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RESUMO

A poluicédo do ar tem aumentado nas ultimas décadas, resultando em vérios problemas de saude
na populacdo exposta. Entre os constituintes presentes no ar atmosférico estd o material
particulado (do inglés-PM), que possui diferentes tamanhos (0.1-10 um) e pode ser gerado por
processos naturais e antropogénicos. Algumas particulas sdo emitidas diretamente e outras se
formam por rea¢Bes quimicas na atmosfera. O tamanho e composicao caracterizam seus efeitos
toxicologicos, bem como sua capacidade migratdria para outras regides. InUmeras substancias
compdem o PM, tais como 0s metais, dos quais alguns sdo conhecidos por desencadearem efeitos
deletérios como o estresse oxidativo. Em megacidades, como Rio de Janeiro, 0s niveis de PM;s
séo elevados, muitas vezes excedendo os limites permitidos, alcancando regides rurais afastadas
das zonas industriais e urbanas. Assim, o cora¢cdo é um 6rgao alvo de injdrias e foi objeto de
nosso estudo, verificando os efeitos negativos da porcdo metélica do PM, 5 sobre este sistema,
quando exposto por via intraperitoneal (IP). Avaliando o potencial toxicolégico do PM;s de uma
regido industrial (RI) e de uma regido rural (RR), coletando PM,s de ambas as regides e
quantificando sua composi¢do. Ao final da dissecacdo do coracdo, foi analisada a capacidade
bioacumulativa dos metais encontrados no PM; s, pelo método de espectrometria de massa com
plasma acoplado indutivamente. Bioquimicamente, foi quantificada a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) através do uso de diacetato de 2,7 diclorodidrofluoresceina. Também
quantificada a capacidade antioxidante total contra o radical peroxil (ACAP), com uso de
diidrocloreto de metilpropionamidina. Além disso, foi determinada a lipoperoxidacao (LPO) pelo
método T-BARS, atividade da glutationa S-transferase (GST) com reagente 1-cloro-2,4
dinitrobenzeno, também atividade da enzima glutamato cisteina ligase (GCL), através da
formacédo da gama-glutamil cisteina. Logo, quantificamos os niveis de glutationa reduzida (GSH)
pela reacdo com 2,3-naftalenocarboxialdeido, estes que foram lidos em fluorimetro (Victor 2
Perkin Elmer). Ainda, foi analisada a atividade total do complexo de resisténcia a multi-
xenobioticos (MXR), através de sua capacidade de extrusdo de rodamina B (RB). Além disso,
foram feitas analises morfoldgicas, infiltrado inflamatério, quantificacdo de células por campo e
dano tecidual pelo método histoldgico de coloracdo com hematoxilina e eosina. Os dados foram
analisados estatisticamente através da ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey (p<0,05-
significante, p<0,0001-muito significante). Destacamos que a mistura de vestigios metalicos
presentes no PM, s mobilizam as defesas antioxidantes, e que estas sdo utilizadas para manter a
homeostase redox e potencializar o mecanismo cardioprotetor, evitando assim 0 estresse
oxidativo. Nossos resultados apontam que na RI foi necessaria maior sintese de glutamil cisteina
para a formacdo de GSH, e seus niveis ainda assim foram diminuidos, 0 que demonstra a
importancia do presente sistema antioxidante sobre a producdo de ROS mediado por metais.
Obtivemos também uma menor capacidade de extrusdo de xenobioticos pelo sistema MXR e
maior atividade da GST nos grupos da RR. Assim, a exposicdo ao extrato metalico de PM; s, em
RI e RR, demonstraram resultados semelhantes em alguns parametros, o que é explicado pelas
semelhancas e entre 0s niveis e composi¢do quimica de ambas as regides, indicando que as areas
no entorno de regides industriais podem ser igualmente afetadas. Demonstramos ainda, que 0s
metais encontrados no PM, s sdo capazes de bioacumular no tecido cardiaco, causando alteracfes
no perfil antioxidante (ACAP, GST e GSH), causando LPO e consequente dano tecidual, visto
nos dados histopatologicos, prejudicando outros detoxificadores como MXR. Portanto,
concluimos que a exposicdo ao extrato metalico do PM,s tanto de RI, quanto RR resulta em
bioacumulacdo, sendo um importante mediador de lesdo oxidativa e potencial modulador da
homeostase redox, gerando lesdo lipidica e reduzindo a capacidade detoxificadora e
consequentemente causando lesGes teciduais.



1. INTRODUCAO

A identificacdo dos fatores de risco que contribuem para 0 aumento da mortalidade, bem
como o perfil da poluicdo regional, correlacionando o estudo fisiopatoldgico a fatores bidticos e
abioticos, é de grande valia na identificacdo de diferentes patologias (BAI et al., 2007; GILL et
al., 2011; POLICHETTI et al., 2009; TAYLOR et al., 1992). Neste sentido, tem-se dado atencédo
a poluicdo do ar, onde estimativas tracadas pela Organizacdo Mundial de Saide (WHO),
apontam uma taxa de mortalidade mundial de 3 milhdes de pessoas anualmente em decorréncia
da exposicdo a poluentes atmosféricos (ANDRE et al., 2010). Estes que sdo gerados a partir da
emissdo de substancias advindas dos automoveis e industrias, levando a um aumento de 76% na
taxa de mortalidade (ANDRE et al., 2010). Com isso, contribuindo para o agravo das disfungdes
metabolicas e sistémicas. Alguns estudos apontam que a exposicdo a niveis elevados de
poluentes podem causar uma série de prejuizos a salde do individuo (COSTANTINI, 2010;
FUENTES-MATTEI et al., 2010; GILL et al., 2011). Por esse motivo, trabalhos apontam a
importancia de um melhor entendimento a cerca do ambiente em que o individuo esta incluso,
caracterizando patologias de maior incidéncia em regides geograficas especificas, onde se tém
mostrado os efeitos danosos de alguns constituintes presentes no ar, como o material particulado
(GILL et al., 2011). Estudos mostram que o material particulado esta diretamente relacionado
com o desencadeamento de doencas respiratérias como enfisema, doencas pulmonares
obstrutivas cronicas, asma, bronquite e outras, assim como doencas cardiacas como
aterosclerose, hipertensdo, arritmia cardiaca e infarto do miocérdio, sendo estas as mais citadas
(ARAUJO et al., 2008; BAI et al., 2007; GILL et al., 2011; KIM et al., 2012).

E importante considerar a falicidade pelo qual se esta exposto ao PM, sendo possivel
calcular seu fator de deposicdo, assim, os valores de inalagdo do PM se obtem com base na
multiplicacdo da concentracdo do numero de particula (CNP), a massa do PM e o volume minuto
(Vm) (CNP x massa do PM x Vm), sendo o Vm o resultado da multiplicagdo da frequéncia
respiratoria (f) e o volume conrrente (VC) (Vm = VC x f) (INT PANIS et al., 2010). Contudo, 0
aumento nos niveis de poluicdo do ar influenciam a taxa ventilatoria, gerado um aumento ainda
maior na inalagcdo destes poluentes, especialmente em momentos de atividade fisica, podendo
chegar a valores seis a oito vezes maiores do que em repouso (DAIGLE et al., 2003; ZUURBIER
et al., 2009). Com isso, notamos 0 qudo expostos estamos aos PM, porém poucos estudos
mostram seus mecanismos de agdo sobre o organismo e como se d& o desencadeamento

fisiopatogenico.



1.1. CARACTERIZACAO DAS REGIOES DE ESTUDO

E comum que grandes metropoles apresentem elevados indices de polui¢do, como uma
consequéncia da atividade industrial e urbana. Em nosso estudo, uma regido considerada rural e
outra com caracteristicas urbanas/industriais foram analisadas. A cidade de Duque de Caxias
abriga inimeras industrias, com atividades como a producdo de solventes, fabricacdo de tinta,
impressdo, producdo de aco estrutural, fabricagdo de couro e a maior refinaria do pais
(RODRIGUEZ-COTTO et al., 2014). Seropédica, considerada area rural, possui atividade
agricola que vem reduzindo devido a expansdo das industrias vizinhas, dando lugar a extracao
mineral, bem como a presenca de fabricas de cerveja, usina elétrica e producdo de alimentos
(MATEUS et al., 2013). Com isso, Seropédica, apresenta baixos niveis de poluicdo segundo as
diretrizes brasileiras, embora ultrapasse os limites de PM,s segundo a WHO (10 pg m?)
(MATEUS et al., 2013). Considerando que no Brasil ainda ndo existem diretrizes que apontem
os limites diarios para o PM;s. Portanto, as regies de estudo do presente trabalho, tem como
foco dois locais distintos, que sdo areas metropolitanas do Rio de Janeiro. Um € Seropédica e o
comparativo a cargo de Duque de Caxias, uma regido urbana, que divide espaco com industrias.

Duqgue de Caxias apresenta poluicdo devido ao trafego de veiculos, como também a
poluicdo gerada por inddstrias. Duque de Caxias fica a ~52Km da regido a qual sera comparada
(Seropédica), que é considerada uma area rural (RODRIGUEZ-COTTO et al., 2014). Este
comparativo é de extrema importancia, uma vez que Seropédica € um municipio de ~78.000

habitantes e que apresenta pouca geracdo de poluentes industriais (MATEUS et al., 2013).
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Imagem de satélite das regides de coleta do PM do presente estudo e a distancia entre elas. RR (Seropédica) e
RI (Duque de Caxias). Como referéncia, estdo apontadas imagens correspondentes a cada local. Coordenadas
geomeétricas: Seropédica - (22° 44’ 38" S and 43° 42’ 28" W), Duque de Caxias (22°42'15.5"S 43°18'41.3"W).
Imagem retirada e modificada de www.googlemaps.com.
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1.2. MATERIAL PARTICULADO

O material particulado (do inglés particulate matter-PM) é formado primariamente das
emissdes de veiculos e fontes de combustdo, como também a partir de emissbes domesticas,
industriais, incéndios florestais, cigarros e variagdes climaticas, dentre outros (POLICHETTI et
al., 2009). O PM contém grande teor de elementos quimicos, ficando estes em suspensao e
formando particulas (ARAUJO et al., 2008). As particulas e os poluentes, independentemente da
regido, podem conter gases como o oxido nitrico (NO), didxido de enxofre (SO,), 0z6nio (Os),
monoxido de carbono (CO) e outros residuos de elementos variados (BAl et al., 2007; GIODA et
al., 2011). Um importante poluente é o CO, que apresenta influéncia sobre a contratilidade dos
cardiomiécitos, através da diminuicdo da sensibilidade dos miofilamentos por calcio (Ca®"),
influenciando no ciclo de contracdo-relaxamento, sendo a exposicdo crénica, um fator proé-
arritmogénico (ANDRE et al., 2010). Neste sentido, numa tentativa de compensagdo para uma
melhor funcionalidade do sistema circulatério, € aumentada a producdo do NO enddgeno
(POWERS & JACKSON, 2008). No entanto, mediante aumentos nas liberagdes de anion
superéxido (Oy), este pode vir a formar o peroxinitrito (ONOQ), estando o oxigénio (O,)
presente na reagdo (NO+O, = NO,+O, = ONOO"), assim o0 ONOO" é uma espeécie reativa de
nitrogénio (ERN), também conhecido por danificar estruturas celulares (POWERS &
JACKSON, 2008; TABIMA et al., 2012). Podendo ser encontrados também, elementos
inorganicos como parte integrante do PM (PERRONE et al., 2010). Quanto a suas dimensdes, 0
PM ¢ classificado em tamanhos que variam desde PM<0.1 um a PM10 pm (PMo1—PMyy), onde
os PM<0.1 um séo particulas ultrafinas (UFP) e PM<2.5 um particulas finas (FP), sendo estas,
capazes de permanecerem por mais tempo no ar e apresentarem maior permeabilidade no epitélio
alveolar (POLICHETTI et al., 2009). Estes constituintes podem alcancar as vias aéreas
superiores, chegando até os pulmdes e coracdo, através da circulacdo e causando danos a saude
por reagir com outras moléculas e no contato celular (ARAUJO et al., 2008; POPE, 2000). Ja o
PM<10 pum (PMjp), uma vez inalado, fica acumulado nas paredes alveolares, causando reagdes
inflamatorias na regido, e estd relacionado com risco de morte, sendo que tanto a exposicdo
crénica quanto aguda, gera alteracfes da pressdo arterial sistolica e aumento da morbidade e
mortalidade por exposicdo (BAI et al., 2007; GILL et al., 2011). Devido a isso, estudos
experimentais, epidemioldgicos e clinicos em associacdo, sdo de extrema importancia,
levantando indicios que apontam o PM como importante fator de risco (POLICHETTI et al.,

2009). No entanto, sé@o as UFP quem apresentam maior capacidade sistémica de causar estresse



oxidativo e de interagir com proteinas plasmaticas, interferindo na resposta inflamatdria
(ARAUJO et al., 2008). Isso porque sdo rapidamente absorvidas, vindo a alcancar o sistema
circulatério, atingindo outros 6rgdos (POLICHETTI et al., 2009). A cardiotoxicidade de regides
urbanas apontam indices aumentados de isquemia do miocérdio, estando correlacionado a
toxicidade do local, apontando a poluicdo do ar como promotora de regulacdo de genes
inflamatorios, desequilibrio da proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose (VILLARREAL-
CALDERON et al., 2012). Em adicdo, alteracdes génicas responsaveis pelo desequilibrio entre o
processo de fissdo/fusdo mitocondrial, também foram observados em ratos expostos aos PM; s
(LIetal., 2015).

Os metais fazem parte da composicdo do PM independentemente do tamanho e
apresentam heterogeneidade, onde podemos encontrar o silicio (Si), aluminio (Al), calcio (Ca),
ferro (Fe), titanio (Ti), vanadio (V), cromo (Cr), niquel (Ni), cobre (Cu), zinco (Zn) e chumbo
(Pb) (POLICHETTI et al., 2009). Além desses, também o potéssio (K), sddio (Na), antiménio
(Sb), cadmio (Cd) e o magnésio (Mg) (KIM et al., 2015b), bem como arsénio (As), manganés
(Mn), cobalto (Co), molibdénio (Mo), selénio (Se) e mercuario (Hg) (QUITERIO et al., 2004).
Neste sentido, € uma priori entender que mesmo em baixas concentracGes, metais apresentam
alta capacidade de interacdo com elementos bioldgicos, exercendo efeitos fisiologicos
significativos (KONTAS, 2007; QUITERIO et al., 2004). Em estudos ex-vivo, 0s metais
sollveis contidos no PM reduzem a capacidade de recuperacdo pds eventos de isquemia e
reperfusdo, uma vez que sdo capazes de alterar a homeostase do Ca?*, inibindo o influxo celular e
abrir canais de Ca* intracelulares (BAGATE et al., 2006). Ja se sabe que 0s niveis de metais em
regides industriais alcancam valores duas vezes maiores em comparacdo a locais rurais,
explicitando interdependéncia da concentracdo e a regido onde este esta sendo coletado (GIODA
et al., 2011; STEENHOF et al., 2011). Assim sendo, trabalhos prévios apontam maior incidéncia
de metais contidos no ar atmosférico das mesmas zonas que pretendemos estudar, bem como
suas possiveis vias de acédo, dentre eles podemos citar o Fe (MATEUS et al., 2013). Este metal
estd em grande concentragdo no corpo humano e tem importante fungdo na interagdo com o O,
por ser um metal de transicdo que apresenta alta capacidade de oxidacdo, sendo transportado por
proteinas especificas (PUNTARULO, 2005). O Ni, que é um importante desencadeador de uma
cascata de respostas fisiologicas, apresentando capacidade hipotérmica e arritmogénica em
coragBes de ratos, podendo também causar lesGes oxidativas devido & inibicdo de enzimas

antioxidantes (CAMPEN et al., 2001). O Ni, assim como Hg, apresentam toxicidade aguda,



ocorrendo alteragcbes dos mecanismos antioxidantes e consequente lipoperoxidacdo (LPO),
gerando também aumentos nas concentracdes de Fe, tendo sido testado em ratos (STOHS &
BAGCHI, 1995). Os efeitos do Ni em sinergismo com V podem iniciar a geracdo de agentes
inflamatorios nos pulmdes,causar bradicardia, hipotermia e elevacdo dos niveis de fibrinogénio,
visto em ratos (CAMPEN et al., 2001). Metais como V e Fe apresentam a mais elevada
capacidade oxidante e potencial de geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), também em
ratos (CAMPEN et al., 2001). Além disso, induzem a formacdo de ERNS, que influenciam na
oxidagdo promovida pela xantina oxidase (XO). Esta enzima degrada a hipoxantina (HX) em
xantina (XN) e logo em acido urico (AU), um antioxidante ndo enzimatico que possui grande
afinidade por metais (TABIMA et al., 2012). Ja o Cd, aumenta a LPO logo ap6s o contato com
os tecidos, ndo estando relacionado a geracdo de espécies reativas de oxigénio (STOHS &
BAGCHI, 1995). Alguns metais como As e Sb, apresentam citotoxicidade devido a sua
capacidade de oxidacao de grupos sulfidrila, em enzimas e mitocondrias e, com isso, prejudican-
do a respiracdo celular (LESLIE et al., 2001). Outro metal é o Cr, que é de grande potencial
carcinogénico, gerando também LPO e dano de DNA. Em contra partida, o Zn parece influenciar
na estabilizagdo da membrana celular, diminuindo a formagéo de ROS (STOHS & BAGCHI,
1995). Assim, vemos que cada metal possui um efeito especifico, e a interacdo dos sistemas
biolbgicos ira gerar respostas também especificas, apresentando efeitos toxicocinéticos variaveis
(STOHS& BAGCHI, 1995). Com base nisso, quando ocorre a exposi¢do sinérgica de poluentes,
pode ser gerada uma resposta inesperada, considerando que a coexposicdo e consequente
interacdo entre os elementos pode ser um fator importante na resposta celular (SAIDI et al.,
2013). A interacdo entre os metais presentes no PM e os sistemas biolégicos pode ser um
determinante crucial no entendimento toxicoldgico da poluicdo do ar e seus efeitos negativos
sobre 0s Grgdos, uma vez que esta interagdo pode potencializar ou inibir uma resposta protetora
da célula (CAMPEN et al., 2001). Nossas regifes de estudo serdo dois locais do estado do Rio de
Janeiro, Brasil, onde os metais mais encontrados em fase aquosa, em zonas urbanas sdo o V e Ni
(40%), Al e Fe (<3%), estando presentes também o Zn, Si e Cu em propor¢6es menores (GILL et
al., 2011; GIODA et al., 2011).

1.3. SISTEMAS ANTIOXIDANTES E ESTRESSE OXIDATIVO
Recentemente, estudos apontam o estresse oxidativo como um importante marcador na
caracterizacdo patogénica, apresentando grande potencial de causar danos a saude, sendo

considerado resultado da acdo de agentes oxidantes (RODRIGUEZ, 2001). Condicdes de reducgéo
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da capacidade antioxidante, ou incapacidade desta em combater EROS, resulta no
comprometimento do sistema imune, alteraces dos niveis hormonais, metabolismo lipidico,
inducdo de mudancas no DNA, cancer, entre outros (COSTANTINI, 2010; FUENTES-MATTEI
et al., 2010; LUSHCHAK, 2011). A producdo de ROS é um evento normal durante o
metabolismo celular, na reducdo parcial do O,, obtendo como produto intermediario o Oy,
peroxido de hidrogénio (H,0,) e/ou radical hidroxila (OH") (ABELE & PUNTARULO, 2004).
Porém, EROS também pode ser intensificado por estresse ambiental, todavia, 0s organismos
possuem maquinarias enzimaticas para prevenir e/ou limitar os possiveis danos gerados por
EROS (CAVALETTO et al., 2002). Apo6s o desequilibrio entre a formacdo de EROS e sua
detoxificacdo, ocorre um estado de oxidacdo do tecido aumentando ainda mais a producdo de
ROS intra e extracelular (ABELE & PUNTARULO, 2004). Com isso, se inicia uma série de
reacOes na tentativa de resistir a peroxidacdo lipidica que foi desencadeada, ativando complexos
enzimaticos e/ou conjugando antioxidantes ndo enzimaticos como flavonoides, ubiquindis,
vitaminas (A, C, E), bem como a glutationa, os quais contribuem com o sistema antioxidante
enzimatico (URSO & CLARKSON, 2003). Contudo, a continuacdo da formacdo de EROS altera
a relacéo entre a formacédo de glutationa reduzida e sua forma oxidada (GSH/GSSG), bem como
a razdo do dinucleotideo adenina nicotinamida reduzido e oxidado (NADH/NAD) (ABELE &
PUNTARULO, 2004). Ainda, os mecanismos antioxidantes contam com a prevencdo da
formacdo de EROS e reparo celular, mantendo o estado redox dentro de uma faixa de variacao,
qgue na presenca de elevada concentracdo de metais de transi¢do, este estado redox pode ser
comprometido (VALKO et al., 2006). Em contrapartida, a producdo de EROS tem sido relatada
também como um importante mecanismo de sinalizacdo celular, induzindo a expressdo de genes
pr6 inflamatdrios (GONZALEZ-FLECHA, 2004). Isso se da, através da regulacdo de fatores de
transcricdo sensiveis ao estado redox, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interleucina 8 (IL-8) (GONZALEZ-FLECHA, 2004).

Deve-se considerar a geracdo espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONS), como
respostas fisiologicas importantes, onde somente a formacdo destas espécies em propor¢oes
acima da capacidade de detoxificacdo leva ao estresse oxidativo (TABIMA et al., 2012).
Portanto, a inflamacéo é uma das principais respostas alveolares resultantes da geracdo de RONS
em decorréncia da exposicio ao PM (GONZALEZ-FLECHA, 2004). Assim, cada EROS possuli
um mecanismo de detoxificacdo, a exemplo, o O,, que é reduzido a H,O, pela enzima
superdxido dismutase citoplasmatica (CuzZnSOD), ou mitocondrial (MnSOD) (ABELE &



11

PUNTARULO, 2004). O H,0,, que pode ser convertido ao OH" pela reacdo de Fenton ou sofrer
decomposicdo pela enzima catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx), gerando &gua e O;
(CAVALETTO et al., 2002). Além disso, o combate a EROS apresenta também mecanismos
antioxidantes ndo enziméaticos como a GSH e uma gama de vitaminas capazes de contribuirem
para a detoxificacdo (ABELE & PUNTARULO, 2004; JI, 2001).

A GSH ¢ sintetizada pela acdo de duas enzimas, primeiramente a glutamato cisteina
ligase (GCL), conjugando o glutamato e a cisteina, formando o gama glutamil cisteina, logo, a
glutationa sintetase (GSS), que liga a glicina formando a GSH (UCHIDA et al., 2010). Apoés a
oxidacdo da GSH, esta é convertida a glutationa oxidada (GSSG), que sofre acdo da enzima
GSSG redutase (GSSG-R), que converte novamente a GSSG em GSH, e este ciclo é de extrema
importancia para o equilibrio redox. Os niveis de GSH também podem estar ligados a ativacéao
das caspases, e com isso as vias de sinalizacGes apoptoticas, bem como, a inibi¢do do complexo |
mitocondrial, devido a S-nitrosilacdo deste, quando em baixos niveis de GSH (BALLATORI et
al., 2009). Danos no ciclo da GSH contribuem com o desencadeamento do estresse oxidativo,
como também na atividade da GST, que atua na catalisacdo da conjugacdo da GSH com
xenobioticos (BALLATORI et al., 2009; ROMIEU et al., 2008). A GST faz parte de uma
superfamilia de enzimas que em humanos se duvide em até sete isoformas, dentre elas: alpha,
mu, pi, sigma, theta, zeta, e omega, onde algumas de suas subfamilias apresentam capacidade
especifica de metilacdo de metais pesados como o As inorganico (CHOWDHURY et al., 2006).
A GST apresenta também, capacidade de ligagdo a uma gama de horménios e metabolitos
enddgenos, mediando o transporte intracelular destes produtos (WARHOLM et al., 1981).
Podendo se ligar tanto de forma covalente quanto ndo covalente, apresentando também um
importante papel regulador na ativacdo de proteinas quinases ativadas por mitdégenos (MAPK), e
com isso influenciar na via de sinalizagdo de sobrevivéncia ou morte celular (TOWNSEND &
TEW, 2003). A variacdo na expressao das isoenzimas da GST pode ser um fator crucial na
predisposi¢cdo do individuo aos efeitos toxicos e elementos cancerigenos (SHEWEITA &
TILMISANY, 2003). Nesta condicdo, a GST protege as células cancerigenas contra o estresse
oxidativo, induzindo resisténcia adicional a drogas de combate ao cancer, contribuindo com o
complexo de resisténcia a multi-xenobioticos (MXR), devido a sua capacidade de extrusdo de
conjugados (KRISHNA & MAYER, 2000). Além desses sistemas antioxidantes, proteinas com
multiplas funcdes bioldgicas, como as metalotioneinas (MT), que apresentam atividade regulada

por metais como Cu e Zn, detoxificando outros metais como Cd e Hg, ajudam a regular a
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homeostase redox celular, tentando evitar o desencadeamento do estresse oxidativo
(CAVALETTO et al., 2002).

A interacdo de metais com outras moléculas no ambiente celular pode gerar alteracfes
bioldgicas, a exemplo, a reacdo de Haber-Weiss, onde o grau de toxicidade do anion radical
superéxido (O,") e H,O, se da em decorréncia de sua reacdo com Fe, formando o OH’,
provocando prejuizos as membranas, proteinas e ao DNA (PUNTARULO, 2005). Além disso, é
importante considerar a acéo sinérgica de respostas celulares pulmonares sinalizando as células
cardiacas sobre a presenca de provaveis agentes oxidantes, pela a¢do conjunta de variados
agentes pré inflamatérios como TNF e IL-8 (GONZALEZ-FLECHA, 2004). Assim, a partir de
fosfolipideos de membrana, a fosfolipase A, (PLA,) inicia a sintese de &cido araquidénico, este
que € substrato para a formacdo de componentes inflamatdrios e consequente aumento da
geracdo de EROS (TABIMA et al.,, 2012). Através do aumento da atividade de agentes
quimiotaticos, prostaglandinas (PGH) sdo mobilizadas ao local da lesdo, contendo grande
namero de células polimorfonucleares (PMN), estes que durante a fagocitose de restos celulares
liberam O, (JI, 2001). Com isso, vindo a ser catalisado por antioxidantes enzimaticos como
SOD, formando o H,O; que na presenga de metais de transicao (Fe, Cu, Zn) é convertido a OH’,
ou ainda acido hipocloroso (HOCI) (JI, 2001). Portanto, se torna evidente a influencia que o PM
apresenta sobre os potenciais efeitos pré inflamatdrios, onde ja é aceitavel que este atinja a
circulacdo sanguinea por diferentes vias, ultrapassando as paredes dos alvéolos ou apés a
fagocitose por macréfagos alveolares (ARAUJO et al., 2008; POPE, 2000). Além disso, é bem
aceito que o PM; s € um potente indutor de oxidacdo mitocondrial, gerando estresse oxidativo em
pulmao, e ainda possui potencial carcinogénico, através da capacidade de EROS de inativar vias
de supressdo tumoral (SOBERANES et al., 2012). Com isso, a exposicdo a longo prazo esta
diretamente relacionada a aumentos significativos de morte por cancer de pulméo e coragéo
(POPE lll et al., 2002).

Os elementos que compde a poluicdo do ar parecem ser capazes de inibir a atividade das
enzimas antioxidantes: SOD, CAT e glutationa peroxidase (GPx), atribuindo esta resposta a
super atividade da tiorredoxina redutase (TrxR), como consequéncia da cronicidade de exposi¢do
(ANDRE et al., 2010; ROMIEU et al., 2008). Estas modula¢Ges enziméticas fazem com que
cardiomidcitos apresentem alteragcdes fenotipicas caracteristicas da insuficiéncia cardiaca (IC),
apresentando também intima relacdo com altera¢Ges na viscosidade do sangue e evidente inducéo

do estresse oxidativo (ANDRE et al., 2010). Tem sido documentado também, que aumentos na
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atividade da GPx e GST na conjugacdo da GSH com xenobidticos e radicais livres, podem estar
relacionado a superexpressdo destas enzimas huma proporcéo descontrolada, estando relacionado
com tumores malignos, como mecanismo de protecdo contra o reconhecimento por linfocitos
citotoxicos (RAJNEESH et al., 2008).

1.4. RESISTENCIA A MULTI-XENOBIOTICOS (MXR)

O complexo MXR € resultado de transportadores de membrana dependentes de
trifosfato de adenosina (ATP), entre outros fatores, € um mecanismo idéntico ao encontrado em
células tumorais, conhecido como resisténcia a multiplas drogas (MDR) (TOOMEY & EPEL,
1993). Embora presente em varios tecidos saudaveis, estes transportadores sdo ainda assim
encontrados com maior prevaléncia em células cancerigenas (GOTTESMAN et al., 2002). As
superfamilias de proteinas transportadoras, conhecidas também como cassetes ligados ao ATP
(do inglés ATP-binding cassette - ABC), partilham de algum grau de homologia em sua
sequéncia de aminoéacidos, estando preservada em seus dominios e subdivididos em sete familias
(A-G) (KUNJACHAN et al., 2013). S&o bombas transmembranares de extrusédo de
xenobidticos, que incluem dentre outras, duas importantes subfamilias como a glicoproteina-P
(Pgp ou ABCBL), e a proteina de resisténcia associada a multiplas drogas (MRP1 ou ABCC1)
(MOLINAS et al., 2012). Os transportadores ABC sdo dependentes da hidrélise do ATP, logo
sdo ATPases, facilitando o transporte ativo de substancias através das membranas (HASLAM et
al., 2015). Como exemplo, inibidores da tirosina quinase e nucleotideos ciclicos como o
monofosfato de adenosina ciclico e o0 monofosfato de guanosina ciclico (AMPc e GMPc) e até
derivados do acido araquidénico (HASLAM et al., 2015). Além disso, MRP1 também é um
transportador ativo primario de produtos da LPO, bem como de GSH e alguns metais, evitando a
acumulacao intracelular (LESLIE et al., 2001). De maneira geral, 0 complexo MDR néo é so re-
sultado da acdo das bombas de efluxo, mas também da capacidade de reparo do DNA, inibicao
das vias apoptdticas, alteragdes da composicdo da membrana celular e biotransformacdo de
drogas, culminando na modulacdo da expressdo destas bombas (KUNJACHAN et al., 2013).
Assim, é sugerido como um mecanismo que apresenta acdo priméria essencial na defesa contra
xenobidticos, apresentando grande ubiquidade (KURELEC et al., 2000), sendo um sistema inato,
gue responde a eventos citotoxicos e que tem propriedade de ampliar sua capacidade,
evidenciando uma resposta adaptativa. Assim, MXR também é um importante meio de prote¢édo
contra agressdes ambientais através da detoxificacdo frente a exposigcdo por metais (CHIN et al.,

1990). A extrusdo de metais pelo MRP1, parece estar relacionada com o efluxo de GSH, ndo es-
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tando claro ainda se estes se encontram conjugados, no entanto isto sugere que a extrusdo de
metais, por este complexo, ocorre por um mecanismo GSH- dependente (LESLIE et al., 2001).
De fato, parece existir cotransporte de muitas substancias quando conjugadas com GSH,
aumentando a resisténcia mediada por MRP1 (HIPFNER et al., 1999). Além disso, este sistema
transporta uma ampla variedade de substratos, incluindo os contaminantes hidrocarbonetos poli-
ciclicos aromaticos (PAH) e bifenilos policlorados (PCB), impedindo sua acumulacdo (SAEZ et
al., 2008). No entanto, esta exposi¢do pode resultar da ativacdo de agentes de detoxificacdo em
associagao, como a citocromo P450 oxidase (P450) e o transportador de mdultiplas drogas P-

glicoproteina (PGP), que podem responder a qualquer droga (GOTTESMAN et al., 2002).

A hipétese do presente estudo é que a composicdo do PM<2.5, na regido de estudo,
apresenta elementos tdxicos, capazes de gerar uma cascata de efeitos que variam desde a
modulacdo dos sistemas antioxidantes e alteracGes da resposta de detoxificacdo celular. Com
isso, pode vir a prejudicar o sistema cardiaco, através de uma cascata de reacGes bioquimicas em
detrimento da concentragdo e interacdo dos elementos encontrados. Para tanto, foram avaliados
aspectos relacionados a bioacumulacdo no tecido cardiaco, determinacdo de EROS, capacidade
antioxidante total, atividade da GCL, formacdo de GSH e atividade da GST. Também foi
quantificada a atividade do mecanismo de resisténcia a multi-xenobidticos (MXR), infiltrado
inflamatorio, dano e proliferacdo celular no coracdo de Rattus norvegicus, frente a exposicao ao
PM<2.5. As regides de estudo fornecem um comparativo, a fim de saber se locais menos
poluidos, realmente estdo livres dos danos causados pelo PM. Neste sentido, este estudo pode vir
a fornecer dados a 6rgados de fiscalizacdes a cerca da toxicidade do PM do ambiente de coleta,
contribuindo na complementacdo dos dados toxicoldgicos que constituem bases de informacGes
no Brasil, vindo a reforcar as Resolucdes n® 003/1990 e n° 008/1990 do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA).

2. OBJETIVO GERAL

e Quantificar a composicao dos filtros coletados e a constituicdo do PM, s de cada regido de

estudo;
e Verificar possiveis diferencas toxicoldgicas entre os PM, 5 sobre o tecido cardico;

e Fazer curvas concentracdo-resposta frente ao extrato do PM, s
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2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
o Verificar a possivel bioacumulag&o no tecido cardiaco;
e Determinar a formacao de EROS;
e Quantificar a capacidade antioxidante total contra o radical peroxil (ACAP);
e Avaliar o grau de LPO;
e Mensurar a atividade da GCL e GST,;
e Quantificar os niveis de GSH;
e Determinar a atividade do complexo MXR,;

e Verificar a possivel presenca de infiltrado inflamatério e danos teciduais no tecido

cardiaco.
3. MATERIAIS E METODOQOS

Nossos experimentos estdo em conformidade com as normas e diretrizes do bem estar
animal e de acordo com a aprovacdo do comité de ética ao uso animal da Universidade Federal
do Rio Grande (CEUA-FURG), sob nimero de processo Pq0075/2014.

3.1. AMOSTRAGEM

Amostras de material particulado (PM,5s) foram coletados no estado do Rio de Janeiro,
Brasil, em duas regides distintas, uma caracterizada como urbana/industrial, regido metropolitana
do RJ (Duque de Caxias), e outra rural (Seropédica). As amostras foram coletadas utilizando
amostradores de grande volume (Energética, SP) com fluxo médio de 1 m®min. e fixados a ~2 m
do solo. As coletas foram realizadas a cada 6 dias durante 24 h, entre os meses de junho a agosto
de 2012, usando filtros de microfibra de vidro borosilicato (Energica 254 X 203 mm, espessura
de 0,22 um). Para realizar nossos experimentos, os filtros contendo PM, s foram pesados e uma
aliquota extraida, sob agitacdo, com solugdo salina (0,9% NaCl), sendo este o veiculo de
exposicéo por via intra peritoneal (IP). Os filtros foram diluidos na proporcéo de 1 g para 100 ml

de solugéo salina, sendo entéo filtrado em malha de 30 um e, posteriormente, filtrado novamente
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em filtro de seringa (0,45 um), logo, tudo aquilo maior que 0,45 um ficou retido, ndo tendo sido
usado, e com isso, nos assegurando maior homogeneidade na composicdo das particulas que
compunham as solucdes. A solugdo obtida a partir das filtragens foi um extrato bruto de PM;s,
considerada a de maior concentracdo (SC) de cada regido. Logo, outras duas concentragdes foram
obtidas a partir da SC, que foram diluidas 5X e 10X em solucdo salina. Isso nos permitiu
elaborar uma curva de dilui¢des seriadas a partir da SC, obtendo concentragdes decrescentes (SC,
5X diluido e 10X diluido), a fim de obter dados correspondentes a diferentes respostas frentes ao
extrato das duas regides e se estas respostas sdo concentracdo-dependentes. Os filtros utilizados
estdo exemplificados na figura 1, sendo possivel ver o filtro branco, limpo de PM, o filtro que

ficou exposto a regido rural e o filtro exposto a regido industrial (A, B e C respectivamente).

Imagem 1. Imagem dos filtros utilizados, contendo PM,s. A) filtro branco, B) filtro exposto & RR,C)
filtro exposto a RI.

3.2. MODELO ANIMAL E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 56 ratos machos da linhagem Wistar, com 3 meses de idade, pesando
aproximadamente 250g. Os animais foram obtidos do centro de reproducéo e experimentagéo de
laboratério (CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e mantidos no
biotério de roedores convencionais do Instituto de Ciéncias Biol6gicas (ICB) da Universidade
Federal do Rio Grande - FURG. Foram mantidos em gaiolas coletivas (3 e 4 animais por caixa) e
alimentados com racao propria para roedores e com agua “ad libitum”, mantidos em sala com
ciclo claro/escuro de 12h/12h, com temperatura controlada (24+2°C). Foram elaborados oito
grupos de sete ratos para a realizacdo do experimento, sendo um grupo controle sem filtro,
somente solucdo salina 0,9%, (CT) e um grupo controle com a diluicdo de um filtro limpo de
PM, caracterizado como filtro branco (FB). Os filtros coletados em Seropédica correspondem a
regido rural (RR), destes fizemos: 1 grupo com diluicdo de 10X, 1 grupo com diluicdo de 5X e 1
grupo com o extrato concentrado (SC). O mesmo foi realizado para os filtros coletados na regido

de Duque de Caxias, esta que corresponde a regido urbana/industrial (RI). O grupo exposto ao
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filtro limpo de PM foi considerado o controle da descri¢do dos resultados. O grupo controle sem
filtro, somente solucdo salina (CT) foi utilizado a fim de verificar uma possivel toxicidade dos

filtros, ja que os mesmo possuem alguns elementos quimicos em sua constituicao.

Grupos CTR RR
Concentragdes | CT | FB | 10X |5X [ SC

Para a exposi¢do, 0s grupos receberam por via intraperitoneal (IP) durante 25 dias

ininterruptos 1 mL das solu¢bes com diferentes concentracdes de PM (10X, 5X e SC), bem como
nos controles com filtro branco (FB) e também nos controles sem filtro (CT). Os animais foram
finalizados por decapitacdo 24 h apds o ultimo dia de administracdo e os coracGes foram

dissecados para as analises bioquimicas e histolégicas.
3.3. BIDACUMULACAO

Para se verificar a bioacumulagdo, o coracdo foi removido, pesado e liofilizado, até que
0S pesos das amostras permanecem constantes. Logo, foram enviados para PUC-Rio, para
quantificacdo de metais por espectrometria de massa com plasma acoplado indutivamente (ICP-
MS). Para a quantificacdo dos metais, apés a liofilizacdo, os cora¢des foram mantidos em 2,5 mL
de &cido nitrico (HNOg3") durante 12 horas, e entdo as amostras foram aquecidas durante 4 h a 80

°C e, posteriormente centrifugadas e analisadas, conforme Mateus et al., (2013).

3.4. ENSAIOS BIOQUIMICOS

3.4.1.DOSAGEM DE PROTEINAS

Para as andlises bioquimicas, a determinacdo da concentracdo de proteinas foi realizada
com uso do Biureto, conforme prescrito no Kit. Neste ensaio 100 mg do tecido foi
homogeneizado em 400 pL de tampdo, contendo Tris-HCI (100 mM), EDTA (2 mM),
MgCl,.6H,0 (5mM) que foram diluidos em 500mL de &gua ultra pura (Milli-Q) e pH ajustado
em 7,75, sendo adaptado quando necessario para analises especificas. Logo apds, as amostras
foram centrifugadas a 10.000 G em 4 °C por 20 minutos e o sobrenadante utilizado para
mensurar a concentracdo de proteinas de cada tecido. Apds, 375 pl de Biureto foi adicionado em
todos os ependorffs e acrescido 7,5 pl de tampdo de homogeneizagdo para o branco, 7,5 pl de
padréo para o controle de padronizacdo de fluorescéncia ou 7,5 pl de amostras nos ependorffs

correspondentes e em duplicata. Entdo, o contetdo foi homogeneizado e a micro placa foi
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montada com 150 pl e em duplicata pra cada ependorff, sendo entdo lida no ELISA com

comprimento de onda de 550 nm.

3.4.2. DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES DE ESPECIES REATIVAS DE
OXIGENIO (ROS).

Para a quantificacdo de ROS, tivemos como base o método descrito por Viarengo et al.,
(1999), que consiste na geracdo de fluorocromo a partir da adicdo de diacetato de 2,7’
diclorodihidrofluoresceina 16 uM (H,DCF-DA, Molecular Probes) diluido em 4,275 mL de
alcool 100%, que na presenca de ROS do sobrenadante, é detectado no leitor de microplacas
(Victor2, Perkin Elmer), com comprimento de ondas de 488 nm para excitacdo e 525 nm para
emissdo. Assim, para a montagem das placas fizemos triplicatas de branco com tampé&o de reagéo
contendo em nM: 30 de HEPES, 200 de KCl e 1 de MgCl,, em H,0 ultra pura e pH7,2 e tampéo
de homogeneizacdo (10 pL). O volume final para todas as pocas 147,5uL, dos quais foram em
pL: 127,5 tampéo de reacdo (HEPES 30 mM, KCI 200 mM, MgCl, 1 mM), 10 sobrenadante do

tecido, 10 de H,DCF-DA. Os resultados foram analisados por &rea relativa de fluorescéncia.

3.4.3.QUANTIFICACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL CONTRA O
RADIAL PEROXIL (ACAP).

Para a determinacdo de ACAP, seguimos o mesmo protocolo de quantificacdo de ROS,
porém, utilizamos meia placa 7,5 pL agua Milli-Q, (controles), com outra metade que continha
um gerador de radicais peroxil. Portanto, a partir da técnica de determinacdo de ROS,
adicionamos 7,5 pL de diidrocloreto de metilpropionamidina (ABAP; 4 mM; Aldrich),
comparando as amostras com este gerador de radicais peroxil, com as que ndo adicionamos.
Sendo entdo as amostras lidas (Victor2, Perkin Elmer) a 37 °C, com comprimento de onda de
488 nm de excitagdo e 525 nm de emisséo, conforme descrito por Amado et al., (2009). Os

resultados foram expressos por area relativa de fluorescéncia.
3.4.4.DETERMINACAO DE LIPOPEROXIDACAO (LPO)

Utilizamos o método descrito por Oakes & Van Der Kraak (2003), que consiste em gerar
fluorescéncia a partir da conjugacdo entre o &cido tiobarbiturico (TBA) e um dos produtos finais
da peroxidacdo lipidica, o malondialdeido (MDA). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro,

em 520 nm, de excitacdo e 580nm de emissdo. Para isso, foi feita uma curva padrdo com 1.21436
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nmol/uL, que continha 50 nmol em 41.2 pL, de 1,1,3,3-tetramethoxypropane (TMP),
adicionando 5 pL de TMP a 25 mL de H,O ultra pura, sendo este o padrdo de 50 nmol que foi
diluido seriadamente para obtencdo de uma curva padrdo (0,006 nmol, 0,01221 nmol, 0,02441
nmol, 0,04883 nmol, 0,09766 nmol, 0,19631 nmol, 0,39063 nmol e 0,78000 nmol). Logo,
utilizamos 100 pL de sobrenadante das amostras, e em todos o0s tubos de ensaio, adicionamos 20
pL de hidroxitolueno butilado (BHT) (15,5 mg em 50 mL etanol), exceto na curva padréo, 150
pL de &cido acético 20%, 150 pL de TBA (0,4 g em 50 mL H,O ultra pura), 50 pL H,O ultra
pura, 20 pL SDS (8.1%). Ap6s a homogeneizagdo, os tubos foram colocados em banho em 95 °C
por 30 minutos. Ao final, adicionado 100 uL de H,O ultra pura e 500 pL de n-butanol em cada
tubo, homogeneizados e centrifugados (3.000 rpm, 10min.,15 °C), separando assim as fases
organica e inorganica. A seguir, com 0s sobrenadantes, foram montadas as microplacas em

quadruplicada e s resultados foram expressos em nmol de MDA por mg de proteinas.
3.45.ATIVIDADE DA GLUTATIONA S-TRANSFERASE (GST)

Para determinar a atividade da GST, adicionamos 25 mM de GSH (Sigma) em 50 mM
do reagente 1-cloro-2,4 dinitrobenzeno (CDNB, Sigma), sendo a leitura realizada em 340 nm.
Utilizamos tampéo fosfato (0,1 nM) para a reagdo a pH7.0, conforme descrito por Habig &
Jakoby (1981). Por se tratar de um ensaio cinético, foram feitas oito leituras a cada 15 segundos,
de apenas duas colunas por vez, tendo como pocas padrdes o tampao de homogeneizagao (10 uL)
acrescido de 235 pL de solucdo de CDNB (50 mM) todas as pocas, e para as amostras, foram
adicionados 10 pL do sobrenadante. A leitura foi feita em comprimento de onda de 340 nm e 0s

resultados expressos em nmoles de CDNB/min/mg de proteina.

3.4.6.DETERMINACAO DA GLUTAMATO CISTEINA LIGASE (GCL) E
CONCENTRAGAO DA GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) TOTAL

Quantificamos a concentragdo total da glutationa reduzida (GSH) e atividade da GCL
conforme White et al., (2003), onde GSH é capaz de reagir com o composto 2,3-
naftalenodicarboxialdeido (NDA), gerando fluorescéncia. Adicionamos acido tricloroacético as
amostras, para que ocorresse a precipitacdo das proteinas, sendo entdo as placas levadas para
centrifuga por 5min. Ao final o sobrenadante foi transferido para as placas e lidas em
espectrofotémetro (Victor 2, Perkin Elmer). Adicionamos a cada poca das placas a solucdo de

derivacdo do NDA e incubamos por 30 minutos, entdo as amostras foram lidas a 480nm/520nm
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excitacdo/emissdo respectivamente. A quantificacdo da atividade da GCL foi feita pelos niveis de
y-glutamil cisteina/mg de proteina, e os niveis de GSH estdo expressos em nmoles de GSH/mg

de proteina.

3.5.ATIVIDADE DOS TRANSPORTADORES DO MECANISMO DE
RESISTENCIA A MULTI-XENOBIOTICOS

A determinacgéo da atividade dos transportadores do mecanismo de resisténcia a multi-
xenobidticos (MXR) ocorreu seguindo o protocolo descrito por Kurelec et al., (2000), com base
no conhecimento de que este mecanismo tem como substrato a Rodamina B (RB). Foram
incubados por duas horas 50 mg dos cora¢cdes de uma mesma regido (apice) em 500 uL de RB
(10 nM). Ap0ds a incubacéo (2 h), os tecidos foram lavados em solucéo salina, para a retirada do
excesso de RB, secados e congelados para leitura Gnica. Logo ap6s, foram homogeneizados em
400 pL de H,O Milli-Q e centrifugados (7500G, 5min). O sobrenadante foi colocado em pocas
contendo 200 pL (duplicata), tendo como branco, o0 mesmo numero de amostras de pocas (H,O
Milli-Q). Assim, a partir do método de bioacumulagdo do substrato fluorescente RB, foi possivel
detectar as variacGes funcionais do complexo. Quanto maior a acumulacdo do substrato no
interior da célula, menor a atividade de MXR em retirar RB do meio interno celular. Os dados

foram interpretados pelo nivel de RB/mg de tecido.

3.6.HISTOLOGIA

As analises histologicas foram realizadas conforme metodologia descrita por Carson &
Hladik ( 2009). Assim, através de cortes (6um) dos coracfes, que estavam fixados em formalina
10%, estes foram processados e fixados, sendo entdo as laminas coradas com hematoxilina e
eosina (H&E). O exame histoldgico foi feito com uso de um microscépio de luaz (Olympus-BX
51).

3.7. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente, sendo representados como média +
EPM. A comparagdo entre os grupos foram realizadas utilizando one way ANOVA seguido do
teste de Tukey. Também foi utilizado o teste t-student para 0 comparativo entre a composi¢do
dos filtros e as concentracbes de PM,s entre as regides. Em todos os testes estatisticos foram

considerados como significancia estatistica 0 0 p<0.05.
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Abstract

Studies have demonstrated harmful effects of atmospheric pollutants on cardiac systems. This is
due to the presence of particulate matter (PM), a complex mix of numerous substances, including
trace metals. In this study, it was investigated the toxicity of PM, s from two regions in the state
of Rio de Janeiro (one considered rural and the other industrial) through in vivo experiments in
rats during 25 days. Metal accumulation and biochemical responses were evaluated after
exposure to three different concentrations of PM, 5 (10x dilution, 5x dilution and concentrated).
Experimental data show bioaccumulation of diverse trace metals in the heart of groups exposed
to PM,s from both regions. Furthermore, a mobilization of the antioxidant defenses, with an
increase in the total antioxidant capacity in response to the industrial and rural area PM;s.
Increased glutamate cysteine ligase activity and a decrease in the reduced glutathione
concentration were verified in response to the industrial region PM;s. Glutathione S-transferase
activity was increased in groups exposed to the 5x and concentrated rural PM. We also
demonstrated that despite the increased antioxidant capacity due to PM, s toxicity, an increase in
lipid peroxidation of cardiac tissue was observed in both areas. Also, ABC transporters activity
in cardiac tissue exposed to PM,s was reduced in response to the 5x concentration of the rural
and industrial region. Histological analysis demonstrate that the heart presented a decreased in
cardiac cells in animals exposed to PM; s in rural and industrial areas in all concentrations tested.
The results conclude that exposure different concentrations to PM, 5 causes biochemical changes
in heart tissue with a consequent damage in biological structures in response to both PM sources,

factors that should favor the development cardiac diseases.
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Introduction

Air pollution has increased over the last decades, resulting in several health problems that
contribute to deteriorating environmental quality and a reduced lifespan of the exposed
populations (Huttunen et al., 2012; Gill et al., 2011; Pope, 2000). Among the constituents present
in the atmospheric air, particulate matter (PM) has received special attention in different
locations around the world due to evidences of damages to human health (Kim et al., 2015;
Huttunen et al., 2012; Bai et al., 2007; Peters et al., 2001; Gold et al., 2000).PM can be generated
by natural (e.g., sea spray, volcanic activity, and biological material) and anthropogenic (e.g.,
industries, biomass and fossil fuel burning) processes (Martinelli et al., 2013; Bai et al., 2007).
Some particles can be emitted directly from the sources, while others are formed by chemical
reactions in the atmosphere. The size and chemical composition of the particles are
characteristics that play important roles eliciting toxicological effects. With regards to size, PM
are classified according to their diameter in coarse mode (PMo, particles less than or equal to 10
um), fine mode (PMys, less than or equal particles to 2.5 um), and ultrafine mode (PMy,
particles smallers than 0.1um); their size is directly related to their potential toxicological effects
in organisms ( Kim et al., 2015; Araujo et al., 2008).

Fine particulate matter (PM,s) is generated mainly from anthropogenic sources; it can penetrate
deeper into the respiratory system and remain longer in the atmosphere, thereby deteriorating air
quality (Araujo et al., 2008; Pope, 2000). Several substances are present in the chemical
composition of PM (i.e., trace metals) that in some models are known to trigger toxicological
effects in different tissues (Méndez-Armenta et al., 2011; Wallenborn et al., 2009). Many metals
in appropriate concentrations play essential roles in organisms (e.g., as enzymes cofactors);
however, these metals can also have toxic properties (Seiler and Berendonk, 2012). For example,
some metals can cause a redox imbalance in tissues leading to oxidative stress, although this
reaction depends on the metal type, combination of metals, time of exposure and
concentration/dose (Cobbina et al., 2015; Gilmour et al., 1996; Guerrero-Castilla et al., 2014;
Stohs and Bagchi, 1995; Wang et al., 2014). In several places (i.e., Rio de Janeiro), the PM; s
levels are high in many regions and often exceed the suggested limits. Due to its topography and
proximity to the ocean, Rio de Janeiro is an interesting location to study air quality. The levels of
pollutants can vary greatly from one site to another because the mountain and sea breeze can

favor the dilution of pollutants or increase their concentrations. In this study, two different sites
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were chosen to evaluate the health effects of PM, s exposure. One of the sites (Duque de Caxias)
has urban and industrial characteristics. Big industries are located in this area, and some
complaints about health problems have been registered by the local population therefore, this
region deserves special attention. A rural area (Seropédica) was selected for use as a reference
site for data comparison. Agriculture and mining are the main activities at this site, however,
during the last decade some industries have been installed, and this location is near the industrial
areas (Mateus et al., 2013).

The main purpose of this work was to evaluate the effects of the metal combinations
present in fine particulate matter (PM,5) samples obtained from a rural and urban/industrial state
of Rio de Janeiro, Brazil. It was employed in vivo models to evaluate whether different
concentrations of metals were able to induce toxicological effects in the heart through
bioaccumulation, ROS generation, modification of the antioxidant systems, lipid peroxidation,
ABC transporters activity and histological alterations. There is a scarcity of data in the literature
evaluating the effects of particulate matter in vivo in cardiac systems and its implications in
biological processes. Therefore, the investigation of the effects of the metal mixtures that make
up particulate matter on physiological processes may explain at least in part the dysfunctions and

symptoms present in the studied populations exposed constantly to atmospheric pollution.

2 Material and methods

2.1  Sampling

Samples of fine particulate matter (PM,s) were collected by the State Environmental Institute
(INEA) from the Rio de Janeiro Metropolitan Area (RIMA), Brazil, during wintertime (June and
July), when the highest levels of PM occur. Two sites were chosen for simultaneous sampling: an
urban/industrial site (Duque de Caxias) and a rural site (Seropédica). The activities in Duque de
Caxias (22°42'15.5"S 43°18'41.3"W) are related to industries. Seropédica (22°75°76” S,
43°68°492” W) is located in the west of Rio de Janeiro state approximately 50 km from the
industrial zone and 20 km from the ocean. Samples were collected using high-volume samplers
(Energetica, Brazil) with an average flow of 1.14 m® min™. Samples were collected for 24 h
every 6 d using borosilicate glass microfiber filters (Energy, 254 x 203 mm, 0.22 um thickness).

To determine the PM mass, the filters were weighed before and after sampling using an
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analytical balance (Mettler, Switzerland, £0.0002 g). To determine the metal content, an aliquot
of the filter was extracted with 3.0 mL of twice-distilled nitric acid and heated for 2 h at 95 °C,
diluted with ultrapure water and centrifuged to separate insoluble material (Mateus et al., 2013).
Blank filters were handled in parallel to the samples in order to observe possible contamination
in the manufacture of the filters. The extracts were analyzed by inductively coupled plasma mass
spectrometry (ICP-MS). Quantification of the main elements elements (Li, Be, Mg, K, Ca, Ti, V,
Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Ga, As, Rb, Sr, Ag, Cd, Sh, Ba, Hg, Tl, and Pb) was performed
using an ELAN 6000 (PerkinElmer-Sciex, USA). Analytical curves in the range of 50 to 100 pg
L™ were used to quantify the elements and the operational conditions were described in Mateus
etal., (2013).

2.2 Animal model

Male Wistar rats (+ 250 g) from the Animal Center of the Federal University of Rio Grande —
FURG were placed in a 12 hour light/dark cycle and fed ad libitum. The animals were allowed to
acclimate for 7 days. After the 25 day experimental period, the rats were euthanized and their
tissues were removed for analysis. These experiments were approved by the Committee Ethics in
Research with Animals (CEUA) with protocol number Pq075/2014.

2.3  Experimental model and groups

The PM;s filter containing metals and other compounds was extracted and diluted with saline
solution (0.9%) in a ratio of 1 g/100 mL and subsequently filtered through a 30 um mesh. After,
the saline extracts were filtered again in a 0.45 um cellulose acetate membrane (Macherey-Nagel,
Germany) to eliminate smaller particles and bigger compounds, and these extract were
considered concentrated solution (CS). Concentration response curves were generated using the
particulate matter in its concentrated form (CS) and diluted 5- or 10-fold. The rats were divided
into eight groups and administered the extract of particulate matter by intraperitoneal injection
(IP) (AmL) for 25 days. The experiments were divided in eight groups, each one contained six
animals. Two groups were selected as control: one received 0.9% saline solution (CT), and
another received the extract solution in concentrated form obtained from blank filters (BF),

which are without particulate matter. The other two groups were treated with extract solution of
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PM s from the rural region (RR) and urban/industrial region (IR). These groups were subdivided
into three groups and exposed to the PM 5 extracts at three different concentrations: concentrated
solution (CS) (= 1 g membrane/100 mL saline), 5-fold diluted extract, and 10-fold diluted

extract.

2.4 Bioaccumulation in the heart

For this analysis, the hearts were lyophilized and weighed after removal. The hearts were kept in
2.5 mL of twice-distilled nitric acid for 12 h. Then, they were extracted on a heat plate for 4 h at
80 °C. Finally, the extracts were diluted with purified water, centrifuged and analyzed by ICP-

MS for determination of the metals present as described above.

2.5  Biochemical procedure

2.5.1 Sample preparation and protein quantification

The tissue was homogenized in Tris-HCI buffer (100 mM, pH 7.8) containing 2 mM EDTA and
5 mM MgCl,.6H,0. After the samples were centrifuged for 20 min at 4 °C (10,000 x g), the
supernatant was used for the experimental procedures. The protein concentration was determined

using the Biuret method for all analyses and read at a wavelength of 550 nm.

2.5.2 Total antioxidant capacity (ACAP) measurement

In this assay, 10 uL of supernatant was added to reaction buffer containing 4 mM ABAP (2,2"-
azobis(2-methylpropionamidine)dihydrochloride) at 37 °C to generate the sub-product peroxyl
radical. Then, 16 uM H,DCF-DA (10 pL) was added, and the oxidation of this radical was
quantified through the formation of the fluorescent compound (DCF) that express antioxidant
capacity against the peroxyl radical from the tissue. The fluorescence was read at wavelengths of
488/525 nm and expressed as the relative area. This method was performed according to the
protocol of Amado et al., (2009). A greater antioxidant capacity implies low fluorescence and the
oxidation of H,DCF-DA.
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2.5.3 Glutathione S-transferase activity

This analysis was according to the method of Habig & Jakoby, (1981). Potassium phosphate
buffer (pH 7.0) was added to 10 pL of supernatant containing 25 mM glutathione, resulting in the
formation of a complex with 1-cloro-2,4 dinitrobenzene (50 mM, CDNB, Sigma). The GST

activity was measured at 340 nm.

2.5.4 GCL activity and glutathione (GSH) levels

This method followed the protocol of White et al., (2003). The reaction buffer containing 40 mM
ATP, 20 mM glutamic acid, 20 mM sodium borate, 2 mM serine, and 40 mM MgCl,.6H,0 was
dissolved in a Tris-HCI (400 mM) and EDTA (2 mM) solution (pH 7.8). The heart tissue
supernatant and cysteine (2 mM) were added, and the mixture was incubated with NDA
(naphthalene dicarboxaldehyde) for 30 min. In this analysis reduced glutathione or
glutamylcysteine reacts with naphthalene dicarboxaldehyde (NDA, Invitrogen) for 30 minutes at
25°C. Then, the samples were centrifuged for 5 minutes at 4 °C, and the formation of the

fluorescent product was detected at wavelengths of 472/528 nm.

2.5.5 TBARS levels

Thiobarbituric acid-reactive substances was measured according to the protocol of Oakes & Van
Der Kraak, (2003). This method consists of adding the heart supernatant (100 pl) to 20% acetic
acid (pH 3.5, 150 pl), 0.8% 2-thiobarbituric acid (150 ul) and 8.1% SDS (20 pl).The reaction
was incubated for 30 minutes at 95°C, and then n-butanol (500 pl) was added. After the samples
were centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes, the fluorescence was detected at 553/515 nm. A
standard curve was generated with TMP (1,1,3,3-tetramethoxypropane), and the concentration of

malondialdehyde (MDA) was verified and expressed in nmol MDA/mg protein.

2.6  ABC proteins activities

The ABC proteins activities analysis was performed according to the method of Kurelec et al.,

(2000). Cardiac tissue was incubated with rhodamine B (10puM) for two hours. Then, the heart
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tissue was washed in saline solution to remove excess rhodamine, homogenized in ultra pure
water and centrifuged at 7500 x g for 5 min at 25 °C. The supernatant was read in a fluorimeter

at 485 and 590 nm, excitation and emission, respectively (Victor 2, Perkin Elmer).

2.7. Histology

The heart tissue were collected and incubated in 4% paraformaldehyde for 24 hrs. After this
period, the tissues were dehydrated in increasing concentrations of ethanol and the samples were
embedded in Paraplast (Sigma P3808). Six-micrometer-thick sections (Leica RM 2255) were cut
and stained with Hematoxilin-Eosin (Carson & Hladik 2009). The histological examination was
performed using a light microscope (Olympus - BX 41). Images were captured with a
planapochromatic objective (40x) in light microscopy (final magnification = 400x —zoom
1280x960cc) seven slides per group and five representative fields per animal. The images were
digitized through a JVC TK-1270/JCB microcamera and transferred to an analyzer (software
Image-Pro Plus 7.0, Media Cybernetics, Inc. Silver Spring, MD, USA).

2.8  Statistical Analysis

The values were represented as the mean £ SEM with significance set as p<0.05. The
biochemical data were analyzed with one-way ANOVA followed by the Tukey post hoc test. The

blank filter was considered control group for all analysis.

3 Results and Discussion

The average concentrations of PM,5 were 8.5 + 4.0 pg m™ for rural region and 14.4 + 4.1 pg m™
for industrial region. These levels for RR are in accordance with the suggested limit by WHO (10
ng m™). However, IR presented an average almost 50% higher. The fine fraction of particulate
matter remains in the atmosphere longer and can travel long distances. Thus, a comparative study
between rural and industrial areas was performed with an emphasis on bioaccumulation, the
antioxidant profile, cellular damage and ABC transporters activity, which is a protein responsible
for xenobiotic extrusion. Our first investigation analyzed the trace metals present and their

concentrations in administered solution by IP way (Table 1). The prevailing metals in the
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concentrated solutions were Ca, K, Cu, Ni and Ba, with concentrations ranging from 0.8 to 7.5

mg L. The toxic elements such as Ph, V, Hg, Cr, Cd and As were also detected, however in

lower levels, 0.001 to 0.22 mg L™ . All metals were also detected in the controls, as expected, as

the filter and reagents have trace metals as impurities. However, statistic differences between

control and samples were obtained for most of the metals, as we see below (Table 1).

Tabela 1. Metal concentrations (mg L™) present in the PM, 5 saline extract administrated to rats
exposed for 25 days. The rural region (RR) and industrial region (IR) groups were divided into
the CT (control), BF (blank filter), 10x dilution, 5x dilution and concentrated solution (CS). The

values represent the means *

differences compared to the blank filters (BF)

Metals concentrations in different groups (mg/L)

SE (n=3). * p< 0.05 and ** p<0,0001 represent significant

RR_5X RR_SC RI_10X RI_5X RI_SC
Li 0.014+0.000 0.014+0.000 0.013+0.000 0.014+0.000 0.015+0.000 0.014+0.000 0.014+0.000 0.015+0.000
Be 0.002+0.000 0.002+0.000 0.002+0.000 0.002+0.000 0.002+0.000 0.002+0.000 0.002+0.000 0.002+0.000
Mg | 0.023+0.002 0.193+0.145 0.195+0.078 0.408+0.007* 1.311+0.051** 0.166+0.003 0.33240.006* 0.97040.058**
K 0.268+0.041 1.450+1.141 1.187+0.458 2.384+0.038 7.42910.461 1.447+0.046 2.179+£0.006 6.581+0.465
Ca 0.158+0.026 1.283+1.005 0.902+0.324 1.83740.031 3.967+0.237** 1.062+0.004 1.897+0.028 4.955+0.311**
Ti 0.000+0.000 0.001+0.000 0.000+0.000 0.001+0.000 0.004+0.000 0.003+0.002 0.002+0.000 0.0046%0.000*
V 0.041+0.006 0.038+0.021 0.046+0.014 0.060+0.002 0.062+0.002 0.058+0.000 0.053+0.001 0.060+0.002
Cr 0.144+0.023 0.138+0.096 0.172+0.065 0.224+0.007 0.227+0.009 0.218+0.002 0.196+0.004 0.220+0.013
Mn | 0.007+0.000 0.007+0.000 0.011+0.002 0.013+0.000 0.038+0.001** 0.010+0.000 0.013+0.000 0.024+0.001*
Fe 0.041+0.010 0.049+0.039 0.054+0.027 0.101+0.005 0.162+0.005* 0.087+0.008 0.096+0.003 0.159+0.009*
Co 0.009+0.000 0.009+0.000 0.009+0.000 0.009+0.000 0.01+0.000 0.009+0.000 0.009+0.000 0.010+0.000
Ni 0.605+0.172 0.618+0.226 0.759+0.209 0.817+0.028 0.794+0.025 1.812+0.864 1.596+0.057 2.124+0.081
Cu 0.387+0.166 0.386+0.283 0.519+0.195 0.660+0.010 0.822+0.055 0.731+0.057 1.060£0.048 1.573+0.051*
Zn 0.009+0.002 0.009+0.005 0.124+0.058 0.335+0.004* 2.398+0.093** 0.252+0.011 0.434+0.002* 2.971+0.018**
Ga 0.010+0.000 0.021+0.008 0.014+0.000 0.020+0.000 0.051+0.001** 0.016+0.001 0.020+0.000 0.054+0.000**
As 0.031+0.004 0.026+0.016 0.031+0.010 0.040+0.000 0.044+0.001 0.058+0.016 0.043+0.000 0.051+0.001
Rb 0.007+0.000 0.009+0.002 0.008+0.001 0.010+0.000 0.020+0.001 0.009+0.000 0.010+0.000 0.017+0.001
Sr 0.007+0.000 0.025+0.014 0.014+0.003 0.026+0.000 0.097+0.013 0.015+0.000 0.025+0.000 0.108+0.005
Ag 0.007+0.000 0.007+0.000 0.007+0.000 0.007+0.000 0.008+0.000 0.007+0.000 0.007+0.000 0.007+0.000
Ccd 0.001+0.000 0.001+0.000 0.001+0.000 0.002+0.000* 0.004+0.000** 0.001+0.000 0.002+0.000 0.004+0.000**
Sb 0.000+0.000 0.000£0.000 0.001+0.000 0.003+0.000* 0.008+0.000** 0.001+0.000 0.002+0.000 0.008+0.000**
Ba 0.010+0.000 1.016£0.759 0.366+0.119 0.960+0.112 3.953+0.182 0.554+0.079 0.854+0.006 3.96510.214
Hg 0.001+0.000 0.001+0.000 0.001+0.000 0.001+0.000 0.001+0.000 0.001+0.000 0.001+0.000 0.001+0.000
Tl 0.002+0.000 0.002+0.000 0.002+0.000 0.002+0.000 0.002+0.000 0.002+0.000 0.002+0.000 0.002+0.000
Pb 0.003+0.000 0.002+0.000 0.002+0.000 0.003+0.000 0.010+0.000** 0.003+0.000 0.003+0.000 0.005+0.000*

Also, the bioaccumulation of different metals in heart after 25 days of exposure to PM;s were

verified and exhibited in Table 2. The metals that suffered accumulation were in RR 10x (Fe, Rb,
Ti, and Zn), IR 5x (Ag, Ba, Cu, Cd, Fe, Ga, Hg, Li, Rb, Sh, Ti, Tl, and Zn) and IR CS ( Rb, and

Zn) (Table 2). Some metals present in solution were not detected in heart samples. The IR 5x

group presented higher accumulation for all detected metals.
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Table 2- Screening of the bioaccumulation of different metals (mg kg™)) in the hearts of rats
exposed to different concentrations of PM, 5 saline extracts for 25 days. The rural region (RR)
and industrial region (IR) groups were divided into the CT (control), BF (blank filter), 10x
dilution, 5x dilution and concentrated solution (CS). The values represent the means + SE (n=3).
* p<0.05 represent significant differences compared to the blank filters (BF).

Bioaccumulation means of metals (mg/Kg) in the heart/groups

RR 10X ‘ RI 10X ‘ RR 5X RI 5X RR SC RI SC

Ag 1.349+0.2 1.40+0.215 1.499+0.249 1.38540.215 1.518+0.215 2.874+0.249* 1.36540.215 1.855+0.215

Zn 24.999+3.198 21.718+4.129 40.536+3.576* 35.950+4.129 | 28.311+3.198 58.560+4.129* 28.700+3.198 40.433+4.129*

The presence of metals in cardiac tissue can foster mitochondrial alterations and cytosolic
reactions, leading to cellular damages. In the cells, the metals can react with specific enzymes to
increase ROS production and changes antioxidant systems resulting in a redox imbalance
(Donaldson and MacNee, 2001) and causing alterations in the DNA (Risom et al., 2005).
Méndez-Armenta et al., (2011) reported that rats exposed to heavy metals suffered histochemical
changes in the muscle and alterations in the | and IV complexes of the electron transport chain.
Moreover, other components in addition to the mitochondrial respiratory chain are responsible
for free radical production. Metals can induce the development oxidative stress of different
forms. The interaction of trace metals (e.g., Fe and Cu) can occur through the Haber-Weiss and
Fenton reactions in the cell cytosol and result in the formation of hydroxyl radicals, which can
interact with and damage biological structures compromising cell viability (Stohs and Bagchi,
1995). Previous studies showed that PM exposure could directly interfere with the mitochondrial
complex, so decreasing oxygen consumption and mitochondrial ATP production (Marchini et al.,
2013). Therefore, it was investigated a possible redox imbalance of the cardiac system through of

the ACAP analysis to verify the toxicological effects of the metals present in the PM, 5 saline
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extract. The ACAP increased following exposure to the PM from both regions (RR and IR) at all
tested concentrations compared to both controls (Figure 1). Interestingly, no significant
differences were observed between the same concentrations (5x, 10x, and CS) from the different
regions (RR and IR groups). These results demonstrate that the mixture of trace metals present in
the PM, s mobilizes antioxidant defenses, suggesting an adaptive response of cardiac tissues to

maintain homeostasis in an attempt to avoid oxidative stress.
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Figure 1- ACAP (relative area) in the heart of rats exposed to different concentrations of PM; s
saline extracts for 25 days. The rural region (RR) and industrial region (IR) groups were divided
into CT (control), BF (blank filter), 10x dilution, 5x dilution and concentrated solution (CS). The
values represent means = SEM (n=6). Significant differences among groups are represented by
different letters (p<0.05).

When evaluated lipoperoxidation through the TBARS method, all groups at the concentrations
tested showed an increase compared to both controls in both regions (Figure 2). In the RR
groups, the rats exposed to the 10x solution showed higher lipid damage compared to rats
exposed to the 5x and CS (p< 0.0001). The TBARS level in the IR group showed that
lipoperoxidation damage occurred in all groups; although the same level of significance was
observed among the different concentrations tested (10x, 5x and concentrated). When the
extracts from the different regions at the same concentrations (5x and concentrated) were
compared, increased lipoperoxidation was observed in the IR groups compared to the RR groups
(p< 0.0001, Figure 2). The increased TBARS levels demonstrate an imbalance between reactive

oxygen species production and antioxidants defense systems leading to lipoperoxidation damage.
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Moreover, an increase in lipoperoxidation in RR and IR can be justified by the similarities
between chemical composition in both regions and to indicate that areas near of polluted regions
can be equaled affected. According Araujo et al. (2008), an increase in the oxidative stress with
higher levels of hepatic lipid peroxidation and increased expression of the Nrf2, SOD, CAT and

GST in rats exposed to ultrafine particles were also observed.
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Figure 2- TBARS levels (nmol TMP/mg protein) in the hearts of rats exposed to different
concentrations of PM, 5 saline extracts for 25 days. The rural region (RR) and industrial region
(IR) groups were divided into CT (control), BF (blank filter), 10x dilution, 5x dilution and
concentrated solution (CS). The values represent means £ SEM (n=6). Significant differences
among groups are represented by different letters (p<0.05). TMP: 1,1,3,3-tetramethoxypropano,
employed as standard.

The GCL activity was also evaluate in this study by being a key enzyme involved in the synthesis
of glutamylcysteine, which is required for glutathione biosynthesis, a non-enzymatic antioxidant
(Nair et al., 2013). It was observed that the RR extracts did not induced a significant alteration in
GCL activity compared to both controls (Figure 3A). However, all concentrations of the IR
extract induced increased GCL activity compared to the controls (p<0.05) and compared to the
same concentrations in te RR groups (5x, 10x, and CS, p< 0.0001; concentrated, p<0.05). In
addition, the results showed a decrease in glutathione concentration in the RR (5x) group
compared to both controls (p< 0.05) (Figure 3B). In the IR groups, glutathione formation was
decreased in the 5x and CS groups compared to both controls (p< 0.05). No significant difference

was observed when the same concentration was compared among the IR versus RR groups.
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Figure 3- (A) GCL activity (nM of GSH equivalents/n/mg protein) and (B) GSH (nM GSH/mg
protein) in the hearts of rats exposed to different concentrations of PM, s saline extracts for 25
days. The rural region (RR) and industrial region (IR) groups were divided into CT (control), BF
(blank filter), 10x dilution, 5x dilution, and concentrated solution (CS). The values represent
means + SEM (n=5). Significant differences among groups are represented by different letters
(p<0.05). GSH: reduced glutathione.

From the results it can be inferred an increased synthesis of glutamylcysteine was required for
GSH formation in the groups exposed to the industrial region extracts at all concentrations tested.
In these same groups, a decrease in the glutathione concentration was verified in the groups
exposed to the 5x and concentrated extracts. These findings can be related to higher use of GSH
for heart tissue to neutralize ROS generation and/or due to interaction of metal presented in
PM_s with its cysteine residues. Antioxidant enzymes are an essential and primary line of
defense in tissues to scavenge ROS and avoid its harmful effects. Here, we investigated GST
activity, which is an important antioxidant enzyme that serve as an active front against increased
ROS and toxic compounds (Casalino et al., 2004; Daggett et al., 1998; Hayes and Pulford, 1995).
An increase in GST activity was observed in the RR 5x and CS groups compared to the same
concentrations in the IR groups and the controls (p <0.05) (Figure 4). A reduction in GSH levels
at the tested concentrations was also observed in the RR groups possible due a higher GST
activity. In contrast, the GST activity in the IR groups was not modified compared to the controls
(Figure 4), suggesting the importance of free GSH in this group in scavenging ROS and the
metals present in the cell medium due to exposure to the PM, s extract. In other hand, in the IR
groups a higher lipoperoxidation was demonstrated in relation to RR group in the same

concentration (5x and CS).
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Figure 4. GST activity (nanomoles of CDNB-GSH/min/mg protein) in the hearts of rats
exposed to different concentrations of PM, 5 saline extracts for 25 days. The rural region (RR)
and industrial region (IR) groups were divided in CT (control), BF (blank filter), 10x dilution, 5x
dilution and concentrated solution (CS). The values represent means + SEM (n=6). Significant
differences among groups are represented by different letters (p<0.05). CDNB-GSH: conjugate
of CDNB (1-chloro-2,4-dinitrobenzene) with glutathione (GSH) due to GST activity

Metals can alter the enzymes involved in GSH synthesis (GSH synthetase and GCL) (Nair et al.,
2013; Coban et al., 2007) and also establish chemical bonds with the sulfhydryl groups of
proteins (Jomova & Valko, 2011; Quig, 1998). These factors may be one of the reason of the
reduced GSH concentration in both regions. Furthermore, these results may indicate that the
concentrations of pollutants and the types of metals present can mobilize different antioxidant
systems for protection in cardiac tissues.

In this study, we demonstrated for the first time the activity of the ABC proteins, which is a
family transporter characterized as by express phenotype multixenobiotic resistance (Kurelec et
al., 2000), in cardiac tissues exposed to PM, s The activity of ABC proteins and its multidrug
resistance occur via the extrusion of compounds endogenous or xenobiotic that interfere with
cellular process (Gottesman et al., 2002). Here, we evaluated the pump activity by measuring the
accumulation of rhodamine B. A higher accumulation of rhodamine in the RR and RI groups was

verified at the 5x concentration compared to both controls (p< 0.05) (Figure 5), demonstrating
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that reduced activity of this protein consequently resulted in the reduced extrusion of metals at
these concentrations. However, no significant differences were observed between regions (Figure
5). In addition, in IR the higher accumulation of different metals occur in this concentration (5x)
and can be due inhibition of its activity. The experimental results showed that the non-enzymatic
GSH antioxidant system appeared to play a significant role (directly and/or indirectly) in an
attempt to minimize the damages caused by PM, perhaps due to the reduced ABC protein

activity. Moreover, its depletion might favor a lipoperoxidation event at the other concentrations.
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Figure 5- MXR activity (rhodamine B/mg tissue) in the hearts of rats exposed to different
concentrations of PM, 5 saline extracts for 25 days. The rural region (RR) and industrial region
(IR) groups were divided into CT (control), BF (blank filter), 10x dilution, 5x dilution and
concentrated solution (CS). The values represent means £ SEM (n=5). Significant differences
among groups are represented by different letters (p<0.05).

Another question of this study was to verify if the toxicological effects of PM changed cardiac
muscle structure. Histopathological analysis (Figure 6) verified a significantly decrease of
cardiomyocytes percentage of cells in RR (10x, 5x, and CS) and IR (10x, 5X, and CS) when
compared with the group exposed to the blank filter (p<0.05). Regardless, occurs an increased in
percentage of nucleus as verified in images (Figure 6) and this result was due a higher number
accessory cells as fibroblasts. We also observed cardiac cellular hyaline degeneration in some

portions of the heart slides and absence inflammatory infiltrate.
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Figure 6. Histological analysis (Hematoxylin & Eosin, 400 x) in heart slices of rats exposure
different concentrations of PM, 5 saline extracts during 25 days exposure. The rural region (RR)
and industrial region (IR) were divided in CT (control), BF (blank filter), 10x diluted, 5x diluted
and concentrated solution (CS). The values are represented means £ SEM (n=4). Differences
statistical among groups are represented for different letters (p< 0.05). Arrow head (»)
represents muscle cells and (1) accessory cells.

The fibrosis verified in cardiac tissue can be associated with a higher requirement of extracellular
matrix production in order to compensate the loss cardiomyocytes, being known as a healing
process observed in diverse cardiomyophathies (Cieslik et al., 2014; Schuetze et al., 2014; Kai et
al., 2006). Histological alterations in the heart as degeneration and fibrosis were also verified in
exposure rats to lead (Dewanjee et al., 2013). It is also known that metals can generate oxidant

reactions favoring the oxidative stress (Shi et al., 2004; Pulido and Parrish 2003) and this
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imbalance was demonstrated in our work through indicators as lipid peroxidation and decreased
of GSH level. In study these evidences indicate an imbalance redox that can be compromising

heart tissue and cellular viability with consequent decreased of myocytes as exhibit in Figure 6.

4.  Conclusion
In present study, rat exposure to metallic extract of PM;s from industrial and rural regions
demonstrated similar heart alterations in analyzed parameters. Despite of lower pollution index
in RR, similarities in the chemical constituents of particles in both regions seems to contribute
for its harmful effects. Among concentrations tested, the RR 5x and IR 5x regions groups were
more affected after PM, s exposure. Changes in the redox status of cardiac tissue resulted in
alterations in antioxidant systems (ACAP, GST and GSH), bioaccumulation, lipid peroxidation,
decreased cardiomyocytes number and reduced extrusion of metals from the cellular
environment. Therefore, the investigation of parameters analyzed will serve as important
indicators to show susceptibility and adaptations of cardiac tissue, after in vivo exposure, and to
try to elucidate possible mechanism evolved in triggering cardiac pathophysiologies promoted by

air pollution.
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5. DISCUSSAO

Nos estudos de nosso grupo, temos comparado o potencial efeito téxico do PM, s de
uma zona rural e industrial/urbana, como também quantificado a constituicdo deste, nos
possibilitando observar elementos lesivos ao tecido cardiaco de ratos, quando expostos por via
IP. Nossa hipotese inicial foi que o PM da RI seria mais prejudicial do que o PM da RR, e que 0
PM iria apresentar toxicidade e capacidade de influenciar a producdo de ROS, modulando a
capacidade antioxidante e ativacdo do sistema MXR, bem como poderiam apresentar respostas
inflamatorias. Também sugerimos que particulas poderiam ficar acumuladas as paredes do
musculo cardiaco, portanto, foi analisado a bioacumulacdo ocorrida neste 6rgdo. Por ultimo,

investigamos o infiltrado inflamatdrio e proliferacdo celular, promovidos pelo PM;s.

Assim, foi verificada a concentracdo média de PM,5 na RR como sendo 59% da R,
apresentando vazdo média (m*/min.) iguais (Tabela 3, anexo ), com isso demonstrando
homogeneidade no fluxo e confiabilidade na coleta. O fato a se destacar € que apesar dos niveis
de PM,s encontrados na RR, serem menores significativamente quando comparado a RI
(p<0,05), ainda assim as concentracfes médias de metais contidos nesta regido sdo mais elevadas
em alguns casos, porém ndo significativo, exceto para o Cu, que se mostra em maior
concentracdo na RR quando comparado a RI (p<0,05). Neste sentido, a tabela 4 do anexo |
apresenta os niveis de metais que constituem o PM, s das regides de estudo, destacando a RR,
que alcancou niveis superiores as Rl dos metais K, Ca, V, Cr, Ni, Cu, Zn, Ag, Hg e TI.
Identificamos ainda, que as duas regides (Rl e RR) apresentam niveis equivalentes de alguns dos
metais em suspensdo (Tabela 4 anexo I). Todavia, o reflexo nos prejuizos gerados nos grupos
referentes as RR, podem estar atrelados a elevada poluicdo de atividades locais e vizinhas, como
¢ 0 caso de Santa Cruz que estd a ~20Km. Um importante fato a ser considerado é a capacidade
do PM;5 de se deslocarem para longe das fontes de emisséo, estando presentes mesmo distante
dos locais de origem.

Ao identificar a constituicdo da poluicdo dos locais de nosso estudo, atentamos para 0s
limites sugeridos pelas diretrizes da WHO para 0 PM,s, que deve estar na média de 10pg/m?®
anualmente (WHO, 2006). A concentracdo de PMy, didria deve estar em ~50pug/m®, porém, esta
média é excedida em até 90% em alguns locais do Rio de Janeiro, como em Duque de Caxias,
chegando até 150pg/m?, em especial nos meses compreendidos entre maio e setembro (GIODA

et al., 2011). No entanto, estudamos a polui¢do de regibes com pouca variagdo de temperatura,



42

com clima caracteristico de verdo e ao longo de poucos meses, a fim de néo ter a influéncia da
variacdo climéatica. Embora o periodo de coleta esteja relacionado ao inverno, destacamos que RJ
é uma regido de predominio do clima quente. Neste sentido, fatores como a dire¢éo e intensidade
dos ventos, bem como a temperatura sdo condic¢des que alteram a constituicdo do PM, conforme
aponta Das e colaboradores, (2011). Outro achado é destacado por Morishita et al., (2006), onde
seus estudos indicam haver maior incidéncia de asma em locais que apresentam a influéncia da
umidade relativa do ar, sendo um fator de variacdo da constituicdo do PM. Porém, segundo
Perrone e colaboradores, (2010), o verdo e o inverno apresentam PM que causam diminui¢do da
viabilidade celular, devido a inducdo de agentes pré inflamatérios e danos ao DNA. No entanto,
0 PM coletado em climas frios, apresenta maior capacidade deletéria sobre células epiteliais de
carcinoma de pulméo humano (PERRONE et al., 2010).

Para este estudo, utilizamos dilui¢Ges seriadas, e controlamos a variagdo dos efeitos com
base nos controles, que receberam injecGes livres de PM. No entanto, um fato a se destacar € que
mesmo a solugéo salina livre do filtro e/ou do PM apresentou algum grau de concentracdo de
metal. Inclusive, alguns metais como Be, Co, Ag, Hg e TI, estiveram presentes na mesma
concentragdo a todas as solugdes, independentemente do grau de diluicdo, conforme tabela 1.
Contudo, foi analisado o potencial cumulativo dos metais contidos no PM, s quando em contato
com o tecido cardiaco por via IP durante 25 dias. De acordo com este estudo, foi observado que
alguns metais apresentam capacidade de se acumularem no tecido cardiaco (Tabela 2), gerando
danos locais e potencializando os efeitos de oxidacéo direta do coracdo. Assim, conforme mostra
a tabela 2, vemos que os metais Ag, Ba, Cd, Cu, Fe, Ga, Hg, Li, Rb, Sb, Ti, Tl e Zn,
apresentaram significativo aumento da acumulacdo, especialmente no grupo RI_5X quando
comparado ao grupo FB, indo de encontro aos achados de Chowdhury et al., (2006), que
apontam o As com alta capacidade de acumulacéo em tecido cardiaco de ratos, quando injetado
por via intramuscular, 0 que ndo ocorreu em nosso estudo. Também, ndo tivemos a acumulagdo
do Pb em nossos ensaios, mesmo tendo nosso grupo RR_SC sido injetado volumes préximos aos
do estudo de Dewanjee et al., (2013), este que aponta o Pb com capacidade de bioacumulacéo,
vindo a ser toxico, oxidando o tecido cardiaco, fragmentando o DNA, diminuindo enzimas
hepéticas, bem como alterando parametros hemodinamicos importantes. No entanto, outros
metais se apresentaram acumulados em nosso estudo, e conforme Anderson e colaboradores
(2012), um simples contato do PM com o tecido, jA é o suficiente para ativar células

inflamatdrias, aumentando com isso a formacao de ROS e consequente estresse oxidativo.
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O PM de ambas as regides em nosso estudo, apresentam toxicidade significativa para o
tecido cardiaco, devido ao aumento da LPO (fig.2). Acreditamos na presenca de fontes geradoras
de ERONS, assim, justificando os danos lipidicos encontrados, visto que, houve aumento da
capacidade antioxidante total. Portanto, nossos resultados vao ao encontro aos achados de, Yi et
al., (2014), os quais foram atribuidos a formacdo do OH" através da reacdo de Fenton, mediando
estresse oxidativo, devido a grandes quantidades o Fe nas fragcbes de PMjo. Vindo a corroborar
com os achados de Steenhof e colaboradores, (2011), que encontraram o Fe e 0 Cu como 0s
metais mais abundantes no PM, tendo sido atribuidos a estes, um potencial efeito oxidativo e pro
inflamatdrio sobre a linhagem RAW264.7 de células macrofagicas de murinos. Alem disso, Yi et
al., (2014), encontraram elevado nivel de acumulacdo de H,0, intracelular, que na presenca do
Fe, ira formar OH",

Gurgueira e colaboradores (2002), destacam que apesar de seus estudos in vitro terem
obtido significativa producdo de ROS mediante exposi¢do as concentracdes de particulas ambi-
entais, ainda assim ndo tém evidéncias que suportem este mesmo resultado in vivo. Mirowsky et
al., (2015) destaca, que seu comparativo entre zonas rurais e urbanas, sobre a producdo de ROS e
respostas inflamatdrias in vitro e in vivo, apresentaram respostas diferenciadas. Destaca ainda, a
exposicao in vitro como a que apresentou maior influencia de ROS, em contrapartida no modelo
in vivo, a resposta mais evidente foi a inflamacdo pulmonar, apontando também a toxicidade
dependente do tamanho do PM, que quanto menor, maior sua toxicidade (MIROWSKY et al.,
2015). Contudo, Emmerechts e colaboradores, (2011), indicam que através da inducdo da
inflamacdo e estresse oxidativo os PM causam seus efeitos deletérios sobre o sistema
cardiovascular e outros, e com isso, corroborando com nosso achados, onde todos os grupos
tiveram aumento significativo na capacidade antioxidante contra o radical peroxil (fig.1), bem

como LPO (fig.2), indicando que houve estresse oxidativo.

Wold et al., (2006), evidenciou efeitos negativos do contato direto de UFP, em
exposicOes tanto in vivo por via de administracdo arterial (carotida direita), com infuséo de 1mL
de solucédo salina contendo PM, quanto através de exposi¢do ex-vivo do coragdo isolado. Com
isso, Wold et al., (2006), destacou que os efeitos do UFP n&o sdo dependentes da inalacdo ou
passagem das particulas através das paredes alveolares, elucidando que podem ter efeitos toxicos
diretos sobre o sistema cardiovascular. E com isso, justificar os danos encontrados em nossos
estudos, quanto a bioacumulacdo, gerando LPO e ativacdo dos sistemas antioxidantes e

diminuicdo da atividade das proteinas do complexo MXR. Uma vez que a superficie de contato
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do PM ¢é um potencial agente ativador de células inflamatorias, aumentando com isso a formacao
de ROS e consequente estresse oxidativo, apresentando potencial de causar dano pulmonar em
apenas uma exposi¢cdo em ratos (ANDERSON et al., 2012).

Com relaco a capacidade antioxidante contra o radical peroxil, nossos estudos apontam
haver diferenca significativa dos grupos tratados com PM,s, quando comparados a ambos
controles, conforme destacado na figura 1. Apontando que ambos os controles ndo apresentaram
diferenca significativa entre si, deixando claro que o uso do filtro limpo de PM néo influenciou o
resultado obtido nos demais grupos. Quanto aos grupos expostos ao PM da RR, bem como o0s
expostos ao PM da RI, estes diferiram em suas respostas em todos os niveis de diluicdo, quando
comparados com o FB. Com isso promovendo a ativacdo dos sistemas enzimaticos, que
iniciaram uma cascata de eventos na tentativa de detoxificacdo e minimizacdo do estresse
oxidativo, visto através da atividade da GCL e GST (fig. 3A e 4), porém, inibindo o sistema
MXR (fig.5), e com isso, contribuindo no agravo dos efeitos toxicos do PM,s das regides de
estudo. Segundo Sheweita & Tilmisany (2003), é bem conhecido na literatura que os metais
provocam alteracGes significativas na atividade da GST e niveis de GSH, o que € uma possivel
justificativa para a deplecdo dos niveis de GSH, visto na figura 3B. Com base nos estudos de
Nagalakshmi & Prasad (2001), Fe, Zn, Cu e compostos que reagem com grupos sulfidrilas (SH),
tem capacidade de inativar a enzima GSSG-R, o0 que resulta na diminuicao da disponibilidade de
GSH. Entdo, a baixa dos niveis de GSH, em alguns dos grupos estudados, pode ter sido devido a
inativagdo da enzima GSSG-R, reduzindo assim a velocidade de conversédo da GSSG a GSH, e
com isso, este importante antioxidante se apresentar significativamente diminuido em
comparacao aos grupos controles. Outra hipotese é que GSH estivesse formando complexos com
0s metais, diminuindo assim seus niveis devido a alta concentracao de poluente intracelular.

Obtivemos também, informacBes de dano lipidico nos grupos expostos ao PM,s,
conforme figura 2, onde notamos aumentos significativos em todos os grupos em especial nos
grupos da RI, o que acreditamos ser um fator crucial no desencadeamento da resposta
antioxidante. Resultado semelhante foi exposto por Li et al., (2015), apontando um aumento da
expressdo do mRNA de citocinas pro-inflamatérias como interleucina-1p (IL-1B), IL-6 e TNF-
la, bem como um aumento de seus niveis em cardiomiocitos de ratos, dando importante atencéo
ao processo de LPO. Na tentativa de suprir os danos lipidicos apresentados na figura 2, o sistema
antioxidante apresenta modulagGes de sua atividade (GCL, GSH e GST), como evidenciado nas

figuras.3A, 3B e 4, dados estes que devem ser interpretados em paralelo, considerando sua
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interdependéncia. A inibicdo da atividade da GST, associada a baixos niveis de GSH, é um fator
de predisposicdo aos efeitos deletérios de contaminantes ambientais (SHEWEITA &
TILMISANY, 2003). A exemplo disso, a figura 4 nos possibilita visualizar a atividade da GST,
esta que se mostra significativamente elevada nos grupos RR_5X e RR_SC em relacdo ao FB,
com isso, demonstrando estar ocorrendo maior conjugacdo da GSH com xenobioticos nestes
grupos. Porém os grupos RI_5X e RI_SC, ndo mostraram aumento significativo na atividade da
GST, o0 que nos leva a crer que nestes grupos outros meios de detoxificacdo estdo sendo
recrutados. E possivel também, que a concentracdo de metais seja elevada a ponto de estar
ocorrendo conjugacdo com a GSH, ja que seus niveis estdo significativamente reduzidos nestes
grupos. Como isso, é possivel notar o reflexo nos danos de LPO apresentados na figura 2, bem
como a deplecdo dos niveis de GSH vistos na figura 3B.

Ballatori e colaboradores, (2009), destacam que o aumento dos niveis de GSH em
associacdo com o aumento da expressao da GST, potencializa a conjugacdo por xenobidticos, o
que estaria contribuindo com o efluxo destes, aumentando assim a resisténcia celular,
minimizando até os efeitos quimioterapicos. No entanto, em nossos achados, tivemos grupos
onde os niveis de GSH diminuiram significativamente, e ainda assim, a atividade da GST ndo se
mostrou alterada, como nos grupos RI_5X e RI_SC. Porém a atividade da GCL desses grupos
esteve significativamente elevada, além disso, foi visto que estes foram os que também sofreram
bioacumulacdo da maioria dos metais, conforme mostrado na tabela 2. Logo, recrutando sistemas
que comumente sdo mais expressos em condi¢des de grande risco para a célula, como as
proteinas do sistema MXR, contudo, em nossos ensaios, se mostrou com atividade reduzida nos
grupos RR_5X e RI_5X, evidenciado na figura 5. Destacando-se com isso, 0 potencial inibitorio
do PM,s sobre o sistema MXR, e gerando a consequente bioacumulacdo. Nossos resultados
sugerem que a capacidade do mecanismo MXR tende a diminuir a medida que ocorre LPO e 0
consequente combate contra agentes oxidantes aumenta. I1sso porque segundo Donaldson et al.,
(2003), agentes oxidante sdo capazes de oxidar grupos sulfidrila ou atacar sitios de ligacdo do
ATP, inibindo bombas dependentes de trifosfato (ATPase), visto em sua revisdo, conseguindo
mostrar o potencial oxidativo e carcinogénico das UFP e PMjy. Assim, considerando que as
proteinas do complexo MXR sdo dependentes de ATP, logo sua atividade é comprometida em
condicdes de deplecdo deste, justificando a diminui¢do da atividade do complexo MXR nos
grupos RR_5X e RI_5X. Outro importante ponto é que de acordo com Franke et al., (2013), a

extensa producdo de ROS, diminui a translocacdo das proteinas do complexo MXR até a



46

membrana enquanto que, baixas producdes de ROS estimulam sua expressdao. Com isso, é
correto afirmar que se em nossos estudos obtivemos a LPO gerada por agentes oxidantes do
PM 5, logo, também obtivemos diminuicéo, ou ndo alteracao da atividade MXR (fig.5), podendo
correlacionar estes dois achados. Portanto, nossos dados refletem o potencial toxico do PM de
ambas as regides, provavelmente por motivos distintos, considerando que a composi¢do do PM
coletados em diferentes locais € o que ira gerar respostas especificas, demonstrando sua
heterogeneidade. Com isso, colaborando com os achados de Mirowsky et al., (2015), que destaca
a variabilidade do PM de zonas rurais e urbanas como um fator de dificuldade na precisao de sua
caracterizacao.

Outro importante dado obtido em nossos estudos foi a analise histologica do tecido
cardiaco, e neste resultado foi observado a diminuicdo do nimero de células, bem como um
aumento de células acessorias, principalmente fibroblastos em todos os grupos expostos ao
PMas, quando comparados ao FB (fig.6). Estes resultados estdo de acordo com os achados de
Dewanjee et al., (2013), que encontraram em seus estudos fibrose intersticial em células
cardiacas, dando importante atencdo a citotoxicidade promovida pelo estresse oxidativo e
bioacumulacdo do Pb. Em contrapartida, notamos um significativo aumento no numero de
células acessorias totais, em todos 0s grupos expostos ao PM,s quando comparados ao FB.
Nossos dados dividem similaridades com os achado de Wold et al., (2012), que encontrou
diminuicdo da relacdo citoplasma/nucleo nos cardiomidcitos de camundongos expostos
cronicamente ao PM; s, quando comparados ao controle. Estamos também de acordo com Dagher
et al., (2006), que apontou os efeitos apoptdticos mediados pelas caspases-3 e 8, frente a
exposicdo ao PM,s, que destacou também, a composi¢cdo do PM com muita similaridade ao
obtido por nosso grupo.

Por fim, nossos achados ndo demonstram a presenca de infiltrado inflamatério no tecido
cardiaco em nenhum dos grupos estudados, no entanto, foram obsevadas a presenca de elementos
fibrinoides, o que aumentou o ndmero total de células, porém ndo funcionais, pois estes
fibroblastos sdo caracteristicos do preenchimento de locais com grandes espacamentos, inferindo
a caracterizacdo da insuficiéncia cardiaca. Contudo, as analises histopatologicas sugerem lesdes
por apoptose, além de terem sido vistas alteracGes morfoldgicas e presenca de células acessorias,
evidenciado na figura 6. Portanto, nossos achados histopatologicos apontam a diminuigédo
significativa de cardiomidcitos nos grupos expostos ao PM,s de ambas as regides, quando

comparados ao FB (p<0,05).
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5. CONCLUSOES
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Concluimos que mesmo a grandes distancias, 0 PM, s apresenta capacidade migratoria,
sendo composto de particulas que se complexam e geram efeitos deletérios a salde cardiaca.
Estando diretamente relacionados ao desenvolvimento industrial local, além de serem altamente
toxicos ao tecido cardiaco, bem como, importantes agravantes patogénicos, vindo a causar
reacOes oxidativas. E isso se agrava a medida que os metais modulam enzimas importantes na
homeostase do estado redox, bem como na propor¢do em que o PM entra em contato direto com
o tecido, oxidando lipideos de membrana e prejudicando o funcionamento do complexo MXR.
Podendo também ser sugerido que fracbes de PM diluidos em meios que facilitem sua entrada
gradual nos tecidos podem apresentar efeitos ainda mais deletérios que altas concentracGes de
poluentes. Isso devido ao efeito da concentracdo intermediaria obtida de nossas diluicdes para
ambas as regides, visto que em nosso estudo, foram estas quem reproduziram 0s maiores
prejuizos, caracterizando um efeito hormético (curva ndo monotdnica, ou em “U* invertido).
Acreditamos contudo, que a cronicidade da exposi¢cdo, pode alavancar ainda mais respostas de
prejuizo, como uma maior acumulagdo dos metais no tecido cardiaco. Portanto, 0os metais
encontrados no PM; s, tem potencial de estimular a capacidade antioxidante, alterar o equilibrio
redox e modular enzimas antioxidantes, bem como influenciar o sistema MXR, causando LPO e
biacumulacdo. Além disso, nosso estudo encontrou alteragdes morfologicas caracteristicas da
insuficiéncia cardiaca, com diminui¢do do nimero de midcitos, aumento de fibrose e provavel
apoptose, estando diretamente relacionado a poluicéo do ar.

Nosso proximo objetivo € tentar esclarecer de que forma o coragdo se comporta em

termos de cardioprotecdo ao estresse gerado pelo PM de forma direta. Estando isolado e em
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condicdes controladas de suporte energético, bem como tendo precisdo do volume de PM ao qual
0 6rgdo serd exposto. Além disso, saber se o exercicio fisico moderado pré-condicionado, pode
ser um fator de contribuicdo na capacidade cardioprotetora, minimizando os efeitos deletérios,
agudos do PM. Outra perspectiva é analisar os efeitos do PM,s sobre outros 6rgdos, a fim de

comparar suas respostar com os dados que obtivemos no tecido cardiaco.
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TABELAS COMPLEMENTARES (ANEXO I)

Tabela 3. Tabela de vazdo média, concentracdo e desvio padrdo da média e tamanho do PM
encontrado nos filtros. Concentracdo média de PM,s pg/m® em filtros com vazdo média 1,1
m*/min. Diferenca significativa entre as concentracdes de PM,s entre as regides (p<0,05 — t-
studet).
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Tabela de vazdo média, concentracdo/DPM e tamanho do PM

Tamanho [ ] Média de PM/DPM Med.Vazdo (m3/min.)

Regido Rural (RR) PM,; 5 8,5+4.0 1,146+0.002

Tabela 4. Concentragdo de metais, obtido através de extrato &cido do PM,s. Média da
concentracdo de metais dos filtros (mg/L), coletados nos meses compreendidos entre janeiro a
agosto de 2012. Locais identificados como regido industrial/urbana (RI) e regido rural Seropédica
(RR). Os elementos correspondentes sdo o (Li) litio, (Be) berilio, (Na) sddio, (Mg) magnésio, (Al)
aluminio, (K) potéssio, (Ca) célcio, (Ti) titanio, (V) vanadio, (Cr) cromo, (Mn) manganés, (Fe)
ferro, (Co), cobalto, (Ni) niquel, (Cu) cobre, (Zn) zinco, (Ga) gélio, (As) arsénio, (Se) selénio,
(Cd) cadmio, (Sb) antimdnio, (Ba) bario, (Hg) mercurio, (TI) talio e (Pb) chumbo, que foram
encontrados nos filtros utilizados. Em destaque (vermelho) aqueles que estiveram iguais ou em
maior concentracdo na RR em comparagdo a RI. Tendo feito o teste t-student para verificar
diferencas estatisticas, apresentado com * p<0,05.

Metal | Regido Industrial (R1) Regido Rural (RR)
7783.097+46.595
3391.577+10.383

| Rb | 3416+0.879 |  3.198+1489 |

Pb 24.656+2.756 7.486+0.603




