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INTRODUCAO:

Atualmente, a maior causa ambiental de doencas e mortes prematuras no mundo € a poluigdo
atmosférica, considerada um grande problema de satde ptblica global'. Os efeitos da polui¢ao sobre a satide
do ser humano ainda sao pouco conhecidos, porém, muitos estudos tém observado uma relagdo significativa
entre a exposi¢do cronica ao material particulado com didmetro <2,5um (MP,;) e a incidéncia de doencas
metabolicas, como obesidade® e diabetes mellitus tipo 2°.

A obesidade é definida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como o acimulo anormal ou
excessivo de gordura e se da em um estado de inflamacdo subclinica, sendo considerada fator de risco para o
desenvolvimento de doengas cronicas’. Esse acaimulo de gordura se d4, em geral, pelo desequilibrio entre o
gasto energético e a ingestdo alimentar, sendo que, evidéncias recentes t€ém apontado que essa relagdo ¢
comandada, involuntariamente, pelo sistema nervoso central (SNC)*. O hipotdlamo é responséavel pelo
controle do balango energético corporal através da integracdo entre sinais hormonais, neurais e metabolicos.
Um potente hormonio envolvido nessa sinalizagdo € a leptina, sendo que os neur06nios que expressam O
receptor de isoforma longa da leptina (LepR) nos nticleos hipotalamicos tém um papel crucial na regulagdo
da ingestdo alimentar e do gasto energético, estimulando a saciedade e o aumento do gasto energético.*

Recentemente, nosso grupo demonstrou que apenas 5 dias de exposi¢do ao MP,; foi capaz de
aumentar marcadores inflamatorios no hipotalamo de camundongos C57BL/6J e ap6s 3 meses foi instaurada
inflamagdo hipotaldmica e resisténcia a leptina. Isso pode estar associado ao fato de que o MP, 5 ¢ composto
por lipopolissacarideos (LPS), um dos principais agonistas do Toll Like Receptor 4 (TLR4), receptor da
imunidade inata capaz de promover a transcri¢do de genes pro-inflamatorios e da SOCS3, uma inibidora
fisiologica da via da leptina.® Em 1976, os pesquisadores Sclafani e Springer adotaram uma nova dieta em
seus estudos, a qual nomearam de dieta cafeteria. Essa dieta consiste no acesso ilimitado de alimentos
altamente palataveis, ultraprocessados e ricos em gordura, sal e aglicar para animais de laboratdrio, dentro de
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um contexto de pesquisa. Dessa forma, a dieta cafeteria reflete o sistema alimentar atual, sendo um indutor
de alteragdes metabolicas.’

No ultimo trabalho, nds investigamos os impactos do MP, 5 sobre metabolismo energético e se a via
do TLR4 poderia estar envolvida em tais efeitos. Os camundongos receberam apenas dieta padrdo.® No
presente estudo, nds buscamos ilustrar se esses animais poderiam apresentar um pior fenotipo se a exposicao
ao MP, ; fosse feita combinada com a dieta cafeteria.

METODOLOGIA:
Utilizacdo de animais de experimentagio: Camundongos da linhagem C57BL/J com 5 semanas de idade
foram obtidos no CEMIB da UNICAMP. Protocolo CEUA/UNICAMP n°5916-1.

Exposicio ao MP,s/Ar Filtrado: O equipamento utilizado para expor os animais ao MP, s/ar filtrado (AF)
foi o Harvard Ambient Fine Particles Concentrator, pertencente ¢ instalado na Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (FMUSP). Os grupos experimentais foram levados a camara de MP, s ou de ar
filtrado durante 5 dias e 1 més.

Exposicdo a dieta cafeteria: Durante o mesmo periodo de exposi¢do ao MP,s/ar filtrado, os animais
receberam dieta cafeteria. Os camundongos receberam um pellet por caixa, junto a um pedago de bolo
industrializado simples sabor abacaxi, salgadinho industrializado e refrigerante sem gas no lugar da agua.
Grupo experimental: Os camundongos foram divididos em 4 grupos de acordo com a intervengdo que
receberam (dieta/exposi¢do) como ilustrado na Figura 1.

- 5 dias de exposicido 1 més de exposicio
Dieta Padrdo e MP2,5 (MP2,5) Dieta Padrdo e MP2,5 (MP2,5)
C57BL/67 < -
6 semanas Dieta Cafeteria e MP2,5 (cMP2,5) Dieta Cafeteria e MP2,5 (cMP2,5)
|

Figura 1. Grupos alvo da intervengao.

Sensibilidade hipotalimica a leptina: Os animais foram deixados em jejum overnight, a reposi¢do da
dieta foi pesada e as 8:00 receberam uma injecdo de salina ou leptina (dose: 3mg/kg de peso). A
ingestao alimentar foi mensurada apds 1, 2, 4, 8 e 24 horas.

Analise da massa adiposa: O tecido adiposo epididimal foi removido imediatamente apds o sacrificio
dos animais e pesado para verificar o acimulo de gordura. O resultado é expresso em miligramas de
tecido adiposo por grama de peso corporal.

Analise dos resultados: A andlise estatistica foi realizada com a aplicacdo do one ou two-way
ANOVA (p<0,05), comparando sempre o subgrupo experimental exposto ao ar filtrado ou MP, s com o
seu respectivo grupo controle. Os resultados foram expressos pela média + desvio padrao da média.

RESULTADOS:

Exposicio progressiva ao MP, s combinado a dieta cafeteria pode promover ganho de peso
Durante a exposicdo de 5 dias (Figura 2. a e b), percebemos que a polui¢ao por si s6 ndo foi

capaz de induzir alteragdes no peso e na ingestdo alimentar. Porém, os animais submetidos a dieta

cafeteria apresentaram maior ganho de peso em comparagao ao grupo que recebia dieta padrio, esse

ganho de peso no entanto ndo diferiu em relagdo a exposi¢do ao MP,s;. Em rela¢do a ingestdo

alimentar, o grupo cafeteria tem seu consumo aumentado no primeiro contato com a dieta, consumo
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este que ¢ normalizado nos dias posteriores. Apenas no quinto dia de exposi¢do, observamos uma
diferenca entre cMP, s e 0 MP, s (Figura 2. ¢).
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Figura 2. Alteracdoes metabélicas desencadeadas pela combinacido entre a exposi¢io ao MP,; e a dieta cafeteria por 5 dias. a) Peso
corporeo em gramas ao longo dos 5 dias de exposi¢do ao MP,s ou AF (n= 6 por grupo); b) Percentual de ganho de peso apos 5 dias de
exposi¢do ao MP,s ou AF (n=10 por grupo); c) Ingestdo alimentar durante os 5 dias de exposi¢ao (n=6 grupo). A analise estatistica foi
realizada pelo Two-way ANOVA em A e C e ordinary One-way ANOVA em B e foi considerado p<0,05. A: *p=0,0161 MP, 5 vs. cFA; B:
**p=<0,0001 AF vs. cAF, AF vs. cMP, 5, MP, 5 vs. cAF, MP, 5 vs. cMP,5; C: *p=0,0084 AF vs. cMP, 5; **p=0,0007 MP, 5 vs. cMP, 5; #p=
0,0001 MP, 5 vs cMP, 5;##p=0,0011 MP, 5 vs. cAF; AF vs. MP, 5 ; &p=0,0376 MP, 5 vs. cMP, 5.

Durante a exposicdo de 1 més, o peso corpoéreo nao diferiu significativamente entre os grupos,
mesmo com a ingestdo de uma dieta mais caldrica (Figura 3. a). O primeiro contato com a dieta
cafeteria também produziu um consumo aumentado no inicio da interven¢do de um més, que teve o
consumo normalizado até a quarta semana, quando o grupo cafeteria passou a apresentar um consumo
significativamente superior ao grupo DP. No entanto, o consumo alimentar ndo foi diferente entre
animais que recebiam a mesma dieta, indicando que a polui¢do ndo interferiu no consumo alimentar
desses animais. (Figura 3. b)
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Figura 3. Perfil de animais expostos por 1 més ao MP,; e a dieta cafeteria. a) Peso corpdreo em gramas ao longo das 4 semanas de
exposi¢ao ao MP,s ou AF (n= 8 por grupo); b) Ingestdo alimentar durante os 5 dias de exposi¢ao (n=8 grupo). A analise estatistica foi
realizada pelo Two-way ANOVA em A ¢ B e foi considerado p<0,05. B: ¥*¥p=<0,0001 AF vs. cAF, AF vs. cMP, 5, MP, 5 vs. cAF, MP, 5 vs.
cMP,5; *p=0,0038 cMP, 5 vs. cAF; #p< 0,0001 AF vs cMP, 5, MP, 5 vs. cMP, 5; ##p=0,0048 MP, 5 vs. cAF; AF vs. cAF ; &p=0,0089 MP,
vs. cMP, sC &&p=0,421 AF vs. cAF; &&&p<0,0001 MP, 5 vs. cFA.

A exposicio aguda ao MP,; pode levar a resisténcia a leptina

Apesar dos animais ndo apresentarem hiperfagia e ganho de peso significativo ocasionado
pela exposicdo ao material particulado, 5 dias de exposi¢do foram suficientes para alterar a ingestdo
alimentar em resposta a inje¢@o intraperitoneal de leptina. Apenas o grupo AF respondeu a acdo do
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horménio (Figura 4. a), reduzindo o consumo alimentar apds a administragdo da leptina. Os demais
grupos se alimentaram normalmente, sugerindo uma resisténcia na via de sinalizagdo da leptina. Entre
os animais que consumiam dieta cafeteria, com 5 dias todos os grupos apresentaram baixa resposta a
inje¢do do hormonio (Figura 4. b).
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Figura 4. Sensibilidade a leptina apés 5 dias de exposi¢cdo ao MP, ou ar filtrado. a) Ingestdo alimentar dos animais em dieta padrao
durante o teste de sensibilidade a leptina (n= 3 animais em cada grupo); b) Ingestao alimentar dos animais em dieta cafeteria durante o teste
de sensibilidade a leptina (n=3 animais em cada grupo). A analise estatistica foi realizada pelo Two-way ANOVA com teste t ndo pareado em
A e B e foi considerado p<0,05. A: *p=0.0347.

Exposicio ao MP, s alterou a composi¢do corporal

A exposi¢do de 5 dias ao MP, ;5 contribuiu com o aumento de tecido adiposo tanto no grupo
que recebeu a dieta cafeteria quanto no que recebeu a dieta padréo, o ganho de massa adiposa € ainda
maior quando a polui¢do é combinada com a dieta cafeteria. (Figura 5. a). 1 més de exposi¢do
também mostrou ser suficiente para aumentar a massa de tecido adiposo no grupo cMP, ;. Ao longo
desse um més, o grupo MP, 5 desenvolveu um método para compensar o ganho de gordura em resposta
a exposi¢do. (Figura 5. b).
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Figura 5. Composi¢iio corporal de animais expostos por 5 dias e 1 més ao MP,s e a dieta cafeteria. a) Peso de tecido adiposo
epididimal em miligramas por grama de peso corporal ao longo dos 5 dias de exposi¢do ao MP, 5 ou AF (n=4-6 por grupo); b) Peso de tecido
adiposo epididimal em miligramas por grama de peso corporal ao longo das 4 semanas de exposi¢do ao MP, s ou AF (n= 8 por grupo).

DISCUSSAO:

A exposi¢do de 5 dias ao MP,; ndo foi capaz de induzir alteragdes no peso e na ingestdo
alimentar, sendo que esta s6 mostrou diferenca no quinto dia de exposigdo. Porém, os animais
submetidos a dieta cafeteria apresentaram maior ganho de peso em comparagdo ao grupo que recebia
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dieta padrao, o que era esperado, visto que outros estudos demonstraram esse ganho de peso
prematuro’. Entretanto, apds os 5 dias houve um aumento significativamente maior no tecido adiposo
dos animais expostos ao MP,s em relacdo a seus controles filtrados, ambos em dieta padrdo, mesmo
sem apresentar hiperfagia e ganho de peso.

Ainda, esse curto periodo de exposi¢do nos trouxe um resultado inédito: 5 dias de exposi¢ao
ao MP, s foram suficientes para alterar a ingestdo alimentar em resposta a inje¢do intraperitoneal de
leptina, o que sugere uma resisténcia na via de sinalizagdo da leptina e, possivelmente inflamagao
hipotalamica. Estudos ja mostraram que a dieta cafeteria é capaz de induzir resisténcia a leptina ap6s
duas semanas de sua administragdo®. Nossos resultados sugerem ainda que a resisténcia a leptina pode
ser instaurada em camundongos jovens com apenas 5 dias de administragdo.

Os achados de ingestdo alimentar ¢ ganho de peso nos animais expostos durante 1 més a
poluicdo nos trazem uma inconsisténcia, pois, mesmo com um consumo alimentar superior, o grupo
submetido a dieta cafeteria manteve um ganho de peso inferior aos animais que receberam a dieta
padrdo, podendo ter ocorrido um mecanismo compensatorio do organismo em resposta a0 aumento da
ingestdo caldrica. No entanto, a poluicao foi suficiente para atenuar tal mecanismo por volta da 4*
semana de exposi¢do e aumentar o ganho de peso do grupo cMP, s em comparagdo ao cAF. Indo de
encontro com os nossos achados na exposicao de 3 meses (estudo anterior do nosso grupo), nos quais
os camundongos apresentaram hiperfagia, ganho de peso e aumento da ingestdo alimentar induzidos
pelo MP, %, O aumento do tecido adiposo no grupo cMP, 5 foi maior, mas ndo diferiu entre os animais
que receberam a dieta padrao. No entanto, no nosso estudo anterior, em uma exposi¢ao de longo prazo,
3 meses, os animais expostos ao MP, s mantiveram o tecido adiposo elevado em comparagdo com os
seus controles, sugerindo que talvez o nosso niimero de animais nesse grupo possa ser uma limitacéo
do presente resultado.

CONCLUSAO:

Os resultados acima demonstram que a poluicdo atmosférica pode interferir prematuramente
na acdo da leptina, no entanto analises ainda precisam ser feitas para aprofundar essa investigagdo. A
partir disso, a dieta cafeteria representa outro importante fator ambiental capaz de exacerbar os efeitos
da poluicao atmosférica sobre as alteragdes no metabolismo energético.
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