;
Guarieiro e Guarieiro, 2013).

A poluicdo atmosférica pode causar graves alteracdes no parénquima
pulmonar. Um estudo in vitro com exposicao de material particulado em diferentes
linhagens de células pulmonares epiteliais humanas (BEAS-2B e A549), observou
uma elevacdo da sintese da interleucina-8 (IL-8), que é indicada como um
importante fator quimiotatico para neutréfilo (Gualtieri et al., 2010). Um recente
estudo demonstrou que células expostas ao PM , s aumentaram a expressao génica
da heme oxigenase-1 (HO-1), do éxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e do TNF-a.
Nesse mesmo estudo, porém, com a exposicdo do PM ,s em camundongos, foi
observado o aumento de macréfagos no lavado broncoalveolar. Entretanto, ndo foi
visto diferenca na expressédo do TNF-a no lavado broncoalveolar de camundongos
(He et al., 2016).

1.1 Poluicéo através da queima do combustivel diesel

A cidade do Rio de Janeiro possui a segunda maior concentracdo de veiculos
e industrias no Brasil, possuindo a maior emisséao de poluicdo do pais (Cabral Filho
e Ramos, 2013). Os principais compostos que sao toxicos para 0 sistema
respiratorio encontrados nas particulas provenientes da queima do diesel séo

metais, como cadmio, cromo, cobre e ferro e os hidrocarbonetos policiclicos
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aromaticos como benzo [a] antraceno, benzo [a] pireno e benzo [b] fluoranteno (Laks
et al., 2008). Sendo assim, como estratégia para a reducdo da emisséo de poluentes
atmosféricos causados pelos veiculos foi implementada no Brasil a adicdo de 7% de
biodiesel em combustiveis diesel (Brasil, 2014), devido ao fato de que a queima de
biodiesel em veiculos possa talvez reduzir a producdo de particulas finas e
poluentes gasosos.

Um estudo em camundongos demonstrou que uma unica exposicdo a
particulas de diesel aumenta a expressdo de mediadores inflamatérios como TNF-a
e IL-6 em camundongo (Sunil et al., 2009). Outro estudo, porém in vitro, observou
que diferentes concentracdes de particulas de diesel foram capazes de aumentar a
sintese das EROs em células epiteliais alveolares do tipo Il (Patel et al., 2011). Além
destas alteracdes, outros estudos também observaram que a instilacéo intranasal de
particulas de diesel em camundongos eleva os niveis de malondialdeido, que € um
marcador de peroxidacdo lipidica (Nemmar et al., 2012). Um recente estudo
demonstrou que a instilacdo das particulas de diesel foi capaz de induzir a resposta
inflamatoria indicada pelo aumento de macrofagos e neutréfilos em lavado
broncoalveolar de camundongos (Larcombe et al., 2014). Porém, quando os animais
foram expostos a inalacdo das particulas de diesel, ndo foi observado o aumento da

resposta inflamatdria (Larcombe et al., 2014).
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2 VIA DO FATOR NUCLEAR KAPPA B (NF-kB)

O fator nuclear kappa B (NF-kB) é um heterodimero que consiste
principalmente em duas subunidades, a p65 e p50, sendo ele diretamente
relacionado a resposta inflamatoria (Barnes e Karin, 1997). Quando nédo ativado, o
NF-kB esta presente no citoplasma associado a uma proteina inibitéria chamada de
IkB, que impede a translocacdo do NF-kB para o nucleo (Lawrence, 2009). Quando
as células séo estimuladas pelo estresse oxidativo ou pela inflamacao, o IkB sofre
fosforilacdo e degradacédo, permitindo a passagem do NF-kB para o nucleo celular
(Lawrence, 2009). Alguns estimulos permitem a ativacdo e consequentemente a
liberacéo e translocacdo do NF-kB, dentre eles estéo, citocinas como TNF-a e IL-1f3,
oxidantes (peréxido de hidrogénio) e lipopolissacarideos (Barnes e Karin, 1997).
ApOs a translocagdo para o nucleo, o NF-kB se liga a regides promotoras
especificas dos genes inflamatérios participando da transcricAo para posterior
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1B8 e IL-6), quimiocinas (IL-8),
enzima inflamatéria (iNOS), moléculas de adesdo e receptores (Barnes e Karin,
1997).

Estudos tém demonstrado o aumento da resposta inflamatoria, caracterizado
pelo aumento do nimero de células polimorfonucleares e macréfagos, no pulméao de
camundongos expostos a poluentes atmosféricos (Laks et al., 2008; Nemmar et al.,
2012; Carvalho et al., 2014). A exposicdo de camundongos a poluentes atmosféricos
também eleva os niveis de interferon-y (IFN-y) e de IL-6 no lavado broncoalveolar e
da expressao do TNF-a e da IL-6 no pulmdo de camundongos (Laks et al., 2008;
Sunil et al., 2009; Yoshizaki et al., 2015). Além disso, a exposicdo de células
epiteliais bronquicas humanas ao material particulado do diesel promoveu a
translocacdo nuclear do NF-kB apds 6 horas da exposigdo, por um efeito dose e
tempo dependente (Dagher et al., 2007). Outro estudo também observou que células
epiteliais bronquicas humanas expostas a material particulado apresentavam um
aumento na expressao do IkB fosforilado apds 24 horas de incubacdo (Watterson et
al., 2012).
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3 RESPOSTA ANTIOXIDANTE ATRAVES DA VIA DO FATOR NUCLEAR
RELACIONADO A ERITROIDE 2 (Nrf2)

A poluicdo atmosférica também pode desencadear um dano tecidual
associado ao estresse oxidativo (Nemmar et al., 2015). O estresse oxidativo ocorre
quando had um desequilibrio oxirreducdo, que € caracterizado como desequilibrio
entre a producdo e liberacdo de oxidantes e também dos antioxidantes (Avery,
2011). Sendo que os antioxidantes possuem um papel essencial na defesa do
sistema bioldégico contra os oxidantes (Avery, 2011). Uma via de extrema
importancia para o sistema de defesa antioxidante € a via do Nrf2 (Blake et al.,
2010). A ativacdo da via do Nrf2 é iniciada a partir de um estimulo, como por
exemplo, o estresse oxidativo (Blake et al., 2010). Dessa maneira, 0 Nrf2 que esta
acoplado ao seu repressor denominado como Keap-1, € translocado para o nucleo e
participara da transcricdo e liberacdo de proteinas, como: HO-1, SOD-1, NAD(P)H
quinona oxirredutase 1, glutamato cisteina ligase catalitica (GCLC), glutamato
cisteina ligase modificada (GCLM), glutationa S transferase, que participam da
defesa antioxidante e restauracdo do sistema oxirreducdo da célula (Kensler et al.,
2007).

Um estudo demonstrou que a exposicdo de macrofagos humanos a particulas
provenientes da queima de uma mistura com etileno, oxigénio e argdnio foi capaz de
aumentar a ativacdo do Nrf2 de maneira dose-dependente e elevar a expressdo da
HO-1 (Chan et al., 2013). Nesse mesmo estudo foi visto que a exposi¢ao de ratos a
particulas por 6 horas néo alterou a expressao da HO-1, SOD-1 e -2 e catalase 2, 24
e 48 horas apds a exposi¢cao (Chan et al., 2013). Entretanto, a expressao de HO-1
foi aumentada apés 48 horas de exposicdo (Chan et al., 2013). Foi observado em
um estudo in vitro, que macréfagos expostos a particulas de diesel demonstraram
um aumento na expressao proteica do Nrf2 de 20 minutos até 6 horas apos a
exposicdo (Li et al., 2004). Contudo, a expressdo da HO-1 foi aumentada de 4 horas
até 6 horas apds a exposicao das particulas de diesel (Li et al., 2004).

Assim, a hipotese desse estudo € que a exposicado aos poluentes ambientais
provenientes da queima do combustivel BS promove alteracdes na resposta

inflamatoria e no estresse oxidativo no pulmao de camundongos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Investigar os efeitos da exposicdo aguda ao material particulado BS
proveniente da queima de combustivel BS dos 6nibus da cidade do Rio de Janeiro

em pulméo de camundongos.

4.2 Especificos

a) Avaliar a composigéo e o tamanho do material particulado BS;

b) Quantificar o niumero de macréfagos no parénquima pulmonar comparando
animais expostos ao veiculo e ao material particulado BS;

c) Quantificar o aglomerado do material particulado BS no parénquima
pulmonar;

d) Avaliar marcadores inflamatorios através dos niveis proteicos de TNF-a e
metaloproteinase de matriz-12 (MMP-12);

e) Avaliar o estresse oxidativo através da dosagem das EROSs, nitrito,
catalase, SOD, glutationa peroxidase (GPx), iINOS e nitrotirosina;

f) Investigar o dano oxidativo através do niveis de malondialdeido (MDA);

g) Avaliar os efeitos da exposicdo aguda ao material particulado BS sobre a
expressao de NF-xB e Nrf2;

h) Analisar a mecénica respiratoria.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados 60 camundongos C57BL/6, fémeas, com 8 a 10 semanas de
idade. Os animais foram obtidos da Fundacédo Bio Rio e aclimatados por 2 semanas
antes do inicio do experimento. Durante o experimento, 0s animais foram
submetidos a ciclo claro/escuro de 12h. Os animais receberam cuidados de acordo
com a Legislacdo Brasileira de Experimentacdo Animal (n°® 11.794, 8 de Outubro,
2008). Os animais receberam a racdo padrdo e agua ad libitum. Este trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais do Centro de Ciéncias da Saude
da Universidade Federal do Rio de Janeiro recebendo a identificacdo n°
01200.001568/2013-87.

5.2 Coleta do material particulado BS e preparacao da solucao

O material particulado proveniente da combustdo do BS foi coletado do
escapamento dos 6nibus do transporte publico da cidade do Rio de Janeiro da linha
circular 607 da empresa Viacdo Acari. As particulas foram gentilmente coletadas
utilizando uma escova de dente macia em mais de um 6nibus. Os 6nibus utilizavam
combustivel BS 500 tipo B contendo 500 partes/milhdo de enxofre e eram equipados
com o motor Mercedes Benz MB OM 924 LA. Apos a coleta, uma parte do material
particulado BS foi separado e enviado para a analise do tamanho e da composicao.
O restante foi pesado (0,405 g) e ressuspendido em 40 ml de uma mistura contendo
solucdo salina (cloreto de sédio a 0,9%) e dimetilsulfoxido a 2%. Obtendo uma

suspensao de 10 pg/ul de particulas.
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5.3 Andlise do tamanho e da composi¢cao do material particulado BS

O tamanho do material particulado BS foi analisado através da
polidispersividade, (ZetaPals, Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, NY,
EUA). A analise da polidispersividade avalia a distribuicdo de tamanho entre as
particulas analisadas. A composi¢cado do material particulado BS foi analisada através
da cromatografia gasosa e da espectrofotometria de massa pelo Laboratorio

Oceanus (Rio de Janeiro, Brasil).

5.4 Desenho experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos, sendo 20 animais
por grupo: grupo controle recebeu 25 pL do veiculo (98% salina e 2% dimetil
sulféxido); grupo BS 250 ug recebeu 25 pl da suspensao do material particulado BS;
grupo BS 1000 pg recebeu 100 ul da suspensdo do material particulado BS. A
instilacdo intranasal do grupo BS 1000 ug foi dividida em duas instilagcdes por dia por
conta da alta dose de material particulado BS. Todos os animais foram instilados via
intranasal durante 5 dias consecutivos. Para a instilacdo, os animais foram
anestesiados com sevoflurano (Laboratério Crisélia, Sdo Paulo, Brasil). Com objetivo
de evitar a sedimentacdo das particulas, antes de cada instilacdo, a solucdo
contendo as particulas em suspensdo foi homogeneizada com o auxilio de um

vortex.

5.5 Mecéanica Pulmonar

Apo6s 5 dias de instilacdo intranasal com material particulado BS, 10 animais
por grupo foram sedados com diazepam (1 mg/kg, intraperitoneal), e anestesiados
com pentobarbital sédico (20 mg/kg, intraperitoneal). Essa combinacdo

medicamentosa é suficiente para manter o animal em anestesia por 1 hora.
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Depois de anestesiados, os animais foram posicionados em decubito dorsal
sobre uma pequena mesa sob foco cirdrgico, sendo seus membros fixados por
esparadrapo. Ap6s 0 posicionamento cirdrgico, foi realizada traqueotomia com
introducéo de jelco, sendo a canula fixada a traqueia por meio de fios de algodao.
Os animais foram paralisados com injecao intravenosa de brometo de pancurénio
(0,1 mg/kg, intravenoso).

Os camundongos foram, entéo, acoplados a proétese ventilatéria e ventilados
por um ventilador de fluxo constante (Samay VR15, Universidad de la Republica,
Montevidéu, Uruguai) com frequéncia de 100 incursdes respiratérias por minuto e
um volume corrente (VT) de 0,2 ml.

Foi estabelecida uma pressdo positiva ao final da expiracdo de
aproximadamente 2 cmH,0, a fim de evitar o colapso alveolar e o desenvolvimento
de atelectasias resultantes da abertura do espaco pleural (Saldiva et al., 1992).

O ventilador foi ajustado para gerar uma pausa de 5 segundos ao final da
inspiracdo durante as medidas de mecanica. Foram tomados cuidados para a
manutencdo de volume (VT = 0,2 ml) e fluxo (V’= 1 ml/s) constantes em todos os
animais, a fim de evitar os efeitos de diferentes fluxos, volumes e tempo inspiratério
nas variaveis medidas (Kochi et al., 1988a; b; Similowski et al., 1989).

O tubo traqueal foi conectado a um pneumotacdgrafo para pequenos animais,
para medida de fluxo aéreo (V'), sendo o respirador acoplado a outra extremidade do
pneumotacégrafo. Este € constituido por uma canula metélica com duas saidas
laterais ligadas a um transdutor diferencial de pressdo, Validyne MP 45-2
(Engineering Corp, Northridge, CA, EUA), para medida de fluxo aéreo, sendo o
volume corrente obtido por integracdo digital do sinal de fluxo. Através de outra
saida lateral, a via aérea foi conectada a um transdutor diferencial de pressao
Validyne MP45-2 (Engineering Corp, Northridge, CA, EUA) para medida da PL (Ptr).

O espaco morto do equipamento foi de 0,3 ml. Os sinais de V' e Ptr foram
condicionados e amplificados em um poligrafo Beckman tipo R (Beckman
Instruments, Schiller Park, IL, EUA). Os sinais foram, entdo, passados através de
filtros Bessel de 8 polos (902LPF, Frequency Devices, Haverhill, MA, EUA),
convertidos de analogicos para digitais em conversor de 12 bits (DT-2801A, Data
Translation, Malboro, MA, EUA) e armazenados em computador. Todos os dados
foram coletados usando o software LABDAT (RHT-InfoData Inc., Montreal, QC,

Canada).
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Durante a andlise da mecéanica respiratoria evitou-se ao maximo a
manipulacdo da canula traqueal com aspiracbes e insuflagbes, para eliminar
possiveis interferéncias sobre os parametros medidos.

Os parametros de mecéanica respiratéria foram determinados através de 10
ciclos respiratérios que foram capturados por animal e a andlise efetuada pelo
método de oclusdo ao final da inspiracao utilizando o software para analise de dados
ANADAT (RHT-InfoData Inc., Montreal, Quebec, Canada).

O método de oclusdo ao final da inspiracdo (Bates et al., 1985) permite
analisar separadamente 0os componentes elastico, resistivo e viscoelastico e/ou
inomogéneo do sistema respiratorio.

No animal com o térax aberto, a Ptr €, na realidade, a presséo transpulmonar
(PL); logo todos os parametros medidos correspondem a mecanica pulmonar. Apés
a oclusédo das vias aéreas ao final da inspiracdo sob fluxo constante, ocorre uma
queda suUbita da PL até um ponto de inflexdo (Pi), a partir do qual o decaimento da
pressdo assume carater mais lento, atingindo um platé em sua porcéo terminal. Esta
fase de platd corresponde a pressdo de retracdo elastica do pulmao (Pel). A
diferenca de presséo, que caracteriza a queda rapida inicial (AP1), é representada
pela diferenca entre a pressdo maxima inicial e o ponto a partir do qual a queda se
torna mais lenta (Pi) e corresponde ao componente viscoso pulmonar. A segunda
variacdo de pressao, representada pela queda lenta, do Pi ao platd (Pel), reflete a
pressdo dissipada para vencer os componentes viscoelastico e/ou inomogéneo do
tecido pulmonar. A soma de AP1 e AP2 fornece a variagéo total de pressédo no
pulméo.

As elastancias estatica (Est) e dindmica (Edyn) do pulméo foram obtidas
dividindo-se Pel e Pi, respectivamente, pelo volume corrente (VT). O componente
viscoelastico da elastancia (AE) foi, entdo, obtido pela diferenca entre Edyn e Est.

Para a realizacdo da oclusédo, o ventilador mecanico utiliza uma valvula com
tempo de fechamento definido (10 ms). Como este fechamento néo é absolutamente
instantaneo, o volume nunca cai a zero imediatamente apds a oclusao, propiciando,
assim, a existéncia de um pequeno fluxo. Este fluxo sera responsavel pelo aumento
do volume pulmonar e, consequentemente, de Pi e Pel. Por isso, foi feita correcao
de acordo com Kochi et al. (1988Db).

A resisténcia total do equipamento, incluindo a céanula traqueal, foi

previamente aferida através da aplicacdo de fluxos de ar ao sistema, com
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concomitante registro das variacbes de pressao (AP). A variagdo de pressao
determinada pelo equipamento foi subtraida das pressdes resistivas do pulméao, de
tal forma que os resultados representam propriedades mecanicas intrinsecas.

Os parametros de mecanica pulmonar foram medidos 10 vezes em cada
animal, sendo cada animal representado pela média de 10 ciclos respiratorios
coletados. Uma representacdo da montagem experimental para mecanica pulmonar

encontra-se na Figura 1.
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Figura 1 - Representacdo da montagem experimental para mecanica pulmonar

10

Legenda: (1) Cilindro de ar comprimido; (2) Valvula redutora de pesséo; (3) Ventilador de fluxo
inspiratério constante composto; (4) Pneumotocdgrafo; (5) Pegca em “T” para medide de
pressdo na abertura das vias aéreas; (6) Canula traqueal; (7) Mesa cirlrgica; (8) Transdutor
diferencial de perssao transpulmonar; (9) Transdutor diferencial de pressdo para medidada
de fluxo; (10) Poligrafo de oito canais para amplificagdo dos sinais de fluxo e presséo; (11)
Filtros passa-baixa Bessel de 8 polos; (12) Conversor analdgico-digital de 12 bits; (13)
Microcomputador.

Fonte: A autora, 2017.
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5.6 Lavado broncoalveolar

No sexto dia, os 10 animais restantes de cada grupo foram anestesiados com
sevoflurano e mortos por deslocamento cervical. Para a coleta do lavado
broncoalveolar, a traqueia foi exposta, canulada e os pulmdes foram lavados trés
vezes com 0,5 ml de solucdo salina (cloreto de sédio a 0,9%). As amostras de
lavado broncoalveolar foram rapidamente estocadas em gelo a fim de evitar lise
celular. Foi utilizado um microscopio 6éptico para a contagem das células totais do
lavado broncoalveolar para posterior normalizacdo da dosagem da EROs. As
amostras foram centrifugadas a 600 g por 10 minutos e o sobrenadante coletado e

estocado a -20°C para realizacao de futuras andlises bioguimicas.

5.7 Homogeneizado tecidual

O pulméo direito foi macerado no tampao de lise (Sigma - Aldrich, St Louis,
MO) e a concentracdo total de proteina foi determinada através do ensaio
colorimétrico de &cido bicincénico (#23227; Thermo Fisher Scientific, Rockwood,
TN). O lisado pulmonar foi utilizado também para andlises bioquimicas e de western
blot.

5.8 Anélise microscopica

O pulmao esquerdo foi removido, fixado em formaldeido a 4%, processado e
incluido em parafina. Cortes de 5 um de espessura foram corados com hematoxilina
e eosina (HE) para a quantificagcdo do numero de macréfagos e do aglomerado de
materiais particulados BS no parénquima pulmonar. Para isto, 10 campos aleatorios
por animal foram analisados utilizando uma objetiva de 40x (Zeiss Primo Star; Zeiss-
Vision, Oberkochen, Alemanha). Os resultados do niumero de macréfagos ou do

aglomerado de materiais particulados BS foram expressos em mm? Para uma
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imagem macroscopica representativa dos pulmdes, foram feitas fotos do pulméo de
cada grupo experimental.

5.9 Imunofluorescéncia contra Nrf2 e NF-kB

Antes da marcacdo com o0s respectivos anticorpos, o0s cortes foram
desparafinizados em xilol por 5 minutos e hidratados em &alcool nas concentracfes
de 100%, 90%, 70% por 3 minutos em cada, por fim foram imersos em agua
destilada. Apds essa etapa, os cortes foram incubados com tampao citrato (pH 6,0)
para a recuperacdo antigénica. Em seguida, os cortes foram bloqueados com
albumina bovina a 3% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) dissolvida em tampéao salina
fosfato (PBS) por 30 minutos. Em seguida, os cortes foram incubados por 2 horas a
temperatura ambiente com anticorpos contra Nrf2 (1:200; Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, EUA) ou NF-kB (1:50; Santa Cruz Biotechnology) produzidos em
coelho e cabra, respectivamente. Apds a lavagem, os cortes foram incubados com
anticorpos secundarios anti-coelho Alexa Fluor 488 (Invitrogen, 1:200) ou anti-cabra
Alexa Fluor 647 (1:200; Invitrogen). Para a analise no microscopio de fluorescéncia,
os cortes foram embebidos em meio de montagem Vectashield contendo DAPI

(Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA).

5.10 Dosagem das espécies reativas de oxigénio (EROs)

A estimativa da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi
realizada por meio de um método colorimétrico adaptado de Choi et al. (2006). O
método é baseado na reacdo do sal azul de nitrotetrazalium (NBT) (Sigma-Aldrich)
com as espécies reativas de oxigénio. Sendo que 90% do sal reage exclusivamente
com anion superoxido. Algumas outras espécies reativas reagem menos
seletivamente com esse sal, como: radical hidroxila, peréxido de hidrogénio e o
acido hipocloroso (Choi et al., 2006). As fracdes celulares do lavado broncoalveolar

foram ressuspendidas em 100 pl de tampéao fosfato de potassio (KPE) e 100 pl da
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solugcéo de NBT a 0,1% foi adicionado a reagcdo. As amostras foram incubadas por 1
hora a 37°C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 600 g por 10 minutos e
o sobrenadante foi descartado. O pellet foi lavado com 500 ul de tampédo KPE e
centrifugado a 600 g por 10 minutos. Apés a repeticdo da lavagem com tampao
KPE, o pellet foi ressuspendido em hidroxido de potassio a 2M. A reacgdo
colorimétrica foi lida a 630 nm em leitor de ELISA (Anthos Zenyth 200 rt, Biochrom,
Cambourne, Reino Unido). Os resultados foram expressos como pg de cristais de
formazan por nimeros de células. A formacéo dos cristais de formazan resulta da

reducdo do NBT principalmente pelo &nion superdéxido.

5.11 Dosagem de nitrito

A dosagem de nitrito € utilizada para a avaliacdo da sintese de éxido nitrico,
uma vez que esse radical possui um tempo de meia vida curta. Assim, a formacao
desse radical € mensurada através da formacdo do nitrito, que é um produto da
degradacédo estavel. A deteccdo dos niveis de nitrito € feita por meio da reacéo de
Griess (Green et al., 1982). Para a reacdo, 50 uyl de homogeneizado do pulméao
foram misturados a 50 ul de agua destilada. A amostra diluida foi transferida para
uma placa de 96 pocos em duplicata e misturada a 50 ul de solugao de sulfanilamida
a 1% em &cido fosforico a 2,5%. A mistura foi incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, 50 pl de solugéo de naftiletiienodiamina a 0,1%
em acido fosférico a 2,5% foram adicionados a mistura. Concentracdes crescentes
de nitrito (0; 0,1; 1,0; 10; 25; 50; 75; 100 uM) foram preparadas e utilizadas como
curva padrdo. A reacéo foi lida a 540 nm em leitor de ELISA (Anthos Zenyth 200 rt,

Biochrom). Os resultados foram expressos em pM de nitrito por mg proteina total.

5.12 Andlise da peroxidacdao lipidica

Para avaliar a peroxidacao lipidica, os niveis de MDA foram medidos através

do método de deteccdo das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (Draper e
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Hadley, 1990). Durante a lipoperoxidacdo ha a formacdo de MDA e este subproduto
da peroxidagcdo reage ao aquecimento do acido tiobarbitarico. Para isto, 150 ul de
cada homogeneizado de pulméo foram tratados com 150 pl de acido tricloroacético a
10% e a mistura foi centrifugada a 3600 g por 15 minutos. Em seguida, 150 ul do
sobrenadante foram separados e misturados a 150 pl de acido tiobarbiturico a
0,67%. A mistura foi aquecida por 10 minutos a 95°C. Concentracdes crescentes de
1,1,3,3 tetrametoxipropano (0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 50; 100 uM) foram preparadas e
utilizadas como curva padréo. A reacgdo colorimétrica foi lida a 532 nm em leitor de
ELISA (Anthos Zenyth 200 rt, Biochrom). Os resultados foram expressos em uM de
MDA por mg de proteina total.

5.13 Enzyme linked immuno sorbent assay (ELISA)

A deteccdo dos niveis proteicos de TNF-a foi realizado no lavado
broncoalveolar através do ensaio de ELISA, de acordo com as normas do fabricante
(#555-268; BD BioSciences, San Diego, CA). Os resultados foram expressos as em
pg/mL de TNF-a.

5.14 Western blot

As proteinas do lisado pulmonar (50 ou 100 ug) foram separadas em gel de
poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio a 8%, 10% ou 12% por eletroforese. Uma
aliquota de padrédo de peso molecular também foi incluida aos géis (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA). Em seguida, as proteinas foram transferidas para
membranas de nitrocelulose e bloqueadas em solucéo de leite desnatado a 3%
(Nestlé, Sao Paulo, Brasil) dissolvida em PBS contendo 0,05% de Tween-20. Apds o
bloqueio, as membranas foram incubadas por 2h com anticorpos: contra a MMP-12
produzido em policlonal de coelho (59 kDa) (Santa Cruz Biotechnology; 1:200),
contra a catalase produzido em policlonal de cabra policlonal (64 kDa) (1:200; Santa

Cruz Biotechnology), contra a superoxido dismutase 3 produzido em policlonal de
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cabra (SOD-3) (32 kDa) (1:200; Santa Cruz Biotechnology), contra a glutationa
peroxidase 1/2 produzido em policlonal de coelho (GPx-1/2) (22-31 kDa) (1:200;
Santa Cruz Biotechnology;), contra a GCLC produzido em policlonal de coelho (72
kDa) (1:2500; Sigma-Aldrich), contra a GCLM produzido em policlonal de coelho (36-
28 kDa) (1:2500; Sigma-Aldrich), contra a INOS produzido em policlonal de coelho
(130 kDa) (1:200; Santa Cruz Biotechnology), contra a nitrotirosina produzido em
policlonal de coelho (85 kDa) (1:200; Santa Cruz Biotechnology), contra o Nrf2
produzido em policlonal de coelho (61 kDa) (1:200; Santa Cruz Biotechnology),
contra a proteina kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap-1) produzido em
policlonal de coelho (69 kDa) (1:200; Santa Cruz Biotechnology), contra a HO-1
produzido em policlonal de cabra (32 kDa) (1:400; Santa Cruz Biotechnology), contra
NF-kB produzido em policlonal de cabra (55-43 kDa) (1:50; Santa Cruz
Biotechnology). Ap6s a incubagdo com os anticorpos primarios, as membranas
foram lavadas e incubadas com os anticorpos secundarios conjugados a peroxidase:
anti-camundongo (1:100; Dako, Carpinteria, CA) ou anti-cabra (1:100) ou anti-coelho
(1:500) (Santa Cruz Biotechnology). A deteccdo do complexo antigeno-anticorpos foi
realizada por quimiluminescéncia (Santa Cruz Biotechnology) e com o auxilio do
sistema de ChemiDoc MP (Bio-Rad Laboratories). Apés a remocao dos anticorpos
primarios e secundarios, as membranas foram reutilizadas para a deteccdo dos
niveis proteicos de B-actina (42 kDa) (1:1000; Sigma-Aldrich). As bandas foram
medidas com o auxilio do software de imagens ImageJ (National Institutes of Health,

Bethesda, MD) e os resultados foram expressos em unidades arbitrarias.

5.15 Zimografia

Para a atividade gelatinolitica da metaloproteinase de matriz-2 (MMP-2) foi
utilizada a analise por zimografia. Para isto, 30 ug de proteina do homogeneizado do
pulméao foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo 1 mg/ml
de gelatina (Sigma-Aldrich). Aliquotas de padrdo de peso molecular e de controle
positivo (meio condicionado por fibroblastos da pele de camundongos) também
foram aplicadas ao gel (Bio-Rad). Em seguida, o gel foi dividido em duas partes: um

gel contendo de 250 kDa a 50 kDa de proteinas e outro gel contendo 50 kDa até 10
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KDa de proteinas. O gel contendo de 250 kDa a 50 kDa de proteinas foi lavado em
Triton X-100 a 0,5% e incubado com tampéo de desenvolvimento a pH 8,4 (Tris-HCI
a 50 mM, cloreto de calcio dihidratado a 5 mM e cloreto de zinco a 2 mM) (USB
Corporation, Cleveland, OH, EUA; Vetec, Duque de Caxias, 5 mM Brasil) por 12
horas a 37°C sem agitacdo. ApoOs a incubacéo, o gel foi corado com Comassie blue
a 0,25 por 30 minutos e lavada em uma mistura contendo 50% de metanol, 10% de
acido acético glacial e 40% de agua destilada para obter um contraste entre as
bandas. O gel foi digitalizado com o auxilio do sistema ChemiDoc MP (Bio-Rad
Laboratories) e as bandas foram medidas com o auxilio do software de imagens
ImageJ (National Institutes of Health). Os resultados foram expressos como
unidades arbitrarias. O gel contendo 50 kDa até 10 kDa de proteinas foi submetido a
transferéncia como descrito no item acima. A expressdo proteica de B-actina (42

kDa) (1:1000; Sigma-Aldrich) foi realizada como descrito acima.

5.16 Analises estatisticas

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo (DP). Para a
analise estatistica foi utilizado a analise de variancia (ANOVA) seguido do pds-teste
Bonferroni’s ou teste Kruskal-Wallis com pés teste Dunn’s usando o software Graph
Pad Prism versdao 5 (Graph Pad Software, San Diego, CA, EUA). Os valores de
p<0,05 foram considerados significativos.
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6 RESULTADOS

6.1 Composicdao do material particulado BS e distribuicdo no pulméo de

camundongo

Pode-se observar nas fotos obtidas apés a coleta dos pulmdes dos grupos
tratados com 250 e 1000 pug de material particulado BS a presenca de pontos
escuros na regiao apical dos pulmdes (Figura 2A). Para confirmar a penetracao do
material particulado no parénquima pulmonar, cortes histologicos foram corados com
HE e o aglomerado do material particulado BS também foi quantificado. Foram
observados nas fotomicrografias aglomerados escuros de particulas distribuidos no
parénquima pulmonar nos grupos BS 250 ug e BS 1000 pg (Figura 2A). Nao foram
observados aglomerados de particulas no parénquima pulmonar do grupo controle
(Figura 2A). Assim, o numero de aglomerados foi maior no grupo BS 250 e 1000 pg
guando comparado ao grupo controle 5 dias apos a exposicdo (Figura 2B). Além
disso, o grupo BS 1000 pug demonstrou um namero maior de aglomerados quando
comparado ao grupo BS 250 ug 5 dias apds a exposicdo (Figura 2B). O material
particulado BS apresentou uma média de tamanho de 0,393+0,020 um e foi

composto principalmente de acenaftileno, fluoretano, naftaleno e pireno (Tabela 1).
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Figura 2 - Analise macroscépica e microscopica do pulmdo de camundongos

expostos ao material particulado BS

d5

controle

uﬁmlnn“mluu‘ =

BS 250 ug
alfitinlbotnnl

BS 1000 pg

|

9y,

1000+

800+

600- *

400+

200+

material particulado BS/mm?
o

controle 250 ug 1000 g
I BS 1

Legenda: (A) - imagem macroscépica e microscépica do pulmdo de camundongos 5 dias apos a
exposicdo ao material particulado BS, os cortes foram corados com HE e a barra
corresponde a 50 um; (B) - quantificagdo do numero de aglomerados de material particulado
BS por mm? no pulmédo de camundongos apoés 5 dias de exposicao; (A) e (B) — resultados
(n=10) estdo expressos em média + DP; *p<0.05 vs. grupo controle #vs. grupo BS 250 pg.
Abreviaturas: BS, combustivel diesel e biodiesel; HE, hematoxilina e eosina.

Fonte: A autora, 2017.
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Tabela 2 - Conteddo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos do material

particulado BS

Parametros Valores
Acenafteno < 0,002
Acenatftileno 0,011

Antracina < 0,002
Benzo [a] antraceno < 0,002
Benzo [a] pireno < 0,002
Benzo [b] fluoranteno < 0,002
Benzo [K] fluoranteno < 0,002
Benzo [g, h, i] perileno < 0,002
Criseno < 0,002
Dibenzo (a, h) antraceno < 0,002
Fenantreno < 0,002
Fluoranteno 0,047

Fluoreno < 0,002
Indeno (1,2,3- cd) pireno < 0,002
Naftaleno 0,098

Pireno 0,033

Legenda: Valores sé@o expressos como mg/kg.
Fonte: A autora, 2017.
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6.2 Reducéo da funcao pulmonar

A elastancia estatica (Es) reflete a capacidade de retracdo elastica do sistema
respiratorio e a pressao resistiva pulmonar (AP1) corresponde a pressao utilizada
para vencer a resisténcia de vias aéreas centrais. Dessa forma, a Est e a AP, foram
elevadas nos grupos BS 250 pg e BS 1000 pg quando comparadas ao grupo
controle 5 dias ap0s a exposicdo. (Tabela 3). A pressao viscoelastica/inomogénea
(AP,) corresponde a presséao dissipada para vencer o componente viscoelastico do
tecido pulmonar e componente viscoelastico da elastancia (AE) corresponde a

diferenca entre Edyn e Est.

Tabela 3 — Mecanica respiratoria

Grupos

Parametros controle 250 ug 1000 pg
AP; (cmH;0) 0,07+0,05 0,16 £0,05* 0,15+ 0,04*
AP, (cmH,0) 0,91+0,12 0,97 £ 0,13 0,85+ 0,08

Est(cmH,O/mL) 20,45+ 1,52 24,63+2,97* 24,49 +1,58*
AE (cmH,O/mL) 4,56+0,62 4,83+067 4,16+0,34

Legenda: AP,, presséo resistiva pulmonar; AP,, pressdo viscoelastico/inomogéneo; Eg, elastancia
estatica; AE, componente viscoelastico da elastancia. Dados estdo em média + desvio
padréo. *p<0.05 vs. grupo controle.

Fonte: A autora, 2017.

6.3 A instilacdo do material particulado BS aumentou a sintese proteica de

TNF-a e o influxo de macréfagos no pulmao de camundongos

O numero de macréfagos no parénquima alveolar foi maior nos grupos BS
250 ug e BS 1000 pg quando comparado ao grupo controle 5 dias ap0s a exposicao
ao material particulado BS (Figura 3A, B). A expresséo proteica da MMP-12 foi maior
apenas no grupo BS 1000 pg quando comparado ao grupo controle 5 dias apés a

exposicao ao material particulado BS (Figura 3C). Os niveis proteicos de TNF-a no
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lavado broncoalveolar estavam maiores nos grupos BS 250 ug e BS 1000 pg
quando comparado ao grupo controle 5 dias apés a exposicdo ao material
particulado BS (Figura 3D). A atividade gelatinolitica da MMP-2 ativa foi menor no
grupo BS 1000 pg quando comparado ao grupo controle e ao grupo BS 250 pg 5

dias apds a exposicao ao material particulado BS (Figura 3E).

Figura 3 - Avaliacdo microscopica e bioquimica da resposta inflamatéria do pulméo

de camundongos expostos ao veiculo e ao material particulado BS
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Legenda: (A) - imagem representativa da distribuicio de macréfagos (setas pretas) no pulmao de
camundongos apos 5 dias (d5) de exposicdo ao material particulado BS, os cortes foram
corados com HE e a barra corresponde a 50 pm; (B) - nimero de macréfagos por mm? no
pulmao de camundongos 5 dias apds a exposicdo; (C) - expressédo proteica da MMP-12 no
pulmao de camundongos por western blot apés 5 dias de exposicdo ao material particulado
BS; (D) - niveis proteicos do TNF-a no lavado broncoalveolar por ELISA 5 dias apés a
exposicao; (E) - atividade gelatinolitica da MMP-2 no pulméo de camundongos 5 dias ap6s
a exposicdo ao material particulado BS; (B), (C), (D) e (E) — resultados (n=10) estdo
expressos em média + DP; *p<0.05 vs. grupo controle #vs. grupo BS 250 pg. Abreviaturas:
BS, combustivel diesel e biodiesel; MMP-12, metaloproteinase da matriz-12; TNF-a, fator de
necrose tumoral-a; MMP-2, metaloproteinase de matriz-2.

Fonte: A autora, 2017.

6.4 A instilacdo do material particulado BS reduziu a enzima GCLM no pulmé&o

de camundongos

A expresséo proteica da catalase estava menor no grupo BS 1000 pg quando
comparado aos grupos controle e BS 250 pg 5 dias ap6s a exposicao (Figura 4A). A
expressdo proteica da SOD-3 estava menor no grupo BS 1000 pg quando
comparado ao grupo BS 250 pg 5 dias ap6s a exposicao (Figura 4B). Os niveis
proteicos de GPx 1/2 foi menor no grupo BS 1000 pg quando comparado ao grupo
controle e ao grupo BS 250 ug 5 dias apds a exposicao (Figura 4C). Nao houve
diferenca significativa nos niveis proteicos de GCLC entre os grupos controle, BS
250 pg e BS 1000 pg 5 dias apds a exposicdo (Figura 4D). Entretanto, os niveis de
GCLM estavam menores no grupo BS 250 pg quando comparado ao grupo controle
(Figura 4E). Além disso, os niveis de GCLM também estavam menores no grupo BS
1000 pg quando comparado aos grupos controle e BS 250 pg 5 dias ap6s a

exposicao (Figura 4E).
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Figura 4 - Avaliacdo das enzimas antioxidantes e das subunidades da glutamato
cisteina ligase (GCL) em pulmdo de camundongos expostos ao veiculo e

ao material particulado BS
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Legenda: (A) - niveis proteicos de catalase no pulméo de camundongos por western blot 5 dias ap6s
a exposicdo ao material particulado BS; (B) - niveis proteicos de SOD-3 em pulméo de
camundongos por western blot apds 5 dias de exposicdo ao material particulado BS; (C) -
niveis proteicos da GPx-1/2 no pulmédo de camundongos 5 dias apés a exposicdo; (D) -
niveis proteicos da GCLC no pulmao de camundongos por western blot 5 dias apos a
exposicado; (E) - niveis proteicos da GCLM em pulmao de camundongos por western blot 5
dias ap0s a exposicdo; (A), (B), (C), (D) e (E) — resultados (n=10) estdo expressos em
média + DP; *p<0.05 vs. grupo controle #vs. grupo BS 250 pg. Abreviaturas: BS,
combustivel diesel e biodiesel; SOD-3, superdxido dismutase-3; GPx-1/2, glutationa
peroxidase-1/2; GCLC, glutamato cisteina ligase subunidade catalitica; GCLM, glutamato
cisteina ligase subunidade modificadora

Fonte: A autora, 2017.

6.5 A instilacdo do material particulado BS elevou a producdo de EROs, os
niveis de peroxinitrito e a peroxidacdo lipidica no pulméo de

camundongos

Os niveis de EROs estavam maiores nos grupos BS 250 pg e BS 1000 pg
quando comparado ao grupo controle 5 dias apos a exposi¢ao (Figura 5A). Os niveis
de nitrito estavam maiores no grupo BS 1000 pg quando comparado ao grupo
controle e ao grupo BS 250 pg 5 dias apos a exposicdo (Figura 5B). Nao houve
diferenca nos niveis de iINOS entre os grupos controle, BS 250 ug e BS 1000 g
(Figura 5C,F). Os niveis proteicos de nitrotirosina estavam maiores no grupo BS 250
Hug e BS 1000 pg quando comparado ao grupo controle 5 dias apds a exposi¢ao
(Figura 5D,F). A instilacdo intranasal do material particulado BS durante 5 dias
elevou os niveis de malondialdeido no pulméo dos grupos BS 250 pug e BS 1000 ug

quando comparado ao grupo controle (Figura 5E).
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Figura 5 - Avaliacdo do dano oxidativo no pulmdo de camundongos expostos ao

material particulado BS
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Legenda: (A) - niveis de EROs no pulméo de camundongos expostos ao material particulado BS; (B) -
niveis de nitrito no pulmdo de camundongos 5 dias apés a exposicao; (C) - niveis
proteicos de iNOS no pulm&o de camundongos por western blot 5 dias apds a exposi¢éo;
(D) - niveis proteicos de nitrotirosina no pulmao de camundongos 5 dias apds a exposi¢ao;
(E) - niveis de malondialdeido no pulmédo de camundongos 5 dias apés a exposicao; (F) -
imagens representativas do western blot para iNOS e nitrotirosina; (A), (B), (C), (D) e (E) —
resultados (n=10) estao expressos em média + DP; *p<0.05 vs. grupo controle #vs. grupo
BS 250 pg. Abreviaturas: BS, combustivel diesel e biodiesel; EROs, espécies reativas de
oxigénio; INOS, 6xido nitrico sintase induzivel.

Fonte: A autora, 2017.
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6.6 Efeito da instilagcdo do material particulado BS sob as vias do Nrf2 e NF-kB

no pulmé&o de camundongos

O Nrf2 é um importante fator de transcricdo que estad envolvido na defesa
celular. Todos os grupos estudados demonstraram o citoplasma das células
epiteliais bronquiolares positivo para Nrf2 apds 5 dias de exposicdo ao material
particulado BS (Figura 6A). Para quantificar a expressao de Nrf2, os niveis proteicos
de Nrf2 foram estimados por western blot no homogeneizado do pulméo. Os niveis
proteicos do Nrf2 foram maiores no grupo BS 250 pg quando comparado ao grupo
controle 5 dias apés a exposicao (Figura 6B). Entretanto, os niveis de Nrf2 estavam
menores no grupo BS 1000 pg quando comparado ao grupo BS 250 pg 5 dias apos
a exposicao (Figura 6B). Todos os grupos estudados demonstraram o citoplasma
das células epiteliais bronquiolares positivos NF-kB 5 dias ap6s a exposicao (Figura
6A). Os niveis proteicos do NF-kB foram maiores no grupo BS 250 pg quando
comparado ao grupo controle (Figura 6C), porém, no grupo BS 1000 pg foram
menores do que nos grupos controle e BS 250 ug 5 dias apos a exposicdo ao
material particulado BS (Figura 6C). A expressdo proteica do Keap-1 foi reduzida
nos grupos BS 250 pug e BS 1000 pg quando comparado ao grupo controle 5 dias
apos a exposicao (Figura 6D). A expresséo proteica da HO-1 estava maior no grupo
BS 250 ug quando comparada ao grupo controle, porém, no grupo BS 1000 ug a
expressao da HO-1 foi menor quando comparada ao grupo controle e ao grupo BS
250 pg (Figura 6E).
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Figura 6 - Via do fator nuclear relacionado a eritrdide 2 (Nrf2) e do fator nuclear
kappa b (NF-«xB) em pulmédo de camundongos controle e de camundongos

expostos ao material particulado BS
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Legenda: (A) - imunofluorescéncia para o Nrf2 e o NF-kB no pulm&o de camundongos 5 dias apés a
exposicdo ao material particulado BS; (B) - niveis proteicos Nrf2 no pulmdo de
camundongos por western blot 5 dias ap6s a exposicao; (C) - niveis proteicos do NF-kB no
pulmao de camundongos por western blot 5 dias apds a exposicao; (D) - niveis proteicos
do keap-1 no pulmao de camundongos por western blot 5 dias apds a exposicéo; (E) -
niveis proteicos da HO-1 no pulmdo de camundongos por western blot 5 dias apés a
exposicdo; (B), (C), (D) e (E) — resultados (n=10) estdo expressos em média + DP;
*p<0.05 vs. grupo controle #vs. grupo BS 250 ug. Abreviaturas: BS, combustivel diesel e
biodiesel; Nrf2, fator nuclear relacionado a eritréide 2; NF-xB fator nuclear kappa b; HO-1,
heme oxigenase-1.

Fonte: A autora, 2017.
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7 DISCUSSAO

As particulas provenientes da combustdo do diesel contribuem de forma
significativa para o aumento da poluicdo atmosférica, além disso, ocorre uma
relacdo com o aumento dos fatores de risco associados principalmente a doencas
pulmonares. No Brasil, com o intuito de reduzir a poluicdo do ar causada
principalmente pelas frotas de caminhfes e 0Onibus que utilizam o diesel, foi
determinada a adicdo de 7% de biodiesel ao combustivel diesel uma vez, que essa
adicdo de biodiesel ao diesel possa reduzir a producdo de material particulado,
metais e hidrocarbonetos aromaticos pela queima deste combustivel. Portanto, a
hipétese do estudo é que a exposicdo aos poluentes ambientais provenientes da
queima do combustivel diesel e biodiesel promove alteracbes na resposta
inflamatdria e no estresse oxidativo no pulmédo de camundongos.

Dessa forma, os animais foram instilados via intranasal com duas altas doses
(BS 250 e BS 1000 pg) do material particulado proveniente da queima do
combustivel BS de 6nibus do transporte publico da cidade do Rio de Janeiro. A
instilacdo intranasal de particulas € um modelo amplamente utilizado e bem aceito
para estudos com a poluicdo atmosférica, além disso, ndo € necessario obter
grandes quantidades de amostra da poluicdo, facilitando o estudo com particulas de
diesel (Mazzoli-Rocha et al., 2008). Os moradores da cidade do Rio de Janeiro estao
expostos aproximadamente a uma concentracdo de 150 ug/m?® das particulas totais
em suspenséo (Cabral Filho e Ramos, 2013). Considerando o volume de ar inalado
em um periodo de 24 horas ha entéo uma exposicdo média de 0,012 pg/m®min das
particulas totais em suspenséo pelos moradores da cidade do Rio de Janeiro. No
presente estudo, a dose de material particulado BS 250 ug corresponde a uma
exposicao de 5,10 ng/m*/min de material particulado. Portanto, as doses do material
particulado BS neste modelo de exposicao foram aproximadamente 450 vezes
maiores do que os niveis médios inalados pelos habitantes da cidade do Rio de
Janeiro, as altas doses foram escolhidas com o objetivo de mimetizar a exposi¢cao
dos motoristas de 6nibus do transporte publico do Rio de Janeiro uma vez que esses
profissionais estdo expostos constantemente e diariamente a altos niveis de material
particulado, pelo fato de longos periodos de trabalho proximos aos motores dos

onibus e ao intenso trafego de veiculos.
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O tamanho das particulas possui uma influéncia direta na capacidade de
penetracdo nos pulmdes. Motores que utilizam a queima do combustivel diesel
podem produzir materiais particulados com tamanhos menores do que 2,5 pum,
devido a esse tamanho reduzido, essas particulas sdo capazes de penetrar
profundamente nos pulmdes (Mitsakou et al., 2007; Zin et al.,, 2012; Guarieiro e
Guarieiro, 2013). A capacidade de penetracédo das particulas de diesel no pulméo de
camundongos € demonstrada através de instilacdo intranasal e intratraqueal (Zin et
al.,, 2012; Nemmar et al., 2015). Um estudo demonstrou que a inalagdo em
concentracdes de 0,3 ou 3 mg/m® de particulas de diesel durante 4 semanas
promove de uma maneira dose dependente o aumento da fagocitose das particulas
através dos macrofagos no pulmao de ratos (Sato et al., 2001). No presente estudo,
o material particulado BS demonstrou um tamanho médio de 0,393 um, esse
tamanho sugere a capacidade de penetracdo dessas particulas no parénquima
pulmonar do camundongo. Com o objetivo de testar essa hipotese, foi feita uma
analise da distribuicdo do material particulado BS no pulmdo de camundongos.
Diante disso, foi observado tanto microscopicamente quanto macroscopicamente a
presenca € um maior numero de pontos escuros no pulmdo de camundongos
expostos ao material particulado BS. Além disso, o niumero elevado de material
particulado BS no pulméo de camundongos expostos a essas particulas pode estar
relacionado com o aumento da rigidez do pulméo, visto pela Es; e pela AP;. Uma vez
que a Eg avalia a capacidade de retracdo elastica do pulmdo e o AP; a presséo
usada para vencer a resisténcia das vias aéreas centrais. Foi observado que a
instilacao intranasal de particulas provenientes da poluicdo e do diesel da cidade de
Sédo Paulo aumentou a elastancia estatica e a presséao viscoelastica em pulmao de
camundongos (Mazzoli-Rocha et al., 2008; Zin et al.,, 2012). Portanto, podemos
sugerir que a instilacdo do material particulado BS pode prejudicar a integridade
alveolar contribuindo dessa forma para uma instabilidade mecéanica do pulmao.

A exposicdo do material particulado proveniente da queima do diesel esta
associada a inflamacdo pulmonar observado através do recrutamento de células
polimorfonucleares e pela elevacdo da expressdo de citocinas pro-inflamatérias
como IL-6 e TNF-a em camundongos (Gowdy et al., 2008). Além disso,
camundongos expostos ao material particulado de diesel durante 7 dias
apresentaram um aumento nos numeros de macréfagos no lavado broncoalveolar

(Nemmar et al., 2012; Yanamala et al., 2013). O TNF-a é uma importante citocina
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pro-inflamatodria produzida principalmente por macréfagos. Estudos demonstraram
um aumento da expressao do TNF-a em pulméo de camundongos jovens e idosos
apos 24 horas de exposicao a particulas de diesel (Sunil et al., 2009; Nemmar et al.,
2015). No presente estudo, a instilacdo do material particulado BS por 5 dias foi
capaz de aumentar os niveis de TNF-a no lavado broncoalveolar de camundongos
em ambos os grupos estudados. Dessa forma, a instilagdo do material particulado
BS pode induzir uma resposta inflamatdria aguda no pulmdo de camundongos
observada através do aumento do influxo de macréfagos e da sintese do TNF-a.
Outro importante fator para a inflamacdo sdo as MMPs. Amara et al. (2007)
observou a elevacdo da expressao e da atividade da MMP-1 em células epiteliais
alveolares humanas quando expostas a baixas doses de particulas de diesel.
Porém, nds observamos apenas a alteracdo na expressdo da MMP-2 e MMP-12 no
grupo BS 1000 pg de instilagdo do material particulado BS. Ainda em relacdo ao
processo inflamatoério, 0 NF-kB possui um importante papel através da indugéo da
expressao génica de diversas citocinas pro-inflamatérias, como o proprio TNF-a
(Kafoury e Madden, 2005). Um estudo in vitro demonstrou que a exposi¢cao das
células epiteliais brénquicas ao material particulado do diesel promoveu a
translocacdo nuclear do NF-kB apds 6 horas da exposicao (Takizawa et al., 1999).
Nosso estudo demonstrou um aumento da expressao do NF-kB no grupo BS 250 ug,
entretanto, uma reducéo da expressao no grupo BS 1000 pg quando comparado ao
controle e ao BS 250 ug apos 5 dias apds a exposicdo ao material particulado BS.
Porém, ndo foi possivel observar a translocacdo nuclear do NF-kB, sugerindo que
tenha sido devido ao longo tempo de instilacdo do material particulado BS, ja que a
sua translocacéo foi vista logo ap6s 6 horas de exposi¢cdo. Dessa maneira, mesmo
sem ter observado de fato a translocacdo nuclear, os resultados sugerem que a
ativacdo do NF-kB pode estar envolvida no processo de resposta inflamatoria
induzida pela instilacdo do material particulado BS.

A exposicado de material particulado atmosférico em modelos in vitro e in vivo
esta associado a geracédo de EROs e ao dano oxidativo (Patel et al., 2011; Durga et
al., 2014). A exposicdo a particulas ultrafinas provenientes da queima do diesel e a
particulas de diesel em diferentes concentracbes aumenta os niveis de EROs em
células A549 e em cultura de macréfagos alveolares apds 1 hora de exposigéao.
(Patel et al., 2011; Durga et al., 2014). Em nosso estudo, foi observado que a

instilacdo de material particulado BS por 5 dias aumentou os niveis de EROs no
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pulmé&o de camundongo de ambos o0s grupos expostos. O aumento das EROs pode
estar relacionado com a presenca dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos no
material particulado BS. Uma vez que que a exposicdo de céulas epitelais
brénquicas ao extrato organico das particulas de disel foi capaz de induzir a
producdo de EROs e de induzir o estresse oxidativo (Li et al., 2002). Dessa forma,
foi possivel demonstrar a capacidade das particulas BS, que possuem em sua
composicao hidrocarbonetos aromaticos policiclicos em promover a producédo de
EROs mesmo que por uma exposi¢cdo aguda. Outro importante componente para o
dano oxidativo no pulméo, sdo as espécies reativas de nitrogénio (ERNSs). Sunil et al.
(2009) demonstrou que animais sacrificados logo apds a instilacdo de uma Unica
dose de particulas de diesel tiveram altos niveis de o6xido nitrico no lavado
broncoalveolar. No presente estudo com o grupo BS 250 pg, néo foi visto alteracéo
na sintese do 6xido nitrico ou iINOS, porém, no grupo de BS 1000 pg foi observado
uma alteracdo na sintese do Oxido nitrico. Entretanto, foi possivel observar o
aumento dos niveis de nitrotirosina, que € um produto dos peroxinitritos. Além disso,
foi possivel observar a peroxidacao lipidica em pulm&o de camundongos de ambos
0s grupos instilados com material particulado BS por 5 dias. Um recente estudo,
porém in vitro com células A549 e RAW 264,7 também demonstrou o aumento da
peroxidacao lipidica (Durga et al., 2014). Dessa forma, nossos resultados sugerem
qgue a instilacdo de material particulado BS pode levar ao aumento das EROs e da
sintese de peroxinitrito, acarretando a peroxidacdo lipidica em pulmédo de
camundongos.

A defesa antioxidante é essencial para controlar a indu¢do de dano oxidativo
gerado através das EROs. No presente estudo, ndo foi possivel observar alteracdes
na maioria dos antioxidantes, representados pela catalase, SOD-3, GPx 1/2 e
GCLC, com excecao de algumas alteracbes no grupo de BS 1000 pg. No entanto,
Nemmar et al. (2010) observou que a exposi¢cdo a material particulado de diesel
aumentou a atividade da SOD em pulm&o de ratos ap0s 18 horas de exposigéao.
Porém, outro estudo demonstrou que ratos expostos a particulas ultra finas geradas
através da combustdo de uma mistura de etileno, oxigénio e argbnio nao
apresentaram alteracdes na expressao da catalase apos 2, 24 e 48 horas (Chan et
al., 2013). Esses achados indicam que a resposta do sistema de defesa antioxidante
no pulméo a exposi¢cdo ao material particulado BS continua controversa e necessita

de uma maior investigacdo. Além disso, a instilacdo de material particulado BS
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reduziu a expressao da GCLM no pulméao de camundongo de ambos 0s grupos,
podendo estar relacionado com a via do Nrf2, uma vez que a sua ativacao esta
envolvida com a via da glutationa (Kensler et al., 2007).

O dano causado pelas EROs e ERNs podem ser evitadas através da ativacao
da via do Nrf2. O Keap-1 é uma proteina supressora que mantém o Nrf2 no
citoplasma da célula (Blake et al., 2010). Quando ha um estimulo de estresse
oxidativo ou através de xentobidticos, o Keap-1l libera o Nrf2 que entdo sera
translocado para o nucleo celular (Chan et al., 2013). No nucleo da célula, o Nrf2 se
liga aos elementos de resposta antioxidante, que ira a partir dai promover a
expressdo de antioxidantes como, HO-1, SOD-1, GPx e também genes da via da
glutationa como a GCLC e GCLM (Kensler et al.,, 2007). Deng et al. (2013)
demonstrou que a exposicdo de material particulado com 2,5 pum induziu a
translocagdo do Nrf2 para ndcleo de 30 minutos ate 1 hora ap0s o tratamento das
células A549. No estudo presente, houve uma elevacao da expressao do Nrf2 e da
HO-1 no grupo BS 250 ug. Entretanto, a expressdo do Keap-1 foi reduzida. Porém,
nao foi possivel observar a translocacdo do Nrf2 para o nucleo, isso se deve
possivelmente ao tempo da instilagdo do material particulado BS, sendo necessario
um periodo de instilacdo menor para ser capaz de observar a translocacédo do Nrf2.
Dessa forma, nossos dados sugerem que a inducdo do dano oxidativo através do
material particulado BS pode ter estimulado a ativagdo do Nrf2 e da HO-1. Porém, o
grupo BS 1000 pug ndo demonstrou alteracdo na expressdo do Nrf2 em relacédo ao
controle. Ainda em relagdo ao grupo 1000 pg, foi observado a elevacédo dos niveis
de EROs, MMP-12 e do 6xido nitrico e reducao da MMP-2, catalase, GPx 1/2 e
GCLM guando comparados ao grupo controle e ao grupo BS 250 ug. Esse conjunto
de dados sugere que a dose de BS 1000 ug pode ter levado a uma resposta mais
intensa do pulméo, exaurindo entdo a resposta antioxidante através do Nrf2 ou

levando talvez a participacdo de outra via antioxidante.
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CONCLUSAO

Com os resultados obtidos podemos concluir que a exposicdo aguda ao
material particulado BS proveniente da queima de combustivel BS dos 6nibus da
cidade do Rio de Janeiro causou um dano no pulmdo de camundongos, pois 0s

seguintes parametros foram observados:

a) O material particulado derivado da queima de combustivel BS era
composto por particulas finas, que foram capazes de penetrar no parénquima
pulmonar, e principalmente por fluoretano, naftaleno e pireno;

b) A capacidade de penetracdo do material particulado BS pode estar
associada as alteracGes observadas na mecanica respiratoria;

C) A exposicdo ao material particulado BS foi capaz de desencadear uma
resposta inflamatéria no pulmdo de camundongos aumentando o numero de
macrofagos e a expressao proteica de TNF-a e de MMP-12;

d) A exposigédo ao material particulado BS foi capaz de desencadear um dano
oxidativo no pulm&o de camundongos aumentando a expressdo de EROs,
peroxinitritos e a peroxidacgao lipidica;

e) A resposta antioxidante foi reduzida no pulmdo ap06s a exposicdo do
material particulado BS;

f) A resposta inflamatéria e a dano oxidativo induzidos pela exposicdo ao
material particulado BS pode estar relacionada ao aumento da expressao proteica
do NF-xB no parénquima pulmonar;

g) O dano oxidativo induzido pela exposicdo ao material particulado BS

também pode estar relacionado ao aumento da expressao proteica de Nrf2 e HO-1.
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