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Resumo:

O objetivo deste trabalho foi avaliar a mecanica respiratéria e o perfil inflamatério pulmonar de camundongos
submetidos ao treinamento fisico aerobio (TFA) e expostos a particulas finas de diesel (PFD). 40 Camundongos
BALB/C machos divididos 4 grupos: controle; treino; poluicdo; treino+poluicdo. Os animais foram submetidos
ao TFA (4semanas). Apés, os animais também foram expostos PFD (6semanas). Ap6s 72h do final do protocolo,
avaliamos a hiperresponsividade brénquica e lavado broncoalveolar. Encontramos aumento do ndmero de
células, macréfagos, neutréfilos e linfécitos no lavado broncoalveolar (p<0.05) nos animais expostos a PFD. O
TFA reduziu os parametros inflamatorios no grupo Treino+polui¢cdo. Na hiperresponsividade bronquica, hd um
aumento da resisténcia nos animais submetidos ao TFA comparado aos demais grupos, enquanto que na
avaliagdo da elastancia, ha diminui¢cdo nos grupos expostos PFD comparado aos ndo expostos. O TFA prévio a
exposicdo a PFD mostrou-se efetivo em reduzir a inflamacdo pulmonar embora ndo prevenido a piora da
mecanica respiratoria.
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Introducéo.

Um dos maiores problemas da sadde mundial é a poluicdo atmosférica [1], que nada mais é que a
alteracdo das caracteristicas fisicas, quimicas ou biolégicas normais da atmosfera, de forma a causar danos aos
seres vivos. A Organizagdo Mundial da Saude, estimou que em 2012 cerca de 7 milhdes de mortes no mundo,
ou seja, 1 em cada 8, puderam ser atribuidas a poluicdo atmosférica. Lembrando que esta estimativa é
aproximadamente duas vezes maior que anterior, confirmando, mais uma vez, seus efeitos prejudiciais a saude

[2].

Por outro lado, nos dltimos anos, o exercicio fisico tem se tornado objeto de estudo em varios modelos
experimentais e clinicos do nosso grupo de pesquisa. Demonstramos nesses estudos que o exercicio fisico
regular parece ter um efeito protetor contra varias doencas inflamatdrias pulmonares. Vieira et al 2007 , 2011.[3,
4], Silva RP et al.[5, 6], Silva AC et al. [7] e Olivo et al.[8], demonstraram que a atividade fisica atenuou o processo
inflamat6rio em modelos experimentais de inflamac¢éo pulmonar alérgica, tanto em camundongos como em
cobaias. Corroborando estes dados, Mendes et al. [9-11] ressaltaram os efeitos positivos do exercicio quando
realizados por pacientes asméaticos. Toledo et al[12], observaram que a atividade fisica teve um papel atenuador
das altera¢cBes pulmonares induzidas pela exposi¢cdo de camundongos a fumacga de cigarro, assim como Olivo
et al.[13] quando submeteu animais ao treinamento fisico e a infec¢ao por Streptococcus pneumoniae.

Ao final, sabemos que sdo inimeros os beneficios que o exercicio fisico pode trazer ao individuo que o
pratica e que o sedentarismo esta ligado ao aparecimento de uma série de doencas. Assim, acreditamos que
mesmo em um ambiente com maior concentracdo de poluentes, os individuos fisicamente ativos apresentem
algum tipo de beneficio no sistema respiratério comparado aqueles sedentérios.

Considerando as evidéncias de que a exposi¢do a poluicdo atmosférica tenha efeitos desfavoraveis no
sistema respiratorio e que o exercicio fisico possa melhorar de alguma forma o sistema imune dos individuos, o
objetivo deste projeto foi de avaliar se o treinamento fisico aerébio poderia atenuar, em um modelo experimental,
o processo inflamatério induzido pela exposicao a particulas finas de diesel.

Metodologia:

Os ensaios bioldgicos foram realizados no gerador de particulas de exaustdo de combustiveis da Faculdade de
Medicina da USP. Delineamento Experimental: Foram utilizados 40 camundongos Balb/c: divididos
aleatoriamente em 04 grupos: Grupo Controle: animais que permaneceram sedentarios e que nao foram
expostos a particulas finas do diesel; Grupo Treino: animais submetidos a um protocolo de treinamento fisico
aerobio (TFA) e que ndo foram expostos a particulas finas do diesel; Grupo Poluicdo: animais sedentarios
expostos a particulas finas do diesel; Grupo Treino + Polui¢do: animais submetidos a um protocolo de TFA e
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que foram expostos a particulas finas do diesel. Protocolo de Treinamento Fisico Aerébio (TFA): Esse
protocolo foi realizado em esteira ergométrica adaptada para camundongos (Imbramed®), por 04 semanas. Na
semana anterior ao inicio do TFA, os animais foram submetidos a 03 dias de adaptacéo na esteira ergométrica.
Apd@s, os animais foram submetidos a um teste de esforco. A intensidade do treinamento foi de 50% da velocidade
atingida nesse teste. O treinamento foi realizado 5x/semana, 60min, 4 semanas. Apés este periodo, 0s animais
Treino+Poluicdo iniciaram o protocolo de exposicéo a particulas finas do diesel e continuaram sendo submetidos
ao TFA até o final do periodo das exposicdes [3, 8]. Protocolo de Exposicado a Particulas Finas do Diesel: Os
gases resultantes do processo de queima ocorrido no gerador portatil estacionario de energia a diesel (BD-2500
CFE, Branco, China) foram conduzidos até um BAG para armazenamento das particulas e gases. Esse material
diluido em ar filtrado, foi direcionado para a camara de inalagéo, onde os animais foram acomodados de maneira
a proceder a exposic¢ao via inalacdo deste material. Durante o periodo de exposi¢ao (60min). As exposi¢des dos
animais ocorreram 5 x/semana, por 1 h, totalizando 30 exposi¢cdes. Avaliacdo da hiperresponsividade
brénquica: Apés 72 horas da ultima sessao de TFA e exposicao a particulas finas do diesel, os animais foram
anestesiados, traqueostomizados e conectados a um ventilador mecanico (Harvard 683) e pletismdgrafo de
acrilico para camundongos.Transdutores de pressao e volume transmitiram os dados de pressao traqueal, fluxo
e volume a um computador. Apds a estabilizacdo, os animais receberam doses inalatérias de concentracdes
crescentes de metacolina (3-300mg/kg). As medidas de mecéanica pulmonar foram coletadas apés 30s,1,2 e 3
min da administracédo desta.[14] Lavado Broncoalveolar (BAL): ApGs a avaliacdo da mecénica respiratoria os
animais foram eutanaziados, os pulm&es foram lavados com 1,5 mL de PBS. O fluido do BAL foi centrifugado a
1000 RPM por 10 min 5°C. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e o botdo celular ressuspenso em
HBSS+0,1%BSA para contagem das células em camara de Neubauer. Aliquotas da suspenséo celular foram
centrifugadas em lAminas de vidro usando uma citocentrifuga e coradas com Giemsa. A contagem de 300 células
foi feita em campos aleatoriamente selecionados. Para obtenc&o do nimero absoluto de cada populagéo celular
no BAL, as porcentagens foram multiplicadas pelo nimero total de células encontradas no volume[3,4,13,14].
Andlise Estatistica: Os resultados obtidos foram comparados entre-grupos utilizando a analise de variancia pelo
Sigma Stat 2.0 e foram considerados como estatisticamente significantes quando p<0,05.

Resultados e Discusséo:

Avaliacdo do Lavado Broncoalveolar (BAL): Na avaliacdo do lavado broncoalveolar, encontramos um
aumento no namero total de células inflamatérias: (Figura 1A) (*p<0,001), macréfagos (Figura 1B) (*p<0,001),
neutrofilos (Figura 1C) (*p<0,05) e linfocitos (Figura 1D) (*p<0,05) no grupo que permaneceu sedentario e foi
exposto a poluigdo quando comparado aos demais grupos. Além disso, nossos resultados demonstraram que o
treinamento fisico conseguiu prevenir o aumento dessas células no grupo Treino+polui¢cdo (Figura 1A e 1B;
**p<0,05), quando comparado aos demais grupos. Avaliacdo da Hiperresponsividade Brbnquica a
Metacolina: Nossos resultados sugerem um aumento da resisténcia do sistema respiratério nos grupos
submetidos ao treinamento fisico comparado aos grupos que permaneceram sedentarios (Figura2A) (*p<0,05).
Ainda assim, os animais do grupo Treinamento+poluicdo apresentaram um aumento da resisténcia quando
comparado ao grupo de animais Treinamento (Figura2A) (**p<0,05). Na avaliacdo da elastancia do sistema
respiratério, nossos resultados sugerem uma diminuicdo da elastancia do sistema respiratorio nos grupos
expostos a particulas finas do diesel comparado aos grupos nao expostos (Figura 2B) (*p<0,05).
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Nossos resultados sugerem que o treinamento fisico regular previne o aumento do nimero de células
inflamatdrias, principalmente neutréfilos e macréfagos e linfécitos, no lavado broncoalveolar. Na analise da
hiperrresponsividade brénquica a metacolina, encontramos um aumento da resisténcia do sistema respiratorio
nos animais submetidos ao treinamento fisico enquanto que os animais expostos a particulas finas do diesel
apresentaram diminuicdo da elastancia do sistema pulmonar. Tais resultados sugerem que muito embora o
treinamento fisico regular previna o aumento dos processos inflamatérios no pulmao, este ndo parece prevenir
uma piora da mecénica pulmonar.

Estudos tém demonstrado que a exposi¢do as emissdes do trafego também esta associado a piora na
condi¢do pulmonar em pacientes com doengas como bronquite aguda [15] e crdnica [16], DPOC [15] e asma
[17, 18], entre outras [19].Lopes et al [20], sugeriram, em seu estudo, que a exposi¢cdo a MP a niveis ambientais
urbanos pode piorar a progresséo do enfisema. Posteriormente, Yoshizaki et al [21], encontrou que a exposi¢ado
cronica ao DEP em animais saudaveis, mesmo em baixas doses, induziu ao alargamento dos espacos aéreos
distais, sugerindo que a poluicdo per si pode alterar a estrutura pulmonar. Além disso, Schikowski et al [22]
sugeriram em seu estudo que a exposicdo prolongada a MP10o em pessoas que vivem perto de rodovias com
grande tréfego tem chances aumentadas de desenvolver DPOC e acelerar a perda da funcéo pulmonar.

J& Arantes-Costa [23], demonstrou uma piora na inflamacéo alérgica crénica em camundongos quando
expostos ao residuo da queima de 6leo diesel (ROFA) com aumento da responsividade pulmonar e diminui¢do
do nimero de células ciliadas no epitélio das vias aéreas. Assim como Goldsmith et al [24], que também
encontrou uma piora na hiperresponsividade das vias aéreas & metacolina em animais com asma induzida e
expostos a ROFA. Assim, nossos resultados iniciais parecem corroborar com aqueles encontrados na bibliografia
uma vez que estes sugerem uma piora da resposta inflamatéria no lavado broncoalveolar e uma piora na
mecanica respiratéria.

Por outro lado, ja se tem sugerido que o exercicio fisico possa ter um efeito antiinflamatério em algumas
doencas pulmonares como Asma[3-6, 8-11], DPOC [12], infec¢Bes [13, 25] tanto em modelos experimentais
como clinicos. Vieira et al. [3, 4], Silva RP et al.[10, 11], Silva AC et al. [7] e Olivo et al.[8] demonstraram que 0
exercicio fisico feito de forma regular atenuou o processo inflamatério em modelos experimentais de inflamacé&o
pulmonar alérgica, tanto em camundongos como em cobaias. Corroborando estes dados, Mendes et al. [8, 10,
11] ressaltaram os efeitos positivos do exercicio quando realizados por pacientes asmaticos. Toledo et al [12],
observaram que a atividade fisica teve um papel atenuador das altera¢des pulmonares induzidas pela exposi¢édo
de camundongos a fumaca de cigarro, assim como Olivo et al.[13] quando submeteu animais ao treinamento
fisico e a infeccdo por Streptococcus pneumoniae. Nossos resultados iniciais estdo em concordancia com o
encontrado na literatura uma vez que aqueles animais submetidos ao treinamento fisico regular previamente a
exposicdo a particulas finas do diesel apresentam uma diminuigdo do nimero de células inflamatérias no lavado
broncoalveolar. Muito embora, o treinamento fisico ndo parega prevenir a piora na mecanica respiratoria.

O efeito inflamatério que a inalagdo do material oriundo da combustédo do diesel é capaz de causar no
sistema pulmonar, pode ser derivado do tamanho aerodinamico das particulas, que sdo menores que 2,5 um [26,
27]. Essas particulas tém a capacidade de atingir regifes mais distais do pulm&o, estimulando a liberacédo de
citocinas pré-inflamatorias pelos macrofagos alveolares [28, 29] levando a diminuicdo da fungao pulmonar e o
agravamento de doencgas respiratorias como asma e bronquite.[30] .

Conclusdes: A partir dos resultados obtidos, foi possivel concluir que o treinamento fisico aerébio prévio a
exposicdo a particulas finas do diesel mostrou-se efetivo em atenuar a inflamacdo pulmonar porém nao
conseguiu prevenir a piora da mecénica respiratoria.
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